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INTRODUCCION GENERAL

Actualmente, el desarrollo de las plantas aromaticas y medicinales se encuentra en
pleno auge, gracias a sus numerosas propiedades y principios activos que les
confieren a estas especies, permitiendo sus usos constantes en las industrias
alimentarias, cosmética y farmacéutica (Abogmaza et al., 2020). Se estima que
80% de la poblacién mundial depende de remedios herbolarios tradicionales, lo que
representa para muchos paises fuentes de primeros auxilios para el cuidado y
prevencion de enfermedades, asi como costumbres culinarias para la poblacion
(Dehelean et al., 2021; Moharram et al., 2021).

En este orden, los estudios de mercado han demostrado el impacto de la
produccion organica de estas especies dentro del sector agricola, pues existen
tendencias al incremento de los productos derivados de las aromaticas (Niazian
et al., 2019; Saha and Basak, 2020). De acuerdo con Zengin et al. (2018), de los
252 medicamentos basicos y esenciales considerados por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), el 11% son exclusivamente de origen de las hierbas aromaticas,
importancia que le conceden a estas dentro de sector agricola.

En México el uso de plantas medicinales y aromaticas constituyen el 8% de los
productos organicos, y con tendencia aumentar en el comercio a nivel nacional e
internacional se destaca la produccion organica de albahaca (Ocimum basilicum L.)
y estragon (Artemisia drancunculus L.) (Chiquito-Contreras et al., 2019; Tamayo-
Aguilar et al., 2021).

Por otra parte, se reporta incrementos en superficie, produccion y comercio mundial
de hortalizas, tanto en volumen como en valor, debido al aumento del consumo per
capita de algunas especies como es la lechuga (Lactuca sativa L.), siendo esta una
de las principales hortalizas de hoja de mayor consumo que se cultivan en México
durante todo el afio. Debido a la gran diversidad ecoldgica, climatica y de suelos,
caracteristicas que favorecen el incremento de 2.5% de la superficie cosechada en



especies horticolas y de sus exportaciones con un valor de produccion de 13.1%
(Lara-lzaguirre et al., 2019; Trujillo Murillo et al., 2020; Bhatta, 2022).

Por otro lado, ante el aumento del calentamiento global y la actual crisis
medioambiental asociada con el incremento de los precios de los insumos quimicos
que segun (Chavez-Diaz et al., 2020) aumento 27.1% en América Latina y el Caribe
en los ultimos afos. Es considerado dos millones de agricultores organicos
aproximadamente, alrededor del 80% de ellos en paises en desarrollo (Varia et al.,
2021). Se hace necesario desarrollar estrategias de manejo de la fertilidad del suelo
sostenibles y asequibles que se centren en sistemas de cultivo de bajos insumos,
lo cual es crucial para lograr la sostenibilidad agricola y la seguridad alimentaria
mundial; unas de las estrategias esta vinculada a la sustitucion de la fertilizacion

mineral por la utilizacion de inoculantes microbianos (Bhatta, 2022).

En este sentido, la agricultura es una red compleja de interacciones de plantas con
microorganismos benéficos, siendo estos demostrados por resultados positivos de
las coinoculaciones de bioinoculantes como alternativas de nutricién y sus impactos
econdmicos y ambientales que ellos originan en los sistemas productivos (Tamayo-
Aguilar et al., 2021; Bhatta, 2022). Es por ello, que las tendencias actuales estan
relacionadas con la creciente demanda de técnicas ecoldégicamente compatibles y
respetuosas con el medio ambiente en la agricultura organica y ecoldgica, opciones
que podrian proporcionar alimentos inocuos dentro de la seguridad alimentaria, a
través de la mejora de la calidad y cantidad de productos agricolas (Sarkar et al.,
2021).

Al respecto, las inoculaciones o aplicaciones de los microorganismos benéficos
como (Glomus cubense, Trichoderma harzianum 'y Bacillus subtilis) que intervienen
en la solubilizacion de fosfatos, fijacion biolégica de nitrdgeno y otros elementos
esenciales para las plantas forman un componente clave de la poblacién
microbiana del suelo (Ortiz and Sansinenea, 2022). Teniendo en cuenta los

argumentos anteriormente mencionados, es meritorio investigar el impacto de los



bioinoculantes (Glomus cubense, Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis) en el

crecimiento de especies horticolas cultivadas en invernadero.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de bioinoculantes en el crecimiento de tres especies horticolas

cultivadas en invernadero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus
cubense en el crecimiento de albahaca (Ocimum basilicum L.) cultivada en

invernadero.

2. Evaluar el efecto de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus
cubense en el crecimiento de estragon (Artemisia dracunculus L.) cultivado en

invernadero.

3. Evaluar el efecto de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus
cubense en el crecimiento de lechuga (Lactuca sativa L.) cultivada en

invernadero.

4. Identificar el o las combinaciones de los bioinoculantes mas idéneo para el
crecimiento de albahaca (Ocimum basilicum L.), estragon (Artemisia

dracunculus L.) y lechuga (Lactuca sativa L.) cultivadas en invernadero.



HIPOTESIS

La aplicacién de bioinoculantes, favorece el crecimiento de albahaca (Ocimum
basilicum L.), estragdn (Artemisia dracunculus L.) y lechuga (Lactuca sativa L.)

cultivadas en invernadero.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. El empleo de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus cubense en
albahaca (Ocimum basilicum L.) incrementara el crecimiento cultivada en

invernadero.

2. El empleo de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus cubense en
estragdén (Artemisia dracunculus L.) incrementara el crecimiento cultivado en

invernadero.

3. El empleo de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus cubense en
lechuga (Lactuca sativa L.) incrementara el crecimiento cultivada en

invernadero.

4. La aplicacion de los bioinoculantes en albahaca (Ocimum basilicum L.),
estragén (Artemisia dracunculus L.) y lechuga (Lactuca sativa L.), nos
permitira seleccionar el o las combinaciones idéneas para el crecimiento de

estas especies cultivadas en invernadero.
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CAPITULO |

LOS MICROORGANISMOS BENEFICOS MEJORAN EL CRECIMIENTO DE
ALBAHACA (Ocimum basilicum L.) EN CONDICIONES DE INVERNADERO

Beneficial microorganisms enhance the growth of basil (Ocimum
basilicum L.) Under greenhouse conditions

RESUMEN

La integracion de alternativas de manejo saludable sigue siendo un desafio en la
produccion organica de plantas aromaticas y medicinales, entre ellas la albahaca
(Ocimum basilicum L.). El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de tres
microorganismos benéficos (1) Trichoderma harzianum (TH), (2) Bacillus
subtilis (BS), (3) Glomus cubense (GC) y sus combinaciones sobre el crecimiento
de la albahaca. Se utilizé un disefio completamente al azar con un control y siete
tratamientos con seis repeticiones. EI control (1) fue sin inoculacidon de
microorganismos y los siete tratamientos fueron inoculaciones con
microorganismos individuales o combinados de la siguiente manera: (2) TH, (3) BS,
(4) GC, (5) TH+BS, (6) TH+GC, (7) BS+GC y (8) TH+BS+GC. Se realizaron tres
cosechas de biomasa fresca y se registraron una serie de variables de crecimiento:
biomasa fresca y seca, area foliar, numero de tallos comerciales, largo y grosor del
tallo, largo y ancho de la hoja, concentracion relativa de clorofila (lecturas SPAD) y
los niveles de N, P, K, Ca y Mg. El crecimiento global aumenté un 58% con TH+GC
en comparacion con el control y un 55% en comparacién con las inoculaciones
unicas (TH, BS y GC) y con la inoculacion triple (TH+BS+GC). Se obtuvo un
incremento del crecimiento del 51% con BS+GC respecto al control y del 38%
respecto a los demas tratamientos. Estos resultados indican que la coinoculacion
de TH+GC o de BS+GC son alternativas de manejo utiles para aumentar la

produccion de albahaca en invernadero.



Palabras clave: hongos micorricicos arbusculares, plantas aromaticas, Bacillus

subtilis, biofertilizantes, Glomus cubense, Trichoderma harzianum.

SUMMARY

The integration of healthy management alternatives continues to be a challenge in
the organic production of aromatic and medicinal plants, including of basil (Ocimum
basilicum L.). The objective of this work was to evaluate the effects of three
beneficial microorganisms (1) Trichoderma  harzianum (TH), (2) Bacillus
subtilis (BS), (3) Glomus cubense (GC) and their combinations on the growth of
basil. A completely randomised design was used with a control and seven
treatments with six repetitions. The control (1) was with no microorganism
inoculation and the seven treatments were inoculations with the single or the
combined microorganisms as follows: (2) TH, (3) BS, (4) GC, (5) TH+BS, (6)
TH+GC, (7) BS+GC and (8) TH+BS+GC. Three harvests of fresh biomass were
made and a number of growth variables were recorded: fresh and dry biomass, leaf
area, number of commercial stems, stem length and thickness, Leaf length and
width, relative chlorophyll concentration (SPAD readings) and the levels of N, P, K,
Ca and Mg. Overall growth increased by 58% with TH+GC compared with the
control and by 55% compared with the single inoculations (TH, BS and GC) and
with the triple inoculation (TH+BS+GC). A growth increase of 51% was obtained
with BS+GC compared with the control and of 38% compared with the other
treatments. These results indicate co-inoculation of TH+GC or of BS+GC are useful

alternative managements to increase greenhouse production of basil.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, aromatic plants, Bacillus subtfilis,

biofertilizers, Glomus cubense, Trichoderma harzianum



INTRODUCCION

Por su percepcion nutracéutica (relacionada con la salud) y sus beneficios
organolépticos (aroma, sabor), el uso y consumo de plantas aromaticas vy
medicinales (MAP) se ha incrementado en el mundo. Este aumento ha contribuido
al desarrollo econémico en el sector agricola de muchas naciones. El nuevo
enfoque también ha generado importantes beneficios ambientales y sociales
(Kala,2015; Salomé-abarca et al., 2015).

Furnell et al. (2019) informaron que los tres principales paises exportadores de MAP
son México, Camerun y Sudafrica, mientras que los cinco principales paises
importadores de MAP (77% del total de MAP consumo/utilizacién) son Francia (26
%), EE. UU. (16%), Japdn (15%), Alemania (11 %) y Espana (7%). En México, MAP
constituyen el 8% de la produccion total de plantas organicas. De estos, la albahaca
(Ocimum basilicum L.) es la principal especie producida para la exportacién con un
rendimiento promedio de biomasa fresca de 8.45 t ha' y una superficie sembrada
de 417 ha, de las cuales 208 ha se producen bajo sistemas organicos, otras 5 ha
se producen en invernaderos y el resto bajo condiciones convencionales (es decir,
no organicos) (CONAGUA, 2018; Chiquito-Contreras et al., 2018). Los principales
estados productores en México son Baja California (invernadero), Morelos, Nayarit
(convencional) y Baja California Sur (organico), siendo este ultimo el mayor
productor de albahaca (Sanchez-Verdugo y Avilés Quevedo, 2012; Ojeda-Silvera
et al., 2015).

Por otra parte, las plantas han desarrollado numerosas estrategias para hacer
frente a diversos cambios bidticos y abioticos, desafios que enfrentan en sus
habitats naturales. Una de ellas son las relaciones simbiéticas que establecen con
microorganismos benéficos (hongo y bacteria). Estos microorganismos al
interactuar directamente con la planta huésped estimulan su tolerancia a estos
desafios y facilitan el acceso a los recursos subterraneos (agua y minerales). Al
hacerlo, resultan en una estimulacion de los procesos fisiolégicos de la planta, y
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estos se reflejan en aumentos del rendimiento. En un entorno comercial, estas
simbiosis permiten reducir tasas de aplicacion de fertilizantes quimicos (Lépez-
Valenzuela et al., 2019; Tamayo et al., 2019).

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) con sus atributos de asociacion con
especies cultivables, generan mejoras sustanciales en el crecimiento de las plantas,
con efectos positivos en la nutricion, sobre la absorcion de agua y nutrientes, la
estabilidad del suelo y la resistencia sistémica a enfermedades fungicas y otras
plagas. Estos beneficios se consideran importantes alternativas amigables con el
medio ambiente y econdmicamente viables a los métodos de cultivos
convencionales (Baum et al., 2015; Esquivel-Quispe, 2020). Se ha informado que
Trichoderma harzianum es un hongo simbionte oportunista de plantas, capaces de
producir elicitores que inducen las defensas de las plantas contra patdégenos e
insectos, solubilizacion de P, Mg, Fe, Mn ligados al suelo y promotores del
crecimiento vegetal (Sharma et al., 2017; Hernandez et al., 2019).

Sobre las bacterias, se ha informado que el género Bacillus subtilis estimula el
crecimiento de las plantas a través de la sintesis de hormonas reguladoras del
crecimiento vegetal como el acido indol acético, también permite la fijacion bioldgica
de nitrogeno, solubilizacion de P y produccion de sideroforos, (Corrales et al., 2017;
Leal-Almanza et al., 2018).

La integracion de ciertos microorganismos simbioticos (Glomus cubense,
Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis) dentro de los sistemas de manejo
organico para el cultivo de albahaca, podria generar beneficios significativos sobre
los métodos convencionales, reducir las enfermedades y aumentar el crecimiento,
lo que puede resultar en una mayor produccion por unidad de superficie y
reducciones en el uso de fertilizantes sintéticos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los efectos de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Glomus cubense y
sus combinaciones sobre el crecimiento de albahaca bajo condiciones de

invernadero.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en un invernadero tunel con cubiertas de plastico
blanquecino encima (30% de sombra) y malla antiafidos en las paredes laterales,
ubicado en la Universidad Autonoma de Morelos, México (18 © 58' 51" N, 99 ° 13’
55" E) a una altitud de 1.866 m. Durante el experimento, los datos climaticos fueron
registrados en el invernadero con registrador de datos ambientales (Hobo®
datalogger, modelo MX2301A, USA); el promedio de la temperatura fue de 22.4 °C
y la humedad relativa media de 53.0%, respectivamente.

Trasplante y aplicacion de los microorganismos benéficos

El trasplante se realizd6 1 de marzo 2020 en macetas de plastico de 20.32 cm que
contenian 2.8 kg de suelo agricola. Se utilizaron plantulas de albahaca cv. 'Nufar'
F1 producidas en charolas de unicel de 200 cavidades, de la empresa Fusion
Mexicana Agropecuaria S.A. de C.V. ubicada en Jojutla de Juarez, Morelos. El
suelo utilizado en el experimento se obtuvo a profundidad de 0 - 20 cm de la
empresa antes mencionada, tenia textura arcillo limoso, con las siguientes
caracteristicas quimicas: 6.32 de pH; CIC alta de 27.1 mEq 100 g'; contenidos
normales de: MO 2.3%, CE 2.7 dS m™', nitrégeno total 0.6, fésforo disponible (Bray-
Kurtz) 5.1 ppm; contenidos altos: 7.4, 107.0 y 14.7 cmol kg de K, Cay Na;
presencia baja de 9.0 cmol kg™' de Mg y normales: 0.03, 0.07, 0.04 y 0.39 cmol kg
' de Cu, Mn, Zn y B, respectivamente. El suelo fue esterilizado por solarizacién
(Katan y Gamliel, 2012), para ello, se cubri6 con plastico transparente y se expuso

a la luz solar durante 30 dias.

La inoculacién de las plantulas de albahaca con las especies T. harzianum y B.
subtilis obtenida en la Universidad Tecnoldgica del Sur del Estado de Morelos
(UTSEM), se realiz6é en drench, previo a la inoculacién se conservaron en medios
de cultivos PDA y agar nutriente a una temperatura de 25+2 °C; la primera

inoculacion se realizé en el momento del trasplante y la segunda 15 dias después,
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a una concentracién de 1 x 10% esporas por mL' y 1 x 10% bacterias por mL'
preparada con agua destilada estéril en un vaso de precipitado de 1000 mL. Las
inoculaciones se aplicaron con un spray modelo Batlle 730061UNID de 1000 mL
que garantizé la uniformidad de la aplicacién en todas las plantas. La especie G.
cubense con 70 esporas por gramo de inoculante y 50% de colonizacion radical, no
téxico y libre de patégenos obtenidas a través del Consejo Estatal de Fertilizantes
Organicos (CEFO) ubicado en el estado de Oaxaca, México, fue preparada en un
recipiente plastico, en el cual se sumergieron las raices en una pasta fluida del
inoculante micorricico con una dosis de 0.5 kg ha™' del producto por 800 mL de

agua destilada en el momento del trasplante (Fernandez et al., 2000).

Riego y nutriciéon mineral

Cada dos dias se suministré 1 L de la solucidn nutritiva de Steiner por maceta al
50% de concentracion. La solucién se prepar6 a partir de fertilizantes comerciales
solubles: Ca(NOs)2, KNO3, MgS0O4, K2SO4 y KH2PO4 (Steiner, 1984). El pH de la
solucién nutritiva se ajusto entre 5.5y 5.7 con acido sulfurico al 95%. Como fuente
de micronutrimentos se utilizé ultrasol Micro Mix, SQM® a dosis de 20 g por cada

500 L de soluciodn nutritiva.

Tratamientos y diseno experimental

Los tres microorganismos benéficos fueron: Trichoderma harzianum (TH), Bacillus
subtilis (BS) y Glomus cubense (GC). Se utilizé un disefio completamente al azar
con un control y 7 tratamientos con seis repeticiones. Los tratamientos fueron: 1)
Control (sin inoculaciones de microorganismos), 2) Trichoderma harzianum, 3)
Bacillus subtilis, 4) Glomus cubense, 5) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis,
6) Trichoderma harzianum + Glomus cubense, 7) Bacillus subtilis + Glomus
cubense, 8) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis + Glomus cubense (Cuadro

1). La unidad experimental fue una maceta que contenia una planta de albahaca.
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Concentracién de los inéculos

Control Sin inoculaciones

TH 1 x 105UFC mL""

BS 1 x 105UFC mL""

GC 70 esporas g' de suelo

TH +BS 1x 105UFC mL" + 1 x 105 UFC mL"

TH+ GC 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g™ de suelo

BS+ GC 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g™ de suelo

TH+BS +GC 1x10°UFC mL" + 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g™ de
suelo

UFC= Unidad de formacion de colonias. TH=Trichoderma harzianum, BS=Bacillus subtilis,

GC=Glomus cubense.

Cosecha de albahaca y variables evaluadas

Debido a que la albahaca es una planta herbacea anual se realizaron tres cosechas
(cortes) de tallos frescos. La primera fue el 31 de marzo de 2020, es decir, 30 dias
después del trasplante; la segunda fue el 14 de abril y la tercera el 29, todas del
mismo afo. En cada corte se evaluaron las variables que a continuacion se
describen y se reporta el efecto acumulado de las tres cosechas: numero de tallos
comerciales; longitud del tallo: Este se midié desde la base del tallo hasta el apice
(regla de de precision de 0.01 cm); grosor del tallo se determind 1 cm por arriba del
corte del tallo comercial (vernier digital, Traceable® Modelo 97152-16, USA); largo
y ancho de las hojas, se midieron por debajo del primer entrenudo de los tallos cortados
con vernier digital; la concentracién relativa de clorofila (lecturas SPAD) se determiné con
un equipo portatii SPAD (Minolta® Modelo 502 Plus, Japdn) en hojas maduras y
extendidas; el area foliar se determino al remover todas las hojas de la rama o tallo
y fueron colocadas en un medidor de area foliar (LI-COR® Modelo LI-3100C, USA);
el peso de biomasa fresca y seca en cada corte de los tallos comerciales separados
por hojas y tallos, se obtuvo con una balanza digital (OHAUS® Modelo Scout Pro

SP401, USA, sensibilidad de 0.01 g). Una vez obtenido el peso fresco, los 6rganos
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se colocaron en bolsas de papel estraza en la estufa con circulacion de aire forzado
(Luzeren® Modelo DHG9070A, China) a 60 °C durante tres dias para obtener el
peso seco. La concentracion de los macronutrimentos N, P, K, Ca y Mg fueron
determinado en cada dérgano posteriormente. Para N se utilizé el método micro-
Kjeldahl (Alcantar y Sandoval, 1999), mientras que el P, K, Ca y Mg se realizo
digestion humeda con una mezcla de acido perclérico y nitrico en relacién 2:1
(Alcantar y Sandoval, 1999). La extraccion de macronutrimentos se obtuvo a partir
de la biomasa seca de cada 6rgano (hojas y tallos) y sus correspondientes
concentraciones de cada macroelemento considerado (% N, P, K, Cay Mg) por la

siguiente formula:

Extracciéon de macronutrimentos (kg ha') = [MS parte aérea (g por planta) x

concentracion (%) del elemento en la MS de la parte aérea] x 10.

Analisis estadistico

Estos se realizaron con el software estadistico IBM SPSS® Statistics para Windows
vs 25 (IBM Corp, Armonk, Nueva York, USA). Se verifico la normalidad y
homogeneidad de varianza usando la prueba de Levene y Kolmogorov-Smirnov.
Posteriormente, se realiz6 al analisis de varianza y a la prueba de comparacion de
medias de Tukey (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Biomasa fresca y seca

Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos en biomasa
fresca y seca de albahaca (Figura 1). La coinoculacion de TH+GC incrementé la
biomasa en 67% en comparacion con el control, las inoculaciones individuales (TH,
BS y GC) y los tres microorganismos combinados (TH+BS+GC). Asimismo, TH+GC

incrementd la biomasa fresca en 63% en comparacion con los mismos tratamientos
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antes mencionados. De igual forma, la inoculacion combinada (BS+GC) aument6
45% la biomasa fresca y la biomasa seca en 55% con respecto al control, las
inoculaciones unicas (TH, BS y GC) y los tres microorganismos combinados
(TH+BS+GC).

Los resultados indican que la interaccion directa de los microorganismos benéficos
en el rizoplano en plantas de albahaca, benefician la actividad fisioldgica, factores
bidticos y abidticos que pueden promover la biomasa vegetal. Los incrementos
ascendentes de biomasa para TH+GC y BS+GC probablemente se deban a alguna
especificidad diferente de las actividades simbioticas de estos microorganismos con
plantas de albahaca, a medida que aparecen nuevos tallos entre las cosechas a lo
largo del periodo experimental con un coeficiente de variacion entre el 85.72 y
77.69% respectivamente. Argumentos que coinciden con lo informado por Chiquito-
Contreras et al. (2019), donde inoculaciones mixtas entre micorrizas y bacterias del
geénero Stenotrophomonas rhizophila, estimularon los procesos que intervienen en

crecimiento de las plantas.
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Figura 1. Biomasa fresca y seca de las plantas de albahaca
TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC = Glomus cubense; Es x= error

estandar de la media; CV= Coeficiente de variacion. Las barras indican error estandar.
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Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun prueba de

rangos multiples de Tukey (p<0.05).

Alvarez et al. (2018) sefialan que los inéculos microbianos coinoculados, fomentan
el crecimiento de las plantas a través de la sinergia entre los multiples beneficios
que aporta cada uno de ellos en cuanto a metabolismo de planta. En contraste,
Moncada et al. (2021) encontraron una disminucion de la biomasa vegetal de
plantas de Ocimum basilicum L. cultivadas en macetas inoculadas de Bacillus spp
en comparacion al control de solucién Steiner al 100%. Estos autores platearon la
hipétesis de que la baja temperatura (15 °C) registrada durante el experimento pudo
retrasar el crecimiento de las raices y la actividad de PGPR, limitando asi su

interaccidn con el huésped y la mejora en la absorcion de nutrientes.

Referente a lo anterior, Khalediyan et al. (2021) encontraron aumento significativo
en el peso freso y seco de la biomasa aérea y radical de Ocimum basilicum L.
coinoculadas con G. mosseae y B. subtilis en comparacion con el tratamiento
control y plantas tratadas con fertilizante mineral. Estos autores atribuyeron sus
resultados al aumento de la absorcién de agua y nutrientes a la capacidad de las
estructuras de los hongos y las bacterias que tienen de penetrar de forma
intracelular en las plantas estimulando la actividad fisiologica.

Riahi et al. (2020) informaron que Pseudomonas rhizophila S211, Halomonas
desertis G11 y Oceanobacillus iheyensis E9 aumentaron significativamente los
parametros relacionados con el crecimiento, la biomasa de hojas y raices
comparados con el control en plantas de Pelargonium graveolens L'Hér. También
reportaron incrementos de 43.34% en el peso de la biomasa con la inoculacion dual
de los microorganismos sobre el control. Estos efectos se atribuyeron a la
produccion de sideroforos, solubilizacion de minerales que promueven el

crecimiento directo de las plantas.
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Hernandez-Montiel et al. (2020) reportan incrementos de 19.29% de la biomasa
vegetal en plantas de Capsicum annuum L. coinoculadas con rizobacterias con
respecto control. Efectos inducidos por la capacidad metabdlica de los inoculantes
bacterianos para producir hormonas reguladoras del crecimiento, que estimulan la
division celular y diferenciacion de tejidos y por tanto la biomasa. También se ha
demostrado, que los efectos benéficos de T. harzianum combinado con
rizobacterias incrementan la supervivencia y la biomasa vegetal en plantas de porte
bajo, sin embargo, los efectos son menores cuando se aplican por separado en

diferentes sistemas agricolas (Neelipally et al., 2020).

Area foliar

Hubo diferencias significativas (p<0.05) en el area foliar entre los tratamientos
evaluados (Figura 2). TH, BS y TH+BS+GC no mostraron diferencias entre ellos,
pero si con el control. Se observé un efecto similar entre GC y TH+BS. Sin embargo,
en comparacion con el control, el area foliar mostrdé una tendencia ascendente de
55y 45% con TH+GC y BS+GC, respectivamente. Esto podria deberse a sinergias
entre los microorganismos benéficos que, a través de sus estructuras de micelios,
hifas, vesiculas y la produccion de hormonas de crecimiento vegetal estimulan el
sistema fisioldgico de las plantas.
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Figura 2. Area foliar de las plantas de albahaca

TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC = Glomus cubense; Es x= error
estandar de la media; CV= Coeficiente de variacion. Las barras indican error estandar.
Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun prueba de

rangos multiples de Tukey (p<0.05).

Estos resultados sugieren que los efectos de la interaccion planta-microbio, pueden
estimular la absorcién de agua, nutrimentos esenciales y la produccién de
metabolitos tales como enzimas, compuestos que promueven el crecimiento de las
plantas. Bhat et al. (2020) mencionan que el aumento del area foliar en plantas
inoculadas con microorganismos es producto de una gama amplia de mecanismos
beneficiosos en la zona rizosférica que hacen que los nutrientes estén disponibles
para las plantas. También, Rivera et al. (2020) coinciden que el area foliar de
Pennisetum purpureum y Nicotiana tabacum L. aumenté gradualmente gracias a
los beneficios de los inoculantes micorricicos asociados a la rizosfera expuestos a

diferentes condiciones edaficas y ambientales.

Pan et al. (2020) encontraron tendencias favorables en la acumulacion de biomasa
en los o6rganos aéreos de Elaeagnus angustifolia L. con aplicaciones de HMA vy
PGPR. La inoculaciéon simple de G. mosseaese aumentd la biomasa aérea en 64%
en comparaciéon con el control. Asimismo, reportan una respuesta similar con la
adicion simple de Bacillus amyloliquefaciens. Atribuyen estos resultados a la
especificidad de la planta con la cepa de HMA, en lugar de la riqueza o diversidad

microbiana encontrada en la rizosfera de la planta.

En relacion con las respuestas contrastantes entre los tratamientos inoculados,
podrian deberse a que los microorganismos benéficos no siempre tienen las
mismas respuestas en plantas, debido a sus diferentes interacciones funcionales y
ambientes edaficos. Sin embargo, cuando se aplican correctamente sus
interacciones simbidticas con el huésped estimulan su crecimiento (Tian et al.,
2020).

19



Variables de crecimiento en albahaca

El andlisis estadistico mostré diferencias estadisticas (p<0.05) para las variables de
crecimiento en albahaca inoculadas de forma individual y combinada (Cuadro 2).
Hubo una tendencia gradual en todas las variables con la coinoculacion de TH+GC
seguido de BS+GC. En contraste GC y TH+BS mostraron respuestas similares en
todas las variables de crecimiento. Igualmente, la aplicacién de TH+BS+GC y las
inoculaciones individuales (TH y BS) no fueron significativos entre ellos. Al
respecto, la obtencion de nuevos brotes dado al corte escalonado de los tallos en
el periodo experimental y la relaciones con TH+GC y BS+GC, influyeron en el
aumento del numero y calidad comercial los tallos cosechados. En base a los
resultados, se considera que las plantas asimilaron agua y minerales del suelo a
través de las estructuras de los microorganismos asociados, mientras que este
ultimo pudo obtener compuestos carbonados del huésped, procesos que mejoran
el desarrollo de la biomasa aérea (Arango et al., 2013). También Abdollahi Arpanahi
et al. (2020) encontraron que los parametros morfolégicos fueron significativos en
las plantas tratadas con PGPR respecto al control. En contraste, la seleccion no
adecuada de rizobacterias en un cultivo, puede inhibir el crecimiento, producto a la
deficiencia o exceso de la concentraciéon de fitohormonas, asi ocurre con la
especificidad entre los hongos benéficos, la planta y el suelo (Anguiano-Cabello et
al., 2019; Rivera et al., 2020).

Cuadro 2. Variables de crecimiento evaluadas en albahaca

Numero de Longitud del Grosordel Largode Anchode

Tratamiento tallos tallo tallo hojas hojas
comerciales (cm) (mm) mm (mm)
Control 10.25 e 21.55¢ 5.05f 90.34 e 51.26 e
TH 12.50d 23.45d 5.77d 94.09d 53.99d
BS 12.25d 23.01d 553 e 93.31d 54.14 d
HMA 14.00 c 2444 c 6.18 c 97.55c¢ 57.89 c
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TH +BS 15.00 c 2463 c 6.31c 98.72 c 58.54 ¢

TH + HMA 19.00 a 2715 a 7.24 a 106.17 a 64.93 a
BS+ HMA 16.75b 26.02b 6.84 b 102.65 b 61.46 b
TH + BS + HMA 12.25d 23.25d 5.68 de 94.21d 54.23d
Es x 0.50* 0.27* 0.09* 0.79* 0.68*
CV (%) 19.71 7.13 11.36 5.24 7.70

TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC = Glomus cubense; Es x= error
estandar de la media; CV= Coeficiente de variacion. Letras distintas en la misma columna

indican diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.05).

Abdel-Rahman et al. (2011) encontraron una estimulacion del crecimiento de tres
variedades de Ocimum basilicum L. tratadas con B. subtilis y HMA. Asimismo,
indican que la colonizacidn micorricica fue superior con respecto a la PGPR, y que
la dualidad de los microorganismos proporcioné mayor respuesta en comparacion
con las inoculaciones unicas. En este contexto, Mohamed et al. (2019) en un
ensayo realizado en condiciones de invernadero, demostraron el efecto de las
inoculaciones unicas o combinadas de micorrizas, Bacillus subtilis y Pseudomonas
fluorescens en Phaesolus vulgaris L. Estos autores refieren que los tratamientos
combinados con los microorganismos resultaron significativos con respecto a los
tratamientos individuales para las variables de crecimiento y de componentes del
rendimiento. Otros estudios indican que el uso de Trichoderma como insumo
biolégico contribuye al equilibrio de hormonas como el acido indol acético,
giberélico, etileno entre otras que se reflejan en los aspectos de calidad e inocuidad
para la comercializacion de estas especies (Stewart y Hill, 2014; Peccatti et al.,
2019).

En relacion, Makarov et al. (2020) indican que el crecimiento de plantas inoculadas
con microorganismos aumenta gradualmente en comparacion con los controles no
inoculados, independientemente del sustrato que se establezcan; debido al
aumento de la actividad de las exoenzimas de los microorganismos que estimulan
el metabolismo vegetal. En este orden, Singh et al. (2021) reportan que las plantas

han evolucionado en estrecha asociacidon con microorganismos benéficos que
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intervienen en la via fotosintéticas del metabolismo de las plantas. Ademas, tienen
numerosas funciones secundarias en la supervivencia y el crecimiento de ellas.
Precisamente la fisiologia y la bioquimica de los cultivos inoculados en diferentes
ecosistemas se ven reflejados en la pigmentacion fotosintética de las hojas
(carotenoides y clorofila), potencial antioxidante, volumen radical, mayor eficiencia
en el uso de nutrientes entre otros, debido al uso correcto de los hongos enddfitos
y las rizobacterias (Malik et al., 2021).

Concentracion relativa clorofila

Se observé mediante lectura SPAD diferencias (p<0.05) en hojas maduras y
extendidas en plantas de albahaca inoculadas con TH, GC y BS (Figura 3). Las
coinoculaciones de TH y BS+GC aumentaron la concentracion de clorofila en 23 y
19%, respectivamente, en comparacion con el control. Estas respuestas pueden
estar atribuidas a la sinergia entre los inoculantes y las plantas, al promover la
actividad fotosintética de las plantas con un coeficiente de variacion de 6.17%. Al
respecto, Sanchez et al. (2018) y Ajeng et al. (2020) indican que la mayor
intensidad de pigmentacion verde en hojas se debe entre otros factores a la mayor

captacion de N, P y K reflejados en la fotosintesis.

Por otra parte, la intensidad del verdor encontrado en hojas de albahaca, pueden
estar relacionados con los mecanismos involucrados de los consorcios de hongos
y bacterias en el proceso de la elicitacion que interactua en las rutas bioquimicas
de las plantas para producir metabolitos secundarios en grandes cantidades y de
esta forma, mejorar la calidad de las plantas en términos de crecimiento, aroma,

sabor y color (Aguirre-Becerra et al., 2021).
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Figura 3. Lectura SPAD de las hojas de albahaca

TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC = Glomus cubense; Es x= error
estandar de la media; CV= Coeficiente de variacion. Las barras indican error estandar.
Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun prueba de

rangos multiples de Tukey (p<0.05).

También, se ha informado tendencias favorables en el contenido de clorofila de las
plantas de albahaca inoculadas con consorcios de HMA y combinadas con PGPR,
dado a los mecanismos directos o indirectos de los microbios en la produccion de
antibidticos, metabolitos, produccién de fitohormonas y compuestos organicos que
inducen la asimilacion de nutrimentos y el crecimiento de las plantas (Anguiano-
Cabello et al., 2019; Chiquito-Contreras et al., 2019).

En este orden, Emmanuel and Babalola (2020) y Suchitra et al. (2020) mencionan
qgue los hongos micorricicos aumentan la absorcion de minerales y la proteccion
de tensiones abidticas en plantas a cambios de productos fotosintéticos. Del mismo
modo, los efectos de los microorganismos son mayores al ser combinados con los
PGPR y que, al intervenir en la fisiologia de las plantas, controlan los niveles de
hormonas vegetales o indirectamente reduce los efectos inhibidores de los agentes
patogenos.
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Bordoloi y Shukla (2020) reportaron que la concentracion de clorofila en plantas de
Piper mullesua en condiciones de invernadero varié significativamente entre los
aislados de hongos micorricicos arbusculares. Asimismo, refieren que hubo una
tendencia mayor (p< 0.001) en los tratamientos micorrizados en comparacion con
plantas no inoculadas en suelos esterilizados. Por su parte, Gomez-Bellot et al.
(2020) en plantas de Viburnum tinus L. encontraron que la concentracion de
clorofila en hojas y la conductancia estomatica foliar aumentaron con la inoculacién
de un complejo microbiano de HMA en comparacion con la aplicacion simple de
micorrizas. Estos autores asociaron los efectos con la especificidad microbiota en

la rizosfera de las plantas bajo diferentes condiciones riego.

En consideracion a los beneficios de T. harzianum mixto con PGPR, Singh et al.
(2020) demostraron en Ocimum sanctum L. cultivadas en invernadero, que el
efecto combinado de estos mejord la absorcion de nutrimentos y la eficiencia
fotosintética generando mayor biomasa fresca (83.78%), en comparacién con

plantas controles no inoculadas.

Neelipally et al. (2020) demostraron que plantas de Arachis hipogaea L. inoculadas
con T. harzianum + Bradyrhizobium spp en invernadero, generaron mayor
concentracion de biomasa seca y de clorofila (p<0.0001) en comparacion con
aplicaciones simples y al tratamiento control. Sin embargo, encontraron que el
indice de clorofila y la acumulacion de nitrégeno en los tejidos vegetales era mayor
con la inoculacién de Bradyrbizobium con respecto a T. barzianum, debido a los
efectos de interaccién entre hongos enddfitos y rizobacterias, asi como las

funciones particulares de cada uno en el crecimiento de las plantas.

Extraccion de macronutrimentos en albahaca

En comparacion con el control, la absorcion de macronutrientes aumenté un 80%
en las plantas de albahaca tratadas con microorganismos benéficos (Cuadro 3),

con diferencias (p<0.05) debido a la inoculacion con TH+GC y BS+GC que
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mostraron incrementos de 82 y 71%, respectivamente. También se observo un
efecto similar entre G.C y TH+BS para todos los macronutrimentos. Las
inoculaciones con TH, BS y con TH+BS+GC se comportaron de manera similar.
Las respuestas encontradas en estas variables coincidieron con las descritas
anteriormente, en relacion con las plantas de albahaca que establecieron una
relacion directa entre las aplicaciones mixtas de los inoculantes (TH+BS y TH+GC)
a diferencia de las inoculaciones simples con TH, BS y GC y con la ftriple
inoculacién TH+BS+GC.

Igualmente, se observo una tendencia de mayor absorcion de Ny K en (kg ha™') en
comparacion con los demas macronutrimentos. De manera similar el P fue el
elemento mas absorbido por las plantas. Esto podria estar asociado a la
participacion de N, P y K en procesos de la fotosintesis, la respiracion, traslocacion
de fotosintatos, sintesis de proteinas y activacion de enzimas claves para varias
funciones bioquimicas en las plantas (Delgado-Ospina et al., 2012). Ademas, de
que los microorganismos también ejercen efectos sobre la absorcién de los
macronutrimentos, lo cual coincide con lo reportado por Bordoloi y Shukla, (2020)
quienes argumentan que los microorganismos participan en el suministro y

extracciéon de nutrimentos por las plantas.

Cuadro 3. Extraccion de macronutrimentos en albahaca

N P K Ca Mg
Tratamiento
Kg ha™
Control 1.66 e 1.66 e 5.15e 0.56 e 0.54 e
TH 3.44d 3.44d 10.62 d 1.17 d 1.07c
BS 3.03d 3.03d 9.35d 1.03d 0.80d
HMA 6.80 c 6.80 c 20.48 ¢ 226 ¢c 1.09c
TH +BS 6.48 c 6.48 c 20.98 ¢ 231c 1.15¢c
TH + HMA 10.43 a 10.43 a 32.17 a 3.54 a 1.96 a
BS+ HMA 8.10b 8.10b 2497 b 273b 1.54 b
TH + BS + HMA 3.07d 3.07d 9.48d 1.04d 0.79d
Es x 0.15* 0.15* 0.48* 0.04* 0.03*
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TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC= Glomus cubense; Es x= error
estandar de la media. Letras distintas en la misma columna indican diferencias

significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.05).

Arango et al. (2012) reportaron un aumento significativo en los niveles de
macronutrimentos en plantas micorrizadas de Menta piperita L. cultivadas en
invernadero, con relacion directa entre la materia fresca, seca y el area foliar a los
60 dias después del trasplante. Estudios realizados por Delgado-Ospina et al.
(2012), indican que la extraccion de nutrimentos puede variar segun las especies
y a las fases fenoldgicas del cultivo. Refirieron al K como el elemento con mayor
requerimiento de extraccion foliar y al P y Mg con menor demanda en plantas de

Lippia organoides H.B.K cultivadas en invernadero.

También, se ha reportado que el uso de T. harzianum como hongo biocontrolador
de enfermedades y promotor del crecimiento en plantas aromaticas y medicinales
asociados con otros microorganismos benéficos o fertilizantes inorganicos,
benefician la absorcién de nutrientes esenciales, el crecimiento y el rendimiento de

las plantas (Quiroga et al., 2015).

Por otra parte, Sun et al. (2020) reportaron incrementos significativos de los
contenidos de N, P, K, Ca y Mg en plantas de Té (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze
micorrizadas con Glomus etunicatum en comparacion a los demas tratamientos en
condiciones de sombra. Al mismo tiempo, indican que los resultados podrian
deberse a la participacion de las micorrizas en la induccion de resistencia de las
plantas a condiciones de estrés, aumento de la biomasa de la raiz, absorcion de
nutrimentos y el contenido de fitohormonas presente en la raiz, regulando de forma

activa la via de transporte y biosintesis.

Ortas et al. (2021) describen que la colonizacion micorricica regula las expresiones
de los genes de los cloroplastos en hojas y mejoran el estado hidrico de las plantas.
Afirman, ademas que los nutrimentos esenciales son absorbidos mediante las hifas
extrarradicales y las diferencias en la adquisicion de ellos, asi como la transpiraciéon
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y la conductancia estomatica estan relacionadas con la eficiencia micorricica de
diferentes especies o la combinacion con otros microorganismos, lo cual esta

relacionado con los resultados obtenidos en el presente estudio.

CONCLUSIONES

En comparacién con el control, se obtuvo un aumento del crecimiento de albahaca
del 58% con la coinoculacion de Trichoderma harzianum + Glomus cubense 'y 55%
con respecto a las inoculaciones simples de Bacillus subtilis, Glomus cubense,
Trichoderma harzianum y con inoculacion tripartita de estos microorganismos. En
segundo lugar, se obtuvo un incremento de 51% en el crecimiento de esta hierba
fina con la coinoculacion de Bacillus subtilis + Glomus cubense respecto al control
y del 38% con el resto de los tratamientos, respectivamente. Estas respuestas de
crecimiento de las plantas se reflejan en aumentos en la produccion tanto en la
biomasa fresca y seca, area foliar, variables morfoldgicas, concentracion relativa
de clorofila y extraccién de macronutrimentos. En cambio, los efectos encontrados
con la aplicacién conjunta de los tres inoculantes y aplicaciones simples fueron
inferiores en todas las variables evaluadas. Estos resultados sugieren que la
inoculacion dual de microorganismos benéficos ( Trichoderma harzianum + Glomus
cubense y Bacillus subtilis + Glomus cubense), pueden ser alternativas de manejo

util y mas sustentables para el cultivo de albahaca cultivadas en invernadero.
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CAPITULO I

BIOFERTILIZANTES EN EL CRECIMIENTO DE ESTRAGON (Artemisia
dracunculus L.) EN CONDICIONES DEINVERNADERO

Biofertilizers in the growth of tarragon (Artemisia dracunculus L.) under

greenhouse conditions

RESUMEN

El estragdn (Artemisia drancunculus L.) es una planta perenne y aromatica con
potencial de produccion en México. El objetivo fue evaluar el efecto simple y
combinado de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus cubense en el
crecimiento de estragdn en condiciones de invernadero. Se utilizé un disefo
completamente al azar con seis repeticiones. Los tratamientos fueron: 1) Control (sin
inoculaciones), 2) Trichoderma harzianum, 3) Bacillus subtilis, 4) Glomus cubense,
5) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis, 6) Trichoderma harzianum + Glomus
cubense, 7) Bacillus subtilis + Glomus cubense, 8) Trichoderma harzianum +
Bacillus subtilis + Glomus cubense. Se midi6 el efecto acumulado en el crecimiento
de estragon, a través de tres cortes de tallos comerciales, en los que se evaluo:

biomasa fresca y seca, area foliar, numero de tallos comerciales, longitud y grosor
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de los tallos, largo y ancho de las hojas, lecturas SPAD y la extraccion de N, P, K,
Ca y Mg. Las plantas de estragén coinoculadas con T. harzianum + G. cubense
tuvieron un incremento de 66% en el crecimiento con respecto al control y de 53%
en comparacion con inoculaciones simples y el tratamiento con los tres
microorganismos. Ademas, se obtuvo un incremento de 57% en el crecimiento de
las plantas con la combinacion de T. harzianum + B. subtilis respecto al control y un
aumento de 33% con el resto de los tratamientos. Los biofertilizantes T. harzianum
+ G. cubense y T. harzianum + B. subtilis, pueden ser una alternativa para el manejo

organico de estragon.

Palabras clave: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Glomus cubense,

bioinoculantes, plantas aromaticas

SUMMARY

Tarragon (Artemisia drancunculus L.) is a perennial and aromatic plant with
production potential in Mexico. The objective was to evaluate the simple and
combined effect of Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis and Glomus cubense on
the growth of tarragon under greenhouse conditions. A completely randomized
design with six replications was used. The treatments were: 1) Control (without
inoculations), 2) Trichoderma harzianum, 3) Bacillus subtilis, 4) Glomus cubense, 5)
Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis, 6) Trichoderma harzianum + Glomus
cubense, 7) Bacillus subtilis + Glomus cubense, 8) Trichoderma harzianum +
Bacillus subtilis + Glomus cubense. The cumulative effect on the growth of tarragon
was measured through three cuts of commercial stems, in which it was evaluated:
fresh and dry biomass, leaf area, number of commercial stems, length and thickness
of the stems, length and width of the leaves, SPAD readings and the extraction of N,
P, K, Ca and Mg. The tarragon plants co-inoculated with T. harzianum + G. cubense
had an increase of 66% in growth with respect to the control and of 53% in
comparison with simple inoculations and the treatment with the three
microorganisms. In addition, a 57% increase in plant growth was obtained with the
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combination of T. harzianum + B. subtilis compared to the control and a 33% increase
with the rest of the treatments. The biofertilizers T. harzianum + G. cubense and T.
harzianum + B. subtilis, can be an alternative for the organic management of

tarragon.

KEYWORDS: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Glomus cubense,

bioinoculants, aromatics plants.

INTRODUCCION

Las hierbas aromaticas y medicinales (HAM's) dentro del sector agricola tienen un
rol importante en el bienestar social y econdmico de los productores. Estas
especies se han destacado en las ultimas décadas por sus aceites esenciales en
la industria de la perfumeria, por sus productos nutracéuticos en la farmacéutica y
también con productos frescos y secos en la industria alimenticia; para muchos
paises son fuentes de prevencion y primeros auxilios de enfermedades, ademas de
ser utilizados en costumbres culinarias por la poblacién (Juarez-Rosete et al., 2013;
Ramirez et al., 2019).

Entre 60 y 80% de las personas en paises en desarrollo, dependen de medicinas
tradicionales o populares a base de HAM's para satisfacer sus necesidades de
atencion médica. India y China son los paises con mayor uso en sus sistemas
tradicionales de medicina y cocina oriental con alrededor de 7000 y 5000 especies,
respectivamente (Farnsworth y Soejarto, 1991; Balick et al., 1996). En los ultimos
anos, los estudios de mercado han demostrado que existe una tendencia creciente
en los productos derivados de las HAM’s (Niazian et al., 2019). De acuerdo con
Zengin et al. (2018), de los 252 medicamentos basicos y esenciales considerados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 11% son exclusivamente de origen
de las HAM's.
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México cuenta con alto potencial para la produccidn de hierbas finas, entre las
cuales esta el estragdn (Artemisia drancunculus L.) también conocido como
tarragdn o dragoncillo; es una especie aromatica que se utiliza tanto en fresco como
en seco en la cocina a nivel global (Espinoza et al., 2013). De acuerdo con reportes
de la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) los estados de Baja California y
Baja California Sur son los mas destacados en la produccion de esta hierba fina
con un rendimiento que oscila entre 2,8 y 3,16 t ha™' y un valor de la produccion
entre 60523 y 90950 pesos por tonelada, de exportacién en fresco, congelada y
deshidratada, esta ultima es la preferida por el mercado (CONAGUA, 2018 y 2019).

Por otra parte, las plantas han desarrollado numerosas estrategias para hacer
frente a los diversos cambios bidticos y abidticos en su habitat de crecimiento. Una
de ellas son las relaciones simbidticas mutualistas benéficas que establecen con
los biofertilizantes microbianos (Rivera et al., 2020), que al interactuar con el
hospedero estimulan los procesos fisioldgicos de las plantas reflejados en el
rendimiento por unidad de superficie, y que representan alternativas sustentables
en la nutricion de los cultivos encaminada hacia una agricultura rentable y ecoldgica
(Tamayo-Aguilar et al., 2020).

Las interacciones simbidticas de los microorganismos rizosféricos al promover el
volumen radical, permiten una mayor absorcion y traslocacién de agua y nutrientes
esenciales, asimismo, actuan en la solubilizacién de magnesio, fosforo, hierro y
manganeso, como promotores del crecimiento vegetal e inductores de resistencia
contra factores bidticos y abidticos, entre otras funciones (Hernandez-Melchor
et al., 2019a,b; Chiquito-Contreras et al., 2020).

El uso de los microorganismos benéficos integrados por hongos micorricicos
arbusculares (HMA), Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis dentro del manejo
organico en el cultivo del estragén, podria ser una alternativa viable para disminuir
enfermedades e incrementar el crecimiento y la produccién por unidad de superficie

de esta hierba aromatica reduciendo el uso de fertilizantes sintéticos. Por lo
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anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto simple y combinado de
Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Glomus cubense en el crecimiento de

estragdén en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en un invernadero tipo tunel con cubierta plastica de
color blanquecino con 30% de sombreo y con mallas antiafidos en las paredes
laterales, ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias del Estado de Morelos,
localizada en Cuernavaca, Morelos, México (18° 58’ 51” LN, 99° 13’ 55” LO) a una
altitud de 1.866 m. Durante la etapa experimental, se registraron los datos
climaticos con un registrador de datos ambientales (Hobo®, modelo MX2301A); la
temperatura promedio fue de 2241 °C y 52.98% de humedad relativa,

respectivamente.

Trasplante y aplicacion de los biofertilizantes

El trasplante se realizo el 1 de marzo 2020 en macetas de plastico de 20.32 cm que
contenian 2.8 kg de suelo agricola. Se utilizaron esquejes enraizados de estragon
de 10 cm de altura producidas en bandejas de unicel de 200 cavidades, adquiridas
en la empresa Fusion Mexicana Agropecuaria S.A. de C.V. ubicada en Jojutla de
Juarez, Morelos. El suelo que se uso en el experimento se obtuvo a profundidad de
0-20 cm en la empresa antes mencionada, tenia textura arcillo limoso, con las
siguientes caracteristicas quimicas: 6.32 de pH; CIC alta de 27.1 mEq 100 g';
contenidos normales de: MO 2.3%, CE 2.7 dS m™, nitrégeno total 0.6, fésforo
disponible (Bray-Kurtz) 5.1 ppm; contenidos altos: 7.4, 107.0 y 14.7 cmol kg™ de K,
Cay Na; presencia baja de 9.0 cmol kg de Mg y normales: 0.03, 0,07, 0.04 y 0.39
cmol kg™ de Cu, Mn, Zn y B, respectivamente. El suelo se esterilizo por solarizacion
(Katan y Gamliel, 2012), para esto, se cubrié con plastico transparente y se expuso
a la luz solar durante 30 dias. La inoculacién de las plantulas de estragén con las

especies T. harzianum y B. subtilis obtenida en la Universidad Tecnoldgica del Sur
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del Estado de Morelos (UTSEM), se realiz6 alrededor del pie del tallo, las cuales
previo a la inoculacion se conservaron en medios de cultivos PDA y agar nutriente
a una temperatura de 25+2°C; la primera inoculacion se realizé en el momento del
trasplante y 30 dias después, a concentracién de 1 x 10° esporas por mL"y 1 x 10°
bacterias por mL-' preparada con agua destilada estéril en un vaso de precipitado
de 1000 mL, posteriormente aplicada con un spray modelo Batlle 730061UNID de
1000 mL que garantizé la uniformidad de la aplicaciéon en todas las plantas. La
especie G. cubense con 70 esporas por gramo de inoculante y 50 % de colonizacion
radical, no toxico y libre de patdogenos obtenidas a través del Consejo Estatal de
Fertilizantes Organicos (CEFO) ubicado en el estado de Oaxaca, México, se preparo
en un recipiente plastico en el cual se sumergieron las raices en una pasta fluida
del inoculante micorricico con una dosis de 0.5 kg ha' del producto por 800 mL de

agua destilada en el momento del trasplante (Fernandez et al., 2000).

Riego y nutriciéon mineral

Se aplico el riego a cada maceta con 1 L de solucion nutritiva de Steiner al 50 % de
concentracion, cada dos dias. La solucion se preparé a partir de fertilizantes
comerciales solubles: Ca(NOs3)2, KNO3, MgSO4, K2SO4 y KH2PO4 (Steiner, 1984). El
pH de la solucién nutritiva se ajustd entre 5.5y 5.7 con acido sulfurico al 95%. Como
fuente de micronutrientes se utilizé el producto ultrasol Micro Mix, SQM® a dosis de

20 g por cada 500 L de solucién nutritiva.

Disefio experimental y tratamientos

Se utilizdé un disefio completamente al azar con seis repeticiones. Los tratamientos
fueron: 1) Control (sin inoculaciones), 2) Trichoderma harzianum, 3) Bacillus
subtilis, 4) Glomus cubense, 5) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis, 6)
Trichoderma harzianum + Glomus cubense, 7) Bacillus subtilis + Glomus cubense,
8) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis + Glomus cubense (Cuadro 1). La

unidad experimental fue una maceta que contenia una planta de estragén.
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Concentracién de los inéculos

Control Sin inoculaciones

TH 1 x 10°UFC mL""

BS 1 x 10°UFC mL""

GC 70 esporas g de suelo

TH +BS 1x10°UFC mL" + 1 x 105 UFC mL"

TH+ GC 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g™ de suelo

BS+ GC 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g de suelo

TH+BS +GC 1x10°UFC mL" + 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g de
suelo

UFC= Unidad de formacion de colonias. TH=Trichoderma harzianum, BS=Bacillus subtilis,

GC=Glomus cubense.

Cosecha de estragén y variables evaluadas

Debido a que el estragdn es una planta herbacea perenne, se realizaron tres cortes
de todos los tallos en el periodo experimental. El primer corte fue el 29 de abril de
2020, es decir, 60 dias después del trasplante; el segundo corte fue el 24 de mayo
y el tercer corte fue el 18 de junio del mismo ano. Se seleccionaron con interés
comercial, aquellos tallos que presentaron caracteristicas de 18 a 35 cm de largo,
buen vigor, hojas largas y de coloracién verde oscura. En ellos, se midieron las
variables descritas a continuacion para evaluar el efecto acumulado de los tres
cortes: numero de tallos comerciales. La longitud del tallo se determiné con una
regla de 0.01 cm de precision, desde la base del tallo hasta el apice. El grosor del
tallo se determiné un cm por encima del corte del tallo comercial con un vernier
digital (Traceable® Modelo 97152-16, USA). El largo y ancho de las hojas, se

midieron por debajo del primer entrenudo de los tallos cortados con vernier digital.

La concentracion relativa de clorofila (lecturas SPAD) se determind con un equipo

portatil SPAD (Minolta® Modelo 502 Plus, Japdn) en hojas maduras y extendidas.
El area foliar se determind al quitar todas las hojas de la rama o tallo y fueron
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colocadas en un medidor de area foliar (LI-COR® Modelo LI-3100C, USA). El peso de
biomasa fresca y seca se obtuvieron con una balanza digital (OHAUS® Modelo
Scout Pro SP401, USA), en cada corte de tallos comerciales, separando hojas y
tallos. Una vez obtenido el peso fresco, los 6rganos antes mencionados se

colocaron en bolsas de papel estraza, en una estufa con circulacion de aire forzado

(Luzeren® Modelo DHG9070A, China) a 60 °C, durante tres dias, para obtener el peso
seco. Posteriormente en cada o6rgano se determind la concentracion de los
macronutrimentos N, P, K, Ca y Mg. Para N se utilizé el método micro-Kjeldahl
(Alcantar y Sandoval, 1999), mientras que el P, K, Ca y Mg se realiz6 mediante
digestion humeda con una mezcla de acido perclérico y nitrico en relacién 2:1
(Alcantar y Sandoval, 1999). El incremento (%) para las variables descritas
anteriormente, se estimo con los datos obtenidos de los tratamientos con
biofertilizantes y el control sin inoculaciones [(tratamientos biofertilizantes —
tratamientos sin inoculaciones) / tratamientos sin inoculaciones]*100. La extraccion
de macronutrimentos se obtuvo a partir de la biomasa seca de cada 6rgano (hojas
y tallos) y sus correspondientes concentraciones de cada macroelemento
considerado (% N, P, K, Cay Mg) por la siguiente formula:

Extraccidon de macronutrimentos (kg ha') = [MS parte aérea (g por planta) x

concentracion (%) del elemento en la MS de la parte aérea] x 10.
Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico IBM SPSS®
Statistics para Windows vs 25 (IBM Corp, Armonk, Nueva York, USA). Se comprobé
la normalidad y homogeneidad de varianza mediante la prueba de Levene y
Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, se procedié al analisis de varianza y a la

prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Biomasa fresca y seca

En cuanto a la biomasa fresca y seca de estragén, hubo diferencias (p<0,05) en los
tratamientos evaluados (Figura 1). En la biomasa fresca hubo incremento del 55 y
46% en plantas coinoculadas con T. harzianum + G. cubense y T. harzianum + B.
subtilis en comparacién al control, respectivamente; asimismo, estas
combinaciones presentaron aumento del 20% con respecto a los demas
tratamientos. La biomasa seca presentd un incremento del 90 y 72% con las
combinaciones anteriormente mencionadas con respecto al control,

respectivamente.

Los resultados sugieren que los inoculantes incrementan las funciones metabdlicas
relacionadas con el crecimiento y desarrollo de las plantas, al interactuar
directamente con la rizosfera y estimular la asimilacion de algunos nutrientes

esenciales para su crecimiento (Tamayo-Aguilar et al., 2020).
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Figura 1. Biomasa fresca y seca de plantas de estragén. TH= Trichoderma harzianum;
BS= Bacillus subtilis; GC= Glomus cubense; Es x= error estandar de la media; CV=
Coeficiente de variacion. Las barras indican error estandar. Letras distintas en la misma
columna indican diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey
(p=0.05).

Eke et al. (2016) plantearon que las aplicaciones de microrganismos en plantas se
pueden realizar con una sola especie determinada, sin embargo, la aplicacion de
consorcios o la inoculacion combinada de estos simbiontes son mas eficientes para
la promocién del crecimiento, efectos antagonistas y productividad de las plantas.
No obstante, consideran que la eficiencia de un consorcio o la coinoculacion entre
ellos depende de la interaccién intraespecifica y simbidtica de los microorganismos
y el huésped involucrado. Alvarez et al. (2018) indican que los inéculos microbianos
coinoculados o aplicados en consorcios en plantas vegetales, favorece su
crecimiento a través de los multiples beneficios que les proporcionan; sin embargo,
los efectos entre los indculos son diferentes, acorde a la naturaleza de cada uno de

ellos y la funcion que realiza en el metabolismo de las plantas.

Por otra parte, el resultado ascendente de la biomasa en los tratamientos
coinoculados (T. harzianum + G. cubense; T. harzianum + B. subtilis) pudo deberse
a la especificidad de los microorganismos en su accion simbidtica con las plantas
de estragbn, aunado con cortes de los tallos comerciales realizados
escalonadamente durante la etapa experimental, con un coeficiente de variacion
entre el 87.71 y 82.14 % respectivamente. Estos argumentos coinciden con lo
reportado por Chiquito-Contreras et al. (2019), quienes encontraron que la
inoculacién mixta entre micorrizas y la bacteria Stenotrophomonas rhizophila
estimulan los procesos funcionales que intervienen en el crecimiento morfoldgico

de las plantas.

Por su parte, Riahi et al. (2020) observaron que las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) mejoraron significativamente los parametros

relacionados con el crecimiento, la biomasa de hojas y raices en comparacién con
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el control, en plantas de Pelargonium graveolens L'Hér. Ademas, reportaron un
incremento en el peso de la biomasa con la inoculacion dual de las rizobacterias en
solubilizacion de minerales y difusion de sustancias que promueven el crecimiento

comparacion al control, efectos atribuidos a la produccion de sideréforos,

directo de las plantas.

Area foliar

z

05) entre los tratamientos

En el area foliar de estragén hubo diferencias (p<O0,

Los tratamientos T. harzianum, B. subtilis y la combinacién

evaluados (Figura 2).

comportd G. cubense y la coinoculacion de B. subtilis + G. cubense. Sin embargo,
entre la coinoculacion de T. harzianum + G. cubense y T. harzianum + B. subtilis

de los tres microorganismos no mostraron diferencias entre si, de igual manera se
se observé una tendencia ascendente del area foliar con la interaccion sinérgica

del 83 y 74%, respectivamente, en comparacion al control.
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variacion. Las barras indican error estandar. Letras distintas en la misma columna indican

diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.05).

Estos resultados indican que se establecid la simbiosis tripartita entre el hongo-
bacteria y hospedero, la cual podria influir en la capacidad de las plantas de
absorber del suelo agua y macronutrientes como el nitrégeno, fosforo, potasio y
microelementos, sumado a la produccion de metabolitos que producen los
microorganismos (enzimas, compuestos promotores del crecimiento vegetal,
acidos organicos, entre otros). En este sentido, Leal-Almanza et al. (2018) indican
que Trichoderma spp y otras especies de hongos benéficos propios de la rizosfera,
benefician el desarrollo radical, la produccion de acidos organicos y metabolitos

secundarios que interactuan en la estimulacion del crecimiento vegetal.

Esquivel-Quispe (2020), al evaluar el efecto de diferentes consorcios de hongos
micorricicos arbusculares en especies anuales y perennes, concluyé que el
incremento de los indicadores evaluados se debi6 a los procesos microbioldgicos y
ecolégicos que las micorrizas desarrollaron en el suelo, en simbiosis con la planta
huésped, debido a las acciones que ejercen en la descomposicion, reciclado y
asimilacion de nutrientes minerales. Asimismo, Rivera et al. (2020) indican que el
area foliar de Pennisetum purpureum y Nicotiana tabacum L. aumentd gracias a
los beneficios que los inoculantes micorricicos ejercen en las plantas micorrizadas

expuestas a diferentes condiciones edaficas y ambiente.

En relacion a las respuestas contrastantes entre los tratamientos inoculados, pudo
deberse a que los microorganismos benéficos no siempre tienen las mismas
respuestas en plantas, debido a la funcionalidad y principios de cada uno de ellos
con el hospedero y el medio edafico; sin embargo, cuando son combinados
correctamente, son mas eficientes en el crecimiento de las plantas (Tian et al.,
2020).
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Variables morfolégicas

Se encontraron diferencias (p<0,05) entre las variables morfologicas de las plantas
de estragdn inoculadas con microorganismos benéficos (Cuadro 2). Para todas las
variables, el mejor tratamiento fue la coinoculacion de T. harzianum + G. cubense
con un incremento promedio de 25%, seguido de T. harzianum + B. subtilis, con un
aumento de 17% en comparacién con los demas tratamientos. G. cubense y la
combinacion de B. subtilis + G. cubense mostraron una respuesta similar en las
variables evaluadas. La aplicacion conjunta de los tres biofertilizantes (T.
harzianum, B. subtilisy G. cubense) y los tratamientos de T. harzianumy B. subtilis
fueron estadisticamente similares entre ellos. Al mismo tiempo, en todas las
variables se reflejé que la aplicacion de los microorganismos superé al tratamiento
control. En este orden, la estimulacién de brotes nuevos, debido a los tres cortes
escalonados de tallos comerciales durante el desarrollo del experimento y los
beneficios de T. harzianum + G. cubense y T. harzianum + B. subtilis, son
combinaciones que permiten aumentar en numero y calidad comercial los tallos de

estragén.

Cuadro 2. Variables morfologicas evaluadas en estragon

Numero de Longitud del ~ Grosor del Largo de Ancho de
Tratamiento tallos tallo tallo hojas hojas
comerciales (cm) (mm) mm (mm)
Control 15.88 e 2327 e 3.69e 52.85f 6.39 e
TH 18.14d 26.96 d 4.32d 64.92 de 7.34d
BS 18.20d 26.48d 421d 62.43 e 7.26d
GC 20.45¢ 28.81¢ 465c 68.00 cd 7.58¢c
TH +BS 23.74 b 33.08b 5.09 b 77.32b 8.07b
TH+GC 2598 a 32.27a 5.63 a 82.20 a 8.52 a
BS+ GC 20.46 c 28.59 ¢ 470c 69.47 c 7.65¢c
TH+BS +GC 18.20d 26.35d 437d 63.21e 7.35d
Es x 0.62* 0.47* 0.07* 1.14* 0.38*
CV (%) 15.95 13.05 12.38 13.00 7.92

47



TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC= Glomus cubense; Es x= error
estandar de la media; CV= Coeficiente de variacion. Letras distintas en la misma columna

indican diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.05).

Estos resultados coinciden con los parametros ya descritos en las Figuras 1y 2. La
simbiosis que existié entre los inoculantes y el huésped, propiciaron el intercambio
de sustancias entre ellos, donde las plantas absorben agua y minerales del suelo
captados a traveés de las estructuras de los microorganismos, mientras que este
ultimo obtiene compuestos carbonados producto de la fotosintesis de las plantas,
lo que coincide con Arango et al. (2012) quienes indicaron que las plantas
aromaticas son beneficiadas con las inoculaciones de los microorganismos
benéficos (hongos y bacterias) al incrementar su rendimiento de biomasa aérea y
el contenido de aceites esenciales, en comparacion con plantas no inoculadas. En
contraste, la seleccion no adecuada de rizobacterias en un cultivo, puede inhibir el
crecimiento provocado por la deficiencia o exceso de la concentracion de
fitohormonas, comportamiento similar con la especificidad entre los hongos

benéficos, la planta y el suelo (Rivera et al., 2020).

Los resultados del presente estudio son similares a los reportados por Chiquito-
Contreras et al. (2019) en plantas de Ocimum basilicum L. inoculadas con
micorrizas y bacterias, donde encontraron un aumento de todas las variables
morfolégicas con la combinacion de ambos microorganismos comparado con el

tratamiento control.

En este contexto, Mohamed et al. (2019), en un ensayo realizado en condiciones
de invernadero, demostraron el efecto de las inoculaciones unicas o combinadas
de micorrizas, Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens en Phaesolus vulgaris
L. Estos autores refieren que los tratamientos combinados con los microorganismos
resultaron significativos con respecto a los tratamientos individuales para las
variables de crecimiento y de componentes del rendimiento; asimismo, la absorcion

de P y Fe fue estimulada en los tratamientos combinados.
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Makarov et al. (2020) mencionan que el crecimiento de las plantas inoculadas con
biofertilizantes aumenta exponencialmente con respecto a las plantas no
inoculadas, independientemente del medio donde se establezcan, debido al
aumento de la actividad de las exoenzimas de los microorganismos que estimulan

el metabolismo vegetal.

Concentracion relativa de clorofila en estragén

La concentracion relativa de clorofila en hojas enteras y extendidas de estragén
mediante lecturas SPAD (Figura 3) mostrdé diferencias (p<0,05) entre los
tratamientos, con un incremento acumulado del 89% en las plantas inoculadas
comparada con el control. Se observd un incremento de 69 y 71% con las
combinaciones de T. harzianum + G. cubense y T. harzianum + B. subtilis, respecto
a las inoculaciones simples y la aplicacion conjunta de los tres inoculantes. Esto
indica la afinidad que existié entre el huésped y la interaccion sinérgica entre los
hongos benéficos y la bacteria promotora del crecimiento vegetal que al interactuar
con T. harzianum, estimularon la captacion de los macronutrientes esenciales como
el nitrégeno y fosforo importantes en el proceso fotosintético de las plantas
(Villarreal- Delgado et al., 2018).
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Figura 3. Contenido relativo de clorofila (Lectura SPAD) de las hojas de estragon. TH=
Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC= Glomus cubense; Es x= error estandar
de la media; CV= Coeficiente de variacion. Las barras indican error estandar. Letras
distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun prueba de rangos

multiples de Tukey (p<0.05).

Las lecturas SPAD en los tratamientos de G. cubense y B. subtilis + G. cubense fue
similar entre ellos, pero superior a las inoculaciones simples. Es evidente que los
beneficios de los inoculantes bioldgicos en las plantas de estragdn se vieron
reflejados en la concentracion de clorofila. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Vafadar et al. (2014) quienes en plantas de Stevia rebaudiana Bertoni
encontraron que la inoculacion simple de hongos micorricicos arbusculares vy
PGPR, fue superior en todas las variables estudiadas en comparacion al control.
Tales efectos aumentaron de manera significativa con la mezcla de inoculantes
compatibles duales con estrecha sinergia entre ellos. Estos mismos autores
descartaron el efecto positivo de las combinaciones triples de los inoculantes en
comparacién con las duales, debido a la competencia entre los microorganismos

que pudo reducir sus efectividades simbidticas.

En relacion a lo anterior, Chiquito-Contreras et al. (2019) reportaron diferencias
significativas en la concentracion de clorofila en plantas de albahaca inoculadas
con consorcios de micorrizas y PGPR, es decir, esta variable aumenta debido al
incremento de la biomasa vegetal promovida por los efectos positivos de la

inoculacion de hongos benéficos y las bacterias.

Choudhary et al. (2019) determinaron que la promocioén del crecimiento de las
plantas inoculadas con PGPR y HMA, se debe a la sinergia mutualista entre ellos.
La sintesis de hormonas producidas por las PGPR, como el acido indol acético
(IAA), citoquinina y giberelinas intervienen en la division, extension y diferenciacion
celular. Y, por otro lado, los mecanismos y estructuras de los hongos que penetran
en el interior de las células corticales de las raices actuan como mediadores del

intercambio de metabolitos entre el hongo y el citoplasma del huésped.
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Parihar et al. (2020) refirieron que la simbiosis micorricica en plantas inoculadas
inicia de forma asimbidtica en condiciones favorables como niveles adecuados de
humedad del suelo, pH, fertilidad entre otros, sin el requerimiento de la planta
huésped; después, se establece la fase presimbiodtica entre las estructuras del
hongo y las raices de las plantas de forma sinérgica; y por ultimo, las hifas del
hongo penetran intra y extrarradicalmente en la célula epidérmica de la raiz e inicia
el proceso simbidtico. En este sentido, las hifas intrarradicales comienzan a
moverse en la célula cortical, mientras que el micelio extrarradical se mueve en la
zona rizosférica. Estos argumentos explican a grandes rasgos las respuestas
encontradas en el estragbn sometidas a inoculaciones simples y combinadas con

G. cubense.

Extraccion de macronutrientes

Se observd que la coinoculacion de T. harzianum + G. cubense en plantas de
estragon mostraron valores superiores en la extraccion de macronutrientes (Cuadro
3), con diferencias (p<0,05), seguido por el tratamiento dual de T. harzianum + B.
subtilis. La respuesta encontrada en esta variable coincididé con las descritas
anteriormente, con relacibn a que las plantas de estragon establecieron una
relacion directa entre las aplicaciones mixtas de los inoculantes (T. harzianum, B.
subtilis y G. cubense) a diferencia de las inoculaciones simples y de las

combinaciones triples.

Cuadro 3. Extraccion de macronutrientes de estragén

N P K Ca Mg
Tratamiento kg ha™
Control 213 e 0.33 e 6.59 e 0.73f 0.34 e
TH 3.79d 0.59d 11.71d 1.31e 0.57d
BS 3.51d 0.56d 12.88 d 1.26 e 0.54d
GC 551c 1.13c 20.97 c 1.90d 0.56d
TH +BS 7.44 b 1.25b 27.27 b 291b 0.87 b
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TH+ GC 11.69 a 1.91a 35.40 a 3.82 a 1.05a

BS+ GC 5.85¢ 118 ¢c 2116 ¢ 228¢c 0.70c
TH+BS +GC 5.14c 1.13¢c 2192 ¢ 2.38¢c 0.73c
Es x 0.33* 0.01* 1.07* 0.05* 0.01*

TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC= Glomus cubense; Es x= error
estandar de la media. Letras distintas en la misma columna indican diferencias

significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0,05).

La extraccion de N y K fueron superiores al resto de los macroelementos, dado a
que son partes de los elementos esenciales para las plantas y que se requieren en
grandes cantidades para el crecimiento y desarrollo de las plantas. A su vez, se
encontré que el elemento potasio fue el mas extraido por la especie aromatica, lo
que pudo estar atribuido por su participacion en procesos de la fotosintesis, la
respiracion, traslocacion de fotosintatos, sintesis de proteinas y activacion de
enzimas claves para varias funciones bioquimicas en las plantas (Delgado-Ospina
et al., 2012). También, los microorganismos a través de sus beneficios directos en
las plantas, ejercieron efecto sobre las extracciones de los macronutrientes en
estragén, lo que concuerda con criterios que los microorganismos también
participan en el suministro y extraccion de nutrientes por las plantas (Bordoloi y
Shukla, 2020).

Estudios realizados por Delgado-Ospina et al. (2012), indican que la extraccién de
macronutrientes puede variar de acuerdo a las especies y a las fases fenoldgicas
del cultivo. En este orden, reportaron el K como elemento de mayor requerimiento
de extraccion foliar y con menores demandas el P y Mg en plantas de Lippia

organoides H.B.K cultivadas en invernadero.

En relacion al uso de la solucién Steiner al 50% en plantas aromaticas, se ha
reportado incremento de la biomasa vegetal, asi como en la concentracion y
extraccion de nutrientes acumulados a través del tiempo en Coriandrum sativum L.

y de Origanum vulgare L. en la secuencia K>N>P (Cruz-Crespo et al., 2017; Juarez-
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Rosete et al., 2019); estos aspectos estan relacionados con los resultados

obtenidos, independientemente de la accidén de los bioinoculantes aplicados.

Borba et al. (2021) encontraron en plantas de Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng extracciones de K y N superiores al resto de los macros y micronutrientes
en el tejido foliar de las plantas, y atribuyen estos resultados a la disponibilidad en
la solucion del suelo y la capacidad de las plantas de absorber en mayor proporcion

estos elementos.

CONCLUSIONES

Se obtuvo un incremento de 66% en el crecimiento de las plantas de estragon con
la coinoculacion de Trichoderma harzianum + Glomus cubense comparado con el
control y 53% con respecto a los demas tratamientos. Ademas, hubo un incremento
de 57% en el crecimiento de las plantas con la combinacién de T. harzianum + B.
subtilis en comparacion con el control y un aumento de 33% con el resto de los
tratamientos. Todo lo anterior se ha reflejado en un incremento de biomasa fresca
y seca, del area foliar, de los parametros morfolégicos, concentracion relativa de
clorofila y extraccion de macronutrimentos. EI empleo de la coinoculacién de
microorganismos biolégicos T. harzianum + G. cubense y T. harzianum + B. subtilis
puede ser una alternativa para el manejo organico y sostenible en la produccion de

estragdn cultivado en invernadero.
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CAPITULO 1l
BIOINOCULANTES EN EL CRECIMIENTO DE LECHUGA (Lactuca sativa L.)
EN CONDICIONES DE INVERNADERO

Bioinoculants in the growth of Lettuce (Lactuca sativa L.) Under greenhouse

conditions

RESUMEN

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las principales hortalizas de hoja de mayor
consumo que se cultivan en México durante todo el aiio. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de bioinoculantes (Trichoderma harzianum, Glomus cubense
y Bacillus subtilis) en el crecimiento de lechuga en condiciones de invernadero. Se
utilizé un disefio completamente al azar con 8 tratamientos y 6 repeticiones. Los
tratamientos fueron: 1) Control (sin inoculaciones), 2) Trichoderma harzianum, 3)
Bacillus subtilis, 4) Glomus cubense, 5) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis,
6) Trichoderma harzianum + Glomus cubense, 7) Bacillus subtilis + Glomus
cubense, 8) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis + Glomus cubense. En el
momento de la cosecha se evalud: altura de planta, area foliar, biomasa fresca y
seca de las hojas, lecturas SPAD, volumen radical, actividad microbiana y
frecuencia micorricica. Las plantas de lechuga tuvieron un aumento de 56 % en el
crecimiento con la aplicacion de bioinoculantes (Trichoderma harzianum, Glomus
cubense y Bacillus subtilis) con respecto al control. De manera individual se obtuvo
un incremento de 82% en el crecimiento con la combinacion de Trichoderma
harzianum + Glomus cubense comparado con el control y 18% con el resto de los
tratamientos bioinoculados. En general, la aplicacion de los bioinoculantes es una
alternativa para mejorar el crecimiento de la lechuga en condiciones de

invernadero.

Palabras clave: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Glomus cubense,

bioinoculantes, hortalizas
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SUMMARY

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most consumed leafy vegetables grown in
Mexico throughout the year. The objective of this work was to evaluate the effect of
bioinoculants (Trichoderma harzianum, Glomus cubense and Bacillus subtilis) on
lettuce growth under greenhouse conditions. A completely randomized design with
8 treatments and 6 replicates was used. The treatments were: 1) Control (without
inoculations), 2) Trichoderma harzianum, 3) Bacillus subtilis, 4) Glomus cubense,
5) Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis, 6) Trichoderma harzianum + Glomus
cubense, 7) Bacillus subtilis + Glomus cubense, 8) Trichoderma harzianum +
Bacillus subtilis + Glomus cubense. At harvest, the following were evaluated: plant
height, leaf area, fresh and dry leaf biomass, SPAD readings, root volume, microbial
activity and mycorrhizal frequency. Lettuce plants had a 56% increase in growth
with the application of bioinoculants (Trichoderma harzianum, Glomus cubense and
Bacillus subtilis) with respect to the control. Individually, an increase of 82% in
growth was obtained with the combination of Trichoderma harzianum + Glomus
cubense compared to the control and 18% with the rest of the bioinoculated
treatments. In general, the application of bioinoculants is an alternative to improve

lettuce growth under greenhouse conditions.

KEYWORDS: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Glomus cubense,

bioinoculants, vegetables.

INTRODUCCION

En el sector horticola se han reportado incrementos en superficie, produccion y
comercio mundial de hortalizas, tanto en volumen como en valor, debido al
aumento del consumo per capita de algunas especies. En los ultimos afios la

superficie horticola mundial ha registrado una tasa anual de crecimiento de 1.5%
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con 62 millones de hectareas y una produccion de 1,206 millones de toneladas

producidas en el mundo (Mufioz-Villagran, 2020).

Los principales paises productores de hortalizas son: China con 51.5% de la
produccion mundial y 14% de exportacion, India con 10.7% y EE. UU, con una
participacion de 2.8% de la produccion mundial, sin embargo, es el principal
importador con 17%. En Latinoamérica, México ocupa el primer lugar con 10.29%
de exportacion y una tasa de crecimiento promedio anual de 6.5% ( Munoz-
Villagran, 2020; Sanchez-Gémez et al., 2019).

En México existe una gran diversidad ecoldgica, climatica y de suelos,
caracteristicas que favorecen el incremento de 2.5% de la superficie cosechada en
especies horticolas y de sus exportaciones con un valor de produccion de 13.1%
(Cedillo-Portugal y Anaya-Rosales, 2018).

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una de las principales hortalizas de hoja de mayor
consumo que se cultivan en México durante todo el afio (Lara-lzaguirre et al., 2019),
con una superficie sembrada de 21,022.3 ha y una produccion de 86,439.9 t, con
un incremento en los ultimos tres afos de 11.7%, ubicandose en el noveno lugar
con 486,440.0 t en el mercado internacional (SEDRSSA, 2020; SIAP, 2019).
Actualmente, se requieren de innovaciones tecnoldgicas que puedan garantizar
una produccion agricola de calidad y basadas en las consideraciones de los
factores bidticos y abidticos en el agroecosistema. En este sentido, una de las
principales alternativas en el contexto agricola, es el uso de los bioinoculantes,
algunos de ellos son Glomus cubense, Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis,
que a través de sus interacciones simbioticas y sus efectos benéficos en la
promocién del crecimiento vegetal, originan cambios sustanciales tanto en el
crecimiento de las plantas como en el suelo, en algunos casos actuan de manera
antagodnica en la interaccion planta-suelo-microbio (Leal-Almanza et al., 2018;
Esquivel-Quispe, 2020; Ali et al., 2021).
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Por tanto, la integracion de Glomus cubense, Trichoderma harzianum y Bacillus
subtilis dentro el manejo organico de cultivos de exportacion en México como la
lechuga, podria ser una alternativa viable para incrementar el crecimiento y la
produccion por unidad de superficie. Con base a lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de bioinoculantes en el crecimiento de lechuga

(Lactuca sativa L.) en condiciones de invernadero.
MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en un invernadero tipo tunel con cubierta plastica de
color blanquecino con 30% de sombreo y con malla antiafidos en las paredes
laterales, ubicado en la Universidad Auténoma del Estado de Morelos, en México
(18° 58’ 51” LN, 99° 13’ 55” LO), a una altitud de 1,866 msnm. Durante la etapa
experimental, se registraron los datos climaticos con un registrador de datos
ambientales (Hobo®, modelo MX2301A); la temperatura promedio fue de 20.0 °C y

77.3% de humedad relativa, respectivamente.
Siembra y aplicacion de los bioinoculantes

La siembra directa de lechuga romana cv. 'Tinajero' se realiz6 el 21 de mayo 2021,
en macetas de plastico de 20.3 cm que contenian 2.8 kg de suelo agricola y una

capa superficial de 50 g de sustrato Sunshine Mix #3 esterilizado previamente en

autoclave (AESA® Modelo 250, México) para favorecer la germinacion de las
semillas. En el experimento se utilizé un suelo con textura franco arenoso, con las
siguientes caracteristicas quimicas: 7.46 de pH; CIC baja de 6.2 mEq 100 g';
contenido normal de materia organica de 2.3%, CE de 0.7 dS m™, nitrégeno total
0.4%, fosforo disponible (Bray-Kurtz) 16.6 ppm; contenidos altos: 3.2, 44.8 y 11.2
cmol kg' de K, Ca y Na; presencia baja de 12.8 cmol kg-' de Mg y normales: 0.01,
0.04, 0.03 y 0.39 cmol kg de Cu, Mn, Zn y B, respectivamente. El suelo se
esteriliz6 mediante solarizacién (Katan and Gamliel, 2012), para esto, se cubrié con

plastico transparente y se expuso a la luz solar durante 45 dias.
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En el momento de la siembra se aplico de fondo 5 g por maceta del inoculante
micorricico Glomus cubense (Rivera et al., 2020), con 70 esporas por g de inoculante
y 50 % de colonizacion radical y libre de patdégenos, obtenidas a través del Consejo
Estatal de Fertilizantes Organicos (CEFO) ubicado en el estado de Oaxaca, México.
La inoculacion con las especies Trichoderma harzianum'y Bacillus subtilis donadas
por la Universidad Tecnolégica del Sur del Estado de Morelos (UTSEM), se realizé
en drench, las cepas previo a la inoculacion se conservaron en medios de cultivos
PDA y agar nutriente a una temperatura de 25+2°C; se realizaron las aplicaciones
10 dias después de la emergencia, a concentracion de 1 x 10° esporas por mL y 1
x 10° bacterias por mL preparada en agua destilada estéril en un vaso de
precipitado de 1000 mL, posteriormente se aplic6 con un spray modelo Batlle
730061UNID de 1000 mL que garantizé la uniformidad de la aplicacion en todas las

plantas.

Suministro del riego y nutriciéon mineral

A cada maceta se suministro 1 L de la solucion nutritiva de Steiner al 50 % de
concentracion, cada tres dias. La solucién se prepard a partir de fertilizantes
comerciales solubles: Ca(NOs3)2, KNO3s, MgSO4, K2SO4 y KH2PO4 (Steiner, 1984). El
pH de la solucidn nutritiva se ajustd entre 5.5y 5.7 con acido sulfurico al 95%. Como
fuente de micronutrimentos se utilizo ultrasol Micro Mix, SQM® a dosis de 40 g por

m?3 de solucion nutritiva.

Disefio experimental y tratamientos

Se emplearon tres bioinoculantes: Trichoderma harzianum (TH), Bacillus subtilis
(BS) y Glomus cubense (GC). Se utilizé un diseno completamente al azar con 8

tratamientos y seis repeticiones distribuidas como se muestra en el Cuadro 1. La

unidad experimental fue una maceta que contenia una planta de lechuga.
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Concentracién de los inéculos

Control Sin inoculaciones

TH 1 x 105UFC mL""

BS 1 x 105UFC mL""

GC 70 esporas g' de suelo

TH +BS 1x 105UFC mL" + 1 x 105 UFC mL"

TH+ GC 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g de suelo

BS+ GC 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g™ de suelo

TH+BS +GC 1x10°UFC mL" + 1 x 105UFC mL" + 70 esporas g™ de suelo

UFC= Unidad formadora de colonias. TH=Trichoderma harzianum, BS=Bacillus subtilis,

GC=Glomus cubense.

Cosecha y variables evaluadas en lechuga

En el momento de la cosecha (50 dias después de la siembra directa) se evaluaron
las siguientes variables: La altura de las plantas se determind con una regla
graduada en mm, la medicion se realizé desde la base de las hojas hasta el apice.

La concentracion relativa de clorofila (lecturas SPAD) se determind con un equipo

portatil SPAD (Minolta® Modelo 502 Plus, Japdn) en hojas maduras y extendidas.

El area foliar se determin6 en todas las hojas, siendo colocadas en un medidor de

area foliar (LI-COR® Modelo LI-3100C, USA). El peso de biomasa fresca y seca de
las hojas, se obtuvieron con una balanza digital (OHAUS® Modelo Scout Pro
SP401, USA) con sensibilidad de £ 0.01 g de precision. Una vez obtenido el peso
fresco se colocaron las hojas en bolsas de papel estraza, en una estufa con

circulacion de aire forzado (Luzeren® Modelo DHG9070A, China) a 60 °C, durante

tres dias, para obtener el peso seco.

Al finalizar la cosecha se extrajeron las raices de lechuga por maceta, se lavaron con
agua corriente y luego con agua destilada hasta quedar libres de suelo. A continuacion,

se evaluo el volumen del sistema radical (cm? planta) por el método de desplazamiento
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de agua, utilizando un vaso de precipitado de 1000 mL con una precision de + 1.0 mL
(Quinones-Aguilar et al., 2012; Limede et al., 2018).

Posteriormente de la extraccion de las plantas de lechuga, se tomaron muestras
compuestas en cada unidad experimental y en ellas se determinaron las unidades
formadoras de colonias (UFC) de la poblacion microbiana presentes de bacterias, hongos
y actinomicetos mediante la técnica de aislamiento y recuento por diluciones
cuantitativas (Novo Sordo, 2009; Madigan et al., 2015).

Como variable respuesta de la micorrizacion de G. cubense en plantas de lechuga
se considerd la frecuencia micorricica (%) evaluada a partir de estructuras fungicas
(hifas, vesiculas y arbusculos) observadas en las raices (Figura 1), las cuales
previamente fueron fijadas en FAA (formaldehido: acido acético: etanol 2:1:10:7).
Posteriormente, las raices fueron clareadas y tenidas (Phillips y Hayman, 1970);
después, se evaluo la frecuencia micorricica en 30 segmentos de raiz de 1 cm de

tamafo (McGonigle et al., 1990; Munoz-Marquez et al., 2009).

Figura 1. Imagenes microscopicas que ilustran las estructuras micorricicas observadas en

los fragmentos tenidos de raices de lechuga coinoculadas.
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Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple, y comparacion
de medias mediante la prueba de Tukey (p < 0.01). Ademas, se realizé un analisis
de correlacién de Pearson para conocer si existid relacion entre variables de
crecimiento, lecturas SPAD, estructuras micorricicas y poblacion microbiana en la
rizosfera en plantas de lechuga, reportando las correlaciones significativas (P <
0.01). En ambos analisis estadisticos se utilizo el software estadistico IBM SPSS®
Statistics para Windows vs 25 (IBM Corp, Armonk, Nueva York, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de planta

Se observaron diferencias significativas (p <0.01) entre los tratamientos en altura
de planta (Figura 2). La coinoculacion TH+GC aumenté la altura de planta en 27%
en comparacion con el control, las inoculaciones individuales (TH, BS y GC) y los
tres bioinoculantes combinados (TH+ BS+GC). Asimismo, las inoculaciones
combinadas TH+BS y BS+GC aumentaron 30 y 29% la altura de planta en
comparacién con el control, sin embargo, no mostraron diferencias entre ellos.
También, se comprobd un efecto similar entre los tratamientos GC y TH+BS+GC,

pero si difieren con las inoculaciones de TH y BS, respectivamente.

Se ha reportado que en condiciones de invernadero las combinaciones de los
microorganismos benéficos a través de las asociaciones simbidticas producen
diversos cambios y/o modificaciones a nivel fisioldgico y morfolégico reflejados en

el crecimiento de las plantas (Del Aguila et al., 2018; Tamayo-Aguilar et al., 2021).
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Figura 2. Altura de planta en lechuga. TH = Trichoderma harzianum; BS = Bacillus subtilis;
GC = Glomus cubense; DMS= Diferencia minima significativa; CV = Coeficiente de
variacién. Las barras indican error estandar. Letras distintas en la misma columna indican

diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.01).

Los resultados obtenidos coinciden con los descritos por Kakabouki et al. (2021)
quienes obtuvieron en Cannabis sativa L inoculadas con hongos micorricicos
arbusculares (HMA) aumentos en altura, peso fresco y seco de la biomasa con
aplicacién de Trichoderma harzianum a los 10 y 30 dias después de la siembra.
Igualmente, la respuesta observada en los tratamientos con inoculaciones simples
de BS y GC son similares a los obtenidos por Angulo-Castro et al. (2021) al
encontrar diferencias significativas (p <0.05) entre las inoculaciones unicas de
rizobacterias y HMA en Capsicum annuum L. con incrementos en altura de planta
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(7.8%) y el numero de hojas (14.2%), respectivamente en comparacion con el

tratamiento control.

Luziatelli et al. (2019) reportan efectos superiores en altura y biomasa de los brotes
de lechuga bioinoculadas con bioproductos, ademas mencionan que estos inciden
en el aumento del microbiota vegetal que actuan sinérgicamente con los
compuestos organicos para mejorar el crecimiento y la productividad de las plantas.
Lo anterior coincide con lo reportado por Vetrano et al. (2020) quienes observaron
incremento en altura y acumulacion de biomasa en lechuga inoculadas con

bioestimulantes bacterianos.

Por otra parte, Ma et al. (2022) encontraron interacciones positivas de enmiendas
de biocarbdén con inoculantes microbianos, asociadas con efectos beneficiosos
sobre el crecimiento de la lechuga y la actividad bioldgica del suelo en la rizosfera
de las plantas. Otros estudios refieren que las plantas de lechuga pueden aumentar
hasta el 18.87% en grosor del tallo y numero de hojas con inoculaciones

microbianas (Martinez-Cano et al., 2022).

Variables de crecimiento y lectura SPAD

Hubo diferencias significativas (p < 0.01) entre los tratamientos en las variables
evaluadas (Cuadro 2). Se evidencia una tendencia gradual en todas las variables
de crecimiento y lecturas SPAD con la coinoculacion de TH + GC con incremento
de 42% con respecto al control. Por el contrario, TH+BS y BS+GC mostraron
respuestas similares en todas las variables antes mencionadas. Asimismo, la
aplicacién de TH + BS + GC y GC no fueron significativamente diferentes. Por otra
parte, se observaron diferencias entre las inoculaciones simples de TH y BS, con
excepcion de la biomasa seca. Al respecto, las variables de crecimiento y lecturas
SPAD se vieron favorecidas tanto con las inoculaciones simples o combinadas de
los bioinoculantes en comparacion con el control. Estos resultados coinciden con

los obtenidos por Nikolaidou et al. (2021) quienes observaron que las plantas de
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lechugas coinoculadas con Rhizophagus irreqularis y Bacillus subtilis presentaron
biomasa mas alta que el control, mientras que las inoculaciones unicas de B. subtfilis
y R. irregularis también reflejaron un efecto superior en el crecimiento de las plantas
en comparacion con el control. En contraste, Miceli et al. (2021) reportaron aumento
en el crecimiento de lechuga inoculadas con B. subtilis y con G. cubense en 15.7%
y 21.9%, respectivamente en comparacion con el control, siendo estos valores

inferiores a los encontrados en la presente investigacion.

Si bien se conoce, que las inoculaciones de microorganismos benéficos pueden
alterar la estructura de la comunidad microbiana en el suelo para aumentar la
resistencia a enfermedades en las plantas y la absorcion de nutrientes especificos
(Kumar and Dubey, 2020); entonces es probable que los resultados obtenidos
pudieran estar relacionado con una interaccion mutualista entre las plantas y los
bioinoculantes aplicados que promovieron el crecimiento vegetal (Abdul Rahman et
al., 2021).

Cuadro 2. Variables de crecimiento y lecturas SPAD en lechuga

Area foliar Biomasa fresca Biomasa seca Lecturas SPAD

Tratamiento

(cm?) e g planta™---------

Control 756.67 f 55.26 f 298e 34.46 e
TH 1097.1d 79.1d 4.26d 4275 c
BS 934.33 e 68.4 e 3.9d 39.65d
GC 1291.97 ¢ 92.01c 533 c 44.86 c
TH +BS 1450.96 b 107.5b 6.2b 47.25b
TH + GC 1600.61 a 117.01a 7.63 a 50.0 a
BS+ GC 1418.98 b 107.55b 6.41b 47.83 b
TH+ BS + GC 1275.76 ¢ 9251 ¢ 5.78 bc 43.55c
DMS 97.47 6.98 0.82 2.25
CV (%) 12.03 12.74 16.46 6.45

TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC = Glomus cubense; DMS=

Diferencia minima significativa; CV= Coeficiente de variacion. Letras distintas en la misma
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columna indican diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p <
0.01).

Otros estudios refieren que la lechuga cultivada en ausencia de nitrégeno puede
obtener peso fresco y seco de 67 y 16%, respectivamente cuando son inoculadas
con microorganismos benéficos; igualmente, se registran valores mas altos del
indice SPAD con la combinacién de bioinoculantes (Azarmi-Atajan and Sayyari-
Zohan, 2020).

Al respecto, se puede considerar que la promocién obtenida de las variables de
crecimiento y lecturas SPAD estén determinadas por las acciones benéficas de los
microorganismos en la rizosfera de las plantas; lo que concuerda con Miceli et al.
(2021) al demostrar que los bioestimulantes pueden modificar el crecimiento de las
plantulas de lechugas aumentando la acumulaciéon de biomasa fresca y seca, el

numero de hojas y el area foliar.

Sani and Yong (2022) refieren que las especies de Trichoderma estimulan la
biosintesis de varias hormonas que intervienen en el crecimiento de las plantas, lo
que coincide con lo reportado por Lima et al. (2022) quienes obtuvieron incremento
superiores de 44% en variables de crecimiento en lechuga inoculadas con especies
de Trichoderma. De igual manera, Ma et al. (2022) observo a los 30 dias después
de la siembra de lechuga en macetas plasticas en condiciones de invernadero, un
aumento de la biomasa seca en los tratamientos coinoculados con Klebsiella sp.
BS13+Talaromyces calidicanius RS10bPP en comparacion con las plantas no
inoculadas. Sin embargo, Martinez-Cano et al. (2022) mencionan no haber
encontrado diferencia significativas (p < 0.05) para el contenido de clorofila entre

las plantulas de lechuga tratadas con B. pumilus y las plantas control.
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Volumen radical

El volumen radical en plantas de lechuga present6 diferencias significativas
(p<0.01) entre los tratamientos (Figura 3). La aplicacién combinada de TH + GC
aumento el volumen radical en 189%, en comparacién con el control y un 55% con
el resto de los tratamientos con bioinoculantes. Por otra parte, hubo una tendencia
similar entre inoculacion simple (GC) y las coinoculaciones (TH+BS, BS+GC y
TH+BS+GC), respectivamente. Igualmente, TH y BS no difirieron entre ellas, pero
si con el control. En efecto el volumen radical sigui® el mismo patrén de
comportamiento descrito para las variables de crecimiento, con diferencias
significativas (p < 0.01) entre los tratamientos inoculados y el control, presentando
valores superiores en las plantas micorrizadas. Estos resultados indican que los
bioinoculantes a través de sus estructuras (hifas, micelio y produccién de
biopeliculas) pueden ser capaces de explorar mayor volumen de suelo, que permite
establecer la sefializacion entre el simbionte y el hospedero. Este proceso conlleva
a un incremento en la formacién de las raices; de esta manera se crea una
simbiosis efectiva entre las raices de la lechuga y los bioinoculantes; al respecto,
Kumar and Dubey (2020) indican que se crea una interfaz entre la planta y el

entorno del suelo, estableciendo asi una enorme reserva de comunidad microbiana.
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Figura 3. Volumen radical en lechuga. TH = Trichoderma harzianum; BS = Bacillus subtilis;
GC = Glomus cubense; DMS= Diferencia minima significativa; CV = Coeficiente de
variacion. Las barras indican error estandar. Letras distintas en la misma columna indican

diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.01).

Por otra parte, los niveles medios de materia organica y de fésforo disponible
presentes en el sustrato utilizado, pudieron influir en la efectividad de los
bioinoculantes, pues se conoce que en condiciones de baja o media fertilidad se
aumenta la absorcion y traslocacion de nutrientes por las estructuras de los
microorganismos benéficos presentes en la rizosfera de las plantas (Falcén-Oconor
et al., 2013; Visconti et al., 2022).

En relacion con el efecto directo de los hongos endéfitos en el crecimiento de las
plantas, se ha reportado que el diametro de las hifas de los hongos micorricicos, al
ser mas pequefios que el de los pelos absorbentes de las raices, permiten explorar
volumenes de suelo no accesibles por las plantas, y al mismo tiempo incrementar
el volumen de absorcion del sistema radical (Boilard et al., 2019; Chen et al., 2018;
Smith et al., 2011).
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Resultados similares fueron encontrados por Kakabouki et al. (2021) al observar
que la densidad radical en Cannabis sativa L. aumenté con diferentes dosis de
aplicaciones de T. harzianum (2 x 10'2 y 4 x 10'?) en comparacion con el control,
respectivamente. Asimismo, informan que la colonizacion del sistema radical por
HMA fue estimulada después de la inoculacion de T. harzianum. Al respecto,
existen reportes donde se describe que diferentes especies de Trichoderma
mejoran la sefalizacién de la raiz al estimular la biosintesis de varias hormonas de

crecimiento (Sani and Yong, 2022).

Referente al efecto significativo entre B. subtilis y el control sobre el volumen radical,
se ha reportado el correcto funcionamiento entre la inoculacién con rizobacteria y
aplicacion de soluciéon nutritiva Steiner al 50% de concentracion en lechuga,
reflejados en el crecimiento del cultivo (Shabani, 2022). Al mismo tiempo, existen
evidencias que las combinaciones de PGPR y HMA mejoran el crecimiento de
lechuga hasta el 68% con respecto a las plantas control (Tahiri et al., 2022).

Actividad microbiana en el rizoplano y rizosfera en plantas de lechuga

Se observaron diferencias significativas (p <0.01) entre los tratamientos en la
actividad microbiana en plantas de lechuga (Cuadro 3). La poblacion microbiana
expresada en UFC g' de suelo fue variable en todos los tratamientos para los
distintos microrganismos enddfitos (bacterias, hongos y actinomicetos) en el
rizoplano y la rizosfera. En el rizoplano se observé un aumento de la poblacion
microbiana con la coinoculacion de TH+BS (bacterias 1x10% hongos 1x107 y
actinomicetos 1x10%), respectivamente. Se infiere que los exudados radicales
(azucares, aminoacidos, hormonas y vitaminas) en el rizoplano, aument6 la
poblacidn de los microorganismos endofitos. Asimismo, se observé en la rizosfera
que los tratamientos BS, BS+GC y GC fueron diferentes estadisticamente en sus
poblaciones microbianas en comparacion con los demas tratamientos. Esto puede
indicar que la colonizacion rizosférica de estos microrganismos estuvo influenciada

por los compuestos organicos que desprenden las raices de las plantas, los cuales
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contienen alta concentraciones de aminoacidos, nucleotidos, acidos grasos,
azucares y vitaminas que son utilizados por los microorganismos como fuente de

nutrientes para su crecimiento y agentes de biocontrol (Luziatelli et al., 2019).

Cuadro 3. Poblaciones microbianas en el rizoplano y rizosfera en plantas de

lechuga
Bacterias Hongos  Actinomicetos - Bacterias Hongos Actinomicetos
------------- Rizoplano------------------- -----——-—-—--—-Rizosfera
Tratamiento 1*10° 1*107 1*10% 1*10° 1107 1*10%
UFC g de suelo UFC g de suelo
Control 1.83 f 1.04 e 3.74 g 8.33¢c 774 c 9.25b
TH 436 ¢ 216 e 8.43c 7.27d 334 e 1.92f
BS 7.53b 4.53 bed 2.75h 9.94 a 8.24 b 8.63d
GC 1.7f 7.5ab 597 e 8.33¢ 5.33d 9.56 a
TH +BS 8.56 a 9.22 ab 9.22 a 4.20f 274f¢ 1.16 g
TH + GC 3.45d 1.74 de 6.62 d 3.07g 1.61h 8.76 ¢
BS+ GC 263 e 5.35 bc 476 f 8.68b 9.52a 291e
TH+BS +GC 1.23 g 7.02 ab 8.43c 446 e 2339 9.24b
DMS 0.16 2.24 0.10 0.08 0.05 0.02

TH= Trichoderma harzianum; BS= Bacillus subtilis; GC = Glomus cubense; DMS=
Diferencia minima significativa; CV= Coeficiente de variacion. Letras distintas en la misma
columna indican diferencias significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p <
0.01).

Estudios recientes de Rouphael et al. (2020) mostraron un incremento de 45% en
el rendimiento fresco de lechuga inoculada con T. harzianum y un 67% cuando fue
combinada con bioestimulantes. También observaron en la rizosfera del suelo
rangos de 2 x 10°a 6.5 x 10° UFC g' de suelo, en particular se percibieron aumento
de las colonias fungicas en condiciones suboptimas de 0 N (6.5 x 10°), en
comparacion con cualquiera de las plantas no inoculadas en condiciones

subdptimas, éptimas o condiciones supra-optimas de N (2.5 x 109).
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Si bien se conoce que la rizosfera es la zona del suelo que rodea las raices de las
plantas hasta una distancia de 0.2 mm del rizoplano en donde se desarrolla la vida
microbiana (Liu et al., 2021; Mehta and Sirari, 2021), mientras que el rizoplano, o la
superficie del tejido de la raiz, desempena un papel de activacion selectiva en el
ensamblaje del microbioma de la raiz del suelo (Knights et al., 2021). Existen
estudios previos que demuestran en estas zonas de la raiz grandes variaciones del
microbioma, encontrandose comunidades especificas de bacterias, hongos y
actinomicetos que difieren entre raices en crecimiento activo y raices en
descomposicion (Wu et al., 2018; Korenblum et al., 2020; Yuan et al., 2021).

Por otro lado, Yuan et al. (2021) reportaron diferencias significativas entre las
colonias de bacterias y hongos benéficos encontrados en la rizosfera de plantas de
Avena. También mencionan que 12 semanas después de crecimiento de las
plantas, los HMA formaron redes con mayor frecuencia con bacterias beneficiosas,
mientras que los hongos no micorricicos reflejaban redes mas complejas con las

bacterias.

Frecuencia micorricica en raices de lechuga

En la frecuencia micorricica se observaron diferencias significativas (p <0.01) entre
los tratamientos (Figura 4). Las estructuras micorricicas (hifas, vesiculas y
arbusculos) mostraron porcentajes de colonizacion de 96.0, 95.66 y 95.33% con la
combinacién de TH+GC, respectivamente, sin embargo, no hubo diferencias
estadisticas (p <0.01) entre las estructuras. Asimismo, la inoculacion simple de GC
y las combinadas (TH+BS, BS+GC y TH+BS+GC) evidenciaron una frecuencia
micorricica superior con respecto a las inoculaciones simples de TH y BS,
respectivamente. Si bien los valores de frecuencia micorricica dependen de las
especies vegetales (van der Heijden et al., 2015) y de la variabilidad intraespecifica
(Toppo and Maiti, 2017), los valores de frecuencia de colonizacién entre 60 y 70%

se asocian a un funcionamiento micorricico efectivo (Simo et al., 2020; Tamayo-
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Aguilar et al., 2021); en este caso, los resultados indican la efectividad simbidtica

que pudo existir entre los bioinoculantes y la planta de lechuga.
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Figura 4. Frecuencia micorricica. TH = Trichoderma harzianum; BS = Bacillus subtilis; GC
= Glomus cubense; DMS= Diferencia minima significativa; CV = Coeficiente de variacion.
Las barras indican error estandar. Letras distintas en la misma columna indican diferencias

significativas segun prueba de rangos multiples de Tukey (p<0.01).

Los valores de frecuencia micorricica encontrados en el tratamiento control pueden
estar relacionados con la presencia de algunas estructuras fungicas que
persistieron tras el proceso de esterilizacion del suelo. Algunas investigaciones se
han referido a la sobrevivencia de estructuras de HMA a temperaturas superiores a
los 80 °C (Parada-Rojas et al., 2016; Quifiones-Aguilar et al., 2019), e incluso con
la solarizacion del suelo (Ortas, 2019; Funahashi et al., 2022; Gullino et al., 2022),
al respecto, se observd que las estructuras micorricicas autéctonas resultaron

menos infecciosas que G. cubense.

En adicion a lo anterior, Trejo et al. (2021) refieren que el crecimiento y la
colonizacion micorricica de la raiz en leguminosas, puede estar afectada por la

esterilizacion del suelo y la procedencia de los HMA, mostrando variaciones en la
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promocién del crecimiento y disminucion en la eficiencia micorricica. lgualmente,
observaron que los HMA nativos presentaron los valores mas inferiores en variables

de crecimiento.

Por otra parte, existen reportes que indican que las inoculaciones dobles con
bioinoculantes pueden favorecer la colonizacién radical entre 70 y 85% (Zulueta-
Rodriguez et al., 2020; Rasouli et al., 2022); no obstante, se obtienen en nuestros
resultados porcentajes de frecuencia micorricica superior al 95% con la

coinoculacion de T. harzianum + G. cubense.

Analisis de correlacion de Pearson

El analisis de correlacion entre las variables de crecimiento, lecturas SPAD y
estructuras micorricicas (Cuadro 4), mostrd correlaciones positivas y altamente
significativas (P < 0.001) para variables del crecimiento, asi como lecturas SPAD
vs volumen radical, biomasa fresca vs area foliar; vesiculas vs volumen radical y
arbusculos; arbusculos vs volumen radical. Por otra parte, lecturas SPAD vs
estructuras micorricicas (hifas, vesiculas y arbusculos) mostraron correlaciones
positivas significativas (P < 0.01) y en algunos de los casos con variables de
crecimiento. Efecto similar se observo entre las estructuras micorricicas (P < 0.01).
Estos resultados indican, que el crecimiento estuvo asociado con el efecto de la
simbiosis entre los microorganismos benéficos y las plantas, al promover la altura
de planta, el area foliar y el resto de las variables como fue demostrado en los

resultados previamente descritos.

Por otra parte, las poblaciones microbianas de hongos, bacterias y actinomicetos
observadas en la rizosfera mostraron correlaciones negativas significativas (P <
0.05) con las estructuras micorricicas, lo cual indica la relacion indirecta entre las
variables mencionadas. En contraste, no hubo relacion lineal entre colonias de
actinomicetos y las demas variables correlacionadas, salvo algunas excepciones

que mostraron relacién inversa.
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En cuanto a las correlaciones positivas, se infiere que el aumento del sistema
radical y de las estructuras micorricicas a través de las aplicaciones de los
bioinoculantes, pudieron estimular la asimilacion de nutrientes, y como
consecuencia, desencadenaron procesos fisioldgicos y metabdlicos que varian
desde cambios hormonales, produccion de compuestos volatiles o aumento de la
tolerancia al estrés abidtico que se ven reflejados en el crecimiento de las plantas
(Ruzzi and Aroca, 2015; Luziatelli et al., 2019).
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Cuadro 4. Matriz de correlaciones lineales (r) entre variables de crecimiento, lecturas SPAD, estructuras micorricicas y
poblacién microbiana en la rizosfera en plantas de lechuga

AP VR BF BS AF SPAD Hifas Vesiculas Arbusculos

UFC g

Variables
HR BR AR

AP 0.91** 0.92** 0.93*** 0.90** 0.88** 0.72** 0.83* 0.80** 0.88** 0.76** -0.13
VR 0.95*** 0.92*** 0.94** 0.92*** 0.81**  0.90*** 0.90*** 0.89** 0.72** -0.17
BF 0.96*** 0.96*** 0.93*** 0.74** 0.86** 0.85** 0.85**  0.77* -0.31*
BS 0.93***  0.88** 0.73** 0.84* 0.83** 0.86** 0.78** -0.16
AF 0.94*** 0.78** 0.87* 0.87** 0.80** 0.75** -0.27
Lectura SPAD 0.77* 0.88** 0.87** 0.85** 0.86** -0.34*
Hifas 0.81* 0.87* 0.94** -0.57* -0.24
Vesiculas 0.96*** 0.92** -0.55* -0.07
Arbusculos 0.98** -0.53*
UFC g de suelo -0.43* -043*
HR
UFC g de suelo -0.20
BR
UFC g de suelo - 0.49*
AR

AP = Altura de planta; VR = volumen radical; BF = biomasa fresca; BS = biomasa seca; AF = area foliar; SPAD = lectura SPAD; UFC
g = unidades formadoras de colonias; HR = hongos en la rizosfera; BR = bacterias en la rizosfera; AR = actinomicetos en la rizosfera.

Nivel de significancia del coeficiente de correlacion lineal de Pearson: * = (p < 0.05); *x = (p< 0.01); **x = (p <0.001).
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Aini et al. (2019) observaron correlaciones positivas entre el peso fresco, el area
foliar, absorcion de nutrientes (N y P) y el grosor de las hojas de lechuga inoculadas
con PGPR y HMA, mostrandose la relacion lineal entre las variables evaluadas.
Estos autores consideran que el aumento de absorcion de nutrimentos y la sintesis
de hormonas vegetales, que originaron las inoculaciones de PGPR+HMA,

influyeron en el crecimiento de las plantas.

Con base en el resultado de las correlaciones obtenidas entre las poblaciones
microbianas y estructuras micorricicas en la rizosfera, se han reportado variaciones
de 1% de las comunidades microbianas autoctonas y 0.25% de poblaciones de
microorganismos benéficos aplicados en tomate en condiciones de invernadero
(Nuzzo et al., 2020). Mientras tanto, otros estudios mencionan estabilidad de la
comunidad fungica, y por otro lado cambios en la comunidad bacteriana en la
rizosfera del maiz e incluso disminucién de la densidad de bacterias nativas en la
rizosfera de lechuga con inoculaciones de consorcios de PGPR y HMA. Lo anterior
puede indicar el efecto antagdnico de cada inoculante o consorcios contra bacterias
autéctonas en la rizosfera, tanto patégenas y no patégenas (Aini et al., 2019; Yu et
al., 2021).

Por otro lado, Ali et al. (2021) manifiestan que el analisis de correlacion realizado
entre la comunidad microbiana y variables de ambiente edafico demostré que el pH
del suelo y actividades enzimaticas de los microorganismos fueron determinantes
para la actividad microbiana; asimismo, plantean que las combinaciones de hongos
micorricicos arbusculares y sustratos organicos, pueden regular el ambiente
edafico o inducir cambios en la composicion microbiana de la rizosfera en el cultivo

de pepino.
Al respecto, los analisis de correlaciones realizados en los estudios de Xu et al.

(2022) mostraron que el crecimiento de lechuga fue promovido por la inoculacion

microbiana, y que ademas indican que no solo pueden promover el crecimiento,
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sino también estimular los microorganismos benéficos e inhibir la proliferacion de

los patdgenos de las plantas.

CONCLUSIONES

El crecimiento en plantas de lechuga bioinoculadas con Trichoderma harzianum,
Bacillus subtilis y Glomus cubense tuvo un aumento de 56% en comparacion con
el control, expresado en las variables de crecimiento, lecturas SPAD, actividad
microbiana y frecuencia de la colonizacidn micorricica. La combinacion de
Trichoderma harzianum + Glomus cubense mostré ser la coinoculacion mas
efectiva para el crecimiento de lechuga con un incremento de 82% respecto al
control y 18% con el resto de los tratamientos bioinoculados. El andlisis de
correlacidon mostrd la asociacién positiva y significativa entre las variables de
crecimiento, lecturas SPAD y estructuras micorricicas, y a su vez la relacion inversa
entre las estructuras micorricicas y las poblaciones microbianas. En general, la
aplicaciéon de los bioinoculantes es una alternativa para mejorar el crecimiento de

la lechuga en condiciones de invernadero.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES GENERALES

En comparacion con el control, se obtuvo un aumento del crecimiento de albahaca
del 58% con la coinoculacion de Trichoderma harzianum + Glomus cubense y 55%
con respecto a las inoculaciones simples de Bacillus subtilis, Glomus cubense,
Trichoderma harzianum y con inoculacion tripartita de estos microorganismos. En
segundo lugar, se obtuvo un incremento de 51% en el crecimiento de esta hierba
fina con la coinoculacion de Bacillus subtilis + Glomus cubense respecto al control
y del 38% con el resto de los tratamientos, respectivamente. Estas respuestas de
crecimiento de las plantas se reflejan en aumentos en la produccion tanto en la
biomasa fresca y seca, area foliar, variables morfologicas, concentracion relativa
de clorofila y extraccién de macronutrimentos. En cambio, los efectos encontrados
con la aplicacién conjunta de los tres inoculantes y aplicaciones simples fueron
inferiores en todas las variables evaluadas. Estos resultados sugieren que la
inoculacién dual de microorganismos benéficos (Trichoderma harzianum + Glomus
cubense y Bacillus subtilis + Glomus cubense), pueden ser alternativas de manejo

util y mas sustentables para el cultivo de albahaca cultivadas en invernadero.

Se obtuvo un incremento de 66% en el crecimiento de las plantas de estragon con
la coinoculacion de Trichoderma harzianum + Glomus cubense comparado con el
control y 53% con respecto a los demas tratamientos. Ademas, hubo un incremento
de 57% en el crecimiento de las plantas con la combinacién de T. harzianum + B.
subtilis en comparacion con el control y un aumento de 33% con el resto de los
tratamientos. Todo lo anterior, fue se reflejado en el incremento de biomasa fresca
y seca, del area foliar, de los parametros morfoldgicos, concentracion relativa de
clorofila y extraccion de macronutrimentos. EI empleo de la coinoculacién de
microorganismos biolégicos T. harzianum + G. cubense y T. harzianum + B. subtilis
puede ser una alternativa para el manejo organico y sostenible en la produccion de

estragdn cultivado en invernadero.
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El crecimiento en plantas de lechuga bioinoculadas con Trichoderma harzianum,
Bacillus subtilis y Glomus cubense tuvo un aumento de 56% en comparacion con
el control, expresado en las variables de crecimiento, lecturas SPAD, actividad
microbiana y frecuencia de la colonizacidn micorricica. La combinacion de
Trichoderma harzianum + Glomus cubense mostréo ser la coinoculacion mas
efectiva para el crecimiento de lechuga con un incremento de 82% respecto al
control y 18% con el resto de los tratamientos bioinoculados. El andlisis de
correlacidon mostrd la asociacién positiva y significativa entre las variables de
crecimiento, lecturas SPAD y estructuras micorricicas, y a su vez la relacion inversa
entre las estructuras micorricicas y las poblaciones microbianas. En general, la
aplicaciéon de los bioinoculantes es una alternativa para mejorar el crecimiento de

la lechuga en condiciones de invernadero.
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Abstrace

The integration of healthy management alternatives concinues to be a challenge in the organic
production of aromaric and medicinal plants, including of basil { Ocimum basilicum L.). The objective of this
work was to evaluate the effects of three beneficial microorganisms (1) Trichoderma harzianum (TH), (2)
Bacillus subrilis (BS), {3) Glomus cubense (GC) and their combinations on the growth of basil. A complerely
randomised design was used with a conrrol and seven rreatments with six reperitions. The conrrol (1) was with
no microorganism inoculation and rhe seven crearments were inoculations with the single or the combined
microorganisms as follows: (2) TH, (3} BS, (4) GC, (5) TH+BS, (6) TH+GC, (7) BS+GC and (8)
TH+BS+GC, Three harvests of fresh biomass were made and a number of growch variables were recorded:
tresh and dry biomass, leaf area, number of commercial stems, stem lengrh and chickness, Leatlengrh and widrch,
relarive chlorophyll concentration (SPAD readings) and che levels of N, P, K, Ca and Mg. Overall growth
increased by 58% with TH+GC compared with the control and by 55% compared with the single inocularions
{TH, BS and GC) and with the triple inoculation {TH+B3+GC). A growth increase of 51% was obrained
with BS+GC compared with the control and of 38% compared wich the orher rreavments. These resules
indicare co-inoculation of TH+GC or of BS+GC are useful alternarive managements to increase greenhouse

‘producrion of basil.
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Resumean

El estragdén (Artemisia drancunculus L) es una planta perenne y aromatica con potencial de produccion
en México. El objetive fue evaluar el efecto simple y combinade de Trichoderma harzianuwm, Bacillus sub-
tilts y Glomus cubense en el orecmilento de estragon en condiclones de Invernadero. e utilize un disena
completamente al azar con sels repeticlones. Los tratamilentos fueron: 1) Testigo (sin Inoculaclones), 2)
Trichoderma harzianum, 3) Bacillus subtils, 4) Glomus cubense, 5) Trichoderma harzianum + Bacillus sub-
tilts, 6) Trichoderma harzianum + Glomus cubense, T) Bacilus subtilis + Glomus cubense, B) Trichoderma
harzianum + Bacillus subtilis + Glomus cubense. 5e midid el efecto acumulado en el crecimiento de es-
tragon, a trawés de tres cortes de tallos comerclales, en los que se evalud: blomasa fresca y seca, drea fo-
llar, nimero de tallos comerclales, longrud y grosor de los tallos, largo y ancho de las hojas, lecturas SPAD
y la extraccan de N, P, K, Ca y Mag. Las plantas de estragdon colnoculadas con T harzianum + G. cubense
tuvieron un Incremento de 68 % en el crecimiento con respecto al testigo y de 53 % en comparacidn oon
Incculaciones simples y el tratamilento con los tres microorganismos. Ademas, se obtuvo un Incremento
de 57 % en el crecimilento de las plantas con la combinacién de T harzianum + B. subtills respecto al tes-
tigo y un aumento de 23 % con el resto de los tratamilentos. Los blofertilizamtes T. harzianum + G. cu-
bensa y T. harzianum + B. subtilis, pueden ser una alternativa para el manejo organico de estragdn.

Palabras dawe: Trichoderma harzianum, Bacillus subtills, Glomus cubense, blolnoculantes, planta aro-
matica.

Biofertilizers In the growth of tarragon (Artemisia dracunculus L) under greenhouse conditions

Abstract

Tarragon {Artemisia drancuncwius L.} Is a perennilal and aromatic plant with production potential in Me-
xlco. The objective was to evaluate the simple and combined effect of Trichoderma harzianum, Bacillus
subtilts and Glomus cubense on the growth of tarragon under greenhouse conditions. A completely ran-

* Awtor para correspondencia; porfirio. juarez@uasmomx

Cita del articulo: Tamayo-Aguilar ¥, Juarez-Lopez . Chévez-Garcla 14, Alia-Tejacal |, Guillén-5anchez O, Pérez-Gon-
zalez 10, Lopez-Martinez W, Rueda-Barrientos MC (2022). Biofertilizantes en el crecimiento de estragon (& rtemisia
dracuncwlus L) en condiciones de imvernadero. ITEA-Informacién Técnica Econdmica Agraria 118(2): 198-212.
httpsfdoi orgf10.12706/fea 202 1.027
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