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RESUMEN

En la region andina de Venezuela la agricultura intensiva de hortalizas ha modificado
de forma importante el equilibrio ecolégico del suelo ocasionando alteraciones en las
poblaciones microbianas entre otros factores bioticos y abidticos que han disminuido la calidad
y salud del suelo. En zonas semiaridas, la poca disponibilidad de agua para riego reduce la
posibilidad de desarrollar cultivos, y aumenta la necesidad de hacer un uso mas eficiente del
agua, sobre todo bajo un escenario de cambio climéatico y crecimiento poblacional. Las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) presentan mecanismos fisioldgicos
para atenuar el efecto que puedan ocasionar sobre los cultivos las condiciones de estrés hidrico,
aunado al efecto biofertilizante que estas presentan, que podria reducir el uso de fertilizantes
inorganicos NPK siendo su aplicacion una alternativa agroecoldgica. El objetivo general fue
determinar el efecto de algunas RPCV autdctonas del estado Mérida-Venezuela en las
relaciones hidricas, el intercambio de gases y el crecimiento sobre el cultivo de Allium cepa, y
el estudio de parametros de calidad y salud del suelo, en condiciones de déficit hidrico (menor
frecuencia de riego) y menor dosis de fertilizacion inorganica en un ambiente semiarido y con
un enfoque agroecosistémico. Para ello se seleccion6 un consorcio microbiano (CM) de RPCV
que incrementd las variables de crecimiento, especialmente el diametro del pseudotallo en
plantulas de cebolla en condiciones de umbraculo. Posteriormente se realiz6 un experimento en
campo en una parcela experimental del Instituto de Investigaciones Agropecuarias de la
Universidad de Los Andes (IIAP-ULA) ubicada en San Juan de Lagunillas, estado Mérida, en
donde se establecié un cultivo de cebolla hibrido F1 2000 inoculado con el CM vy utilizando
fertilizante inorganico NPK bajo una condicion de riego normal (RN, frecuencia de riego
diaria), y una condicién de déficit hidrico (DH, frecuencia de riego cada tres dias). El factor de
fertilizacion constd de cuatro tratamientos fertilizados e inoculados con el consorcio
seleccionado MEOL + Leu2A (Rhizobium tropici + Bradyrhizobium japonicum): 0 % NPK +
CM, 50 % NPK + CM, 100 % NPK + CM, 100 % NPK No inoculado, partiendo de una dosis
completa 100 % NPK = 247 kg N, 240 kg P,0s, y 240 kg K,O por hectarea. Se utiliz6 un
disefio bifactorial en blogues completamente aleatorizados con tres repeticiones. Durante el
desarrollo del cultivo se evaluaron las distintas etapas fenoldgicas y se midié la acumulacion de
temperatura y radiacién global necesaria para el término de cada etapa del cultivo, en
condiciones no estresantes y sin el CM (solo en el control de produccion 100 % NPK No
inoculado en condicién RN) con el indice de grados-dia acumulados (GDA). Las variables
ecofisiolégicas (intercambio gaseoso, relaciones hidricas, variables morfométricas) se
determinaron a los 45 dias después de la siembra (dds), 35 dias después del trasplante (ddt), 69
ddt, y el rendimiento a los 71 ddt. Los potenciales osmoticos de pérdida de turgencia y de
saturacion se determinaron a los 48 ddt a través de curvas presion-volumen, y los parametros de
calidad y salud del suelo (propiedades fisico-quimicas, parametros microbioldgicos, actividad
enzimética) se evaluaron a los 64 ddt. El cultivo acumulé 1334 °C y 1188 MJ m™ d™ en el
momento de su cosecha a los 71 ddt. El rendimiento obtenido del control de produccion (100 %
NPK no inoculado en condicién RN) fue de 36 t ha™, mejorando el rendimiento promedio de
cebolla en Venezuela. Los resultados indicaron una equivalencia entre la frecuencia de riego y
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la evapotranspiracion del cultivo (ETc), siendo la condicion RN = 100 % ETc, y la condicion
DH =67 % ETc, consiguiendo un ahorro de agua significativo de casi el 35 % para el ciclo de
cultivo y un incremento de 47 % en la eficiencia en el uso de agua de riego (EUA)), sin afectar
el rendimiento en la condicion DH en el tratamiento no inoculado, mientras que, con el
tratamiento 50 % NPK + CM se consiguié ahorrar la mitad del fertilizante inorgénico sin
afectar el rendimiento en condiciones de RN. El tratamiento 50 % NPK + CM sin DH permitio
mantener valores de asimilacion de CO, similares al control de produccion. La cebolla
disminuyd la conductancia estomaética, alrededor de un 50 %, como evasion ante la carencia de
agua. La mayor EUA fotosintética (EUAy) se obtuvo con el tratamiento 50 % NPK + CM sin
DH vy el tratamiento 100 % NPK No inoculado con DH en tempranas horas del dia, y en horas
del mediodia, respectivamente. Los tratamientos inoculados mostraron incremento en la tasa de
transpiracion en condiciones de DH, asi como menor EUAs. La cebolla increment6 el modulo
de elasticidad de la pared celular en 65 % en respuesta al estrés hidrico, en el tratamiento 100 %
NPK No inoculado. EI consorcio microbiano logré incrementar la biomasa microbiana con 0 %
NPK en condiciones de RN y DH, favoreciendo de esta manera a las comunidades microbianas
autoctonas, también mejoro el cociente microbiano y tendié a mejorar el cociente de eficiencia
metabolica. La dosis 100 % NPK causo6 un estrés metabdlico en las bacterias inoculadas, ya que
tendié a disminuir la eficiencia ecofisioldgica de la microbiota. EI CM en la dosis 0 % NPK
estimuld las actividades enzimaticas deshidrogenasa, amonificacion de arginina, fosfatasa
alcalina, y la ureasa tanto en condiciones no limitantes de agua como en condiciones limitantes
de agua, inclusive, igual6 o super6 el valor de referencia para el suelo de esta parcela antes de
la mecanizacion. Los tratamientos 50% NPK + CM en condicion RN vy el tratamiento 100%
NPK no inoculado en condicién DH mostraron los mejores efectos sobre el crecimiento de la
cebolla, tendiendo a incrementar sobre el control de produccion las variables area foliar, indice
de area foliar, peso fresco de hojas, peso seco de raiz y bulbos, y N foliar en la etapa media del
cultivo, y diametro del bulbo, el peso fresco y seco de bulbos al final del cultivo. En
condiciones de estrés hidrico y fertilizacion moderada, el consorcio microbiano incrementd el
contenido de N en bulbos, y con esto su calidad nutricional a la vez de ahorrar agua y
fertilizantes, aunque con un costo de pérdida en el rendimiento. La dosis 50% NPK + CM en
ambas condiciones de riego mejoraron la eficiencia en el uso de nutrientes. Se sugiere que los
consorcios microbianos podrian resistir mejor los periodos de limitacion de nutrientes debido a
la diversidad metabdlica disponible por la variedad de especies, y que el consorcio microbiano
planteado podria ser una alternativa para mejorar la calidad y salud del suelo en condiciones de
baja concentracion de fertilizantes, en especies tolerantes a la sequia y en zonas semiaridas
como una estrategia agrosostenible para fortalecer la seguridad agroalimentaria de Venezuela.
De acuerdo a los resultados, se sugiere también que este CM podria ser utilizado en planes de
restauracion de suelos.

Palabras clave: actividad enzimatica del suelo, cebolla, estrés hidrico, fertilizacion inorganica,
parametros microbioldgicos del suelo, RPCV, variables ecofisioldgicas.
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CAPITULO 1
Introduccion general

El ambiente rizosférico

La rizdsfera es un complejo ejemplo de equilibrio ecoldgico que se establece entre la
flora microbiana y las raices de las plantas gracias a las relaciones bioldgicas de tipo
sinérgico o comensalista. La composicion inorganica del suelo también influye sobre la
planta y la flora microbiana. En efecto, la rizosfera se puede definir como un nicho
ecoldgico que comprende la superficie de la raiz de la planta y la region del suelo alrededor
de la misma, en la cual las poblaciones microbianas son afectadas por los exudados
radiculares, y éstas a su vez, producen metabolitos que influyen positiva o negativamente
sobre el crecimiento de las plantas. Es una zona de intensa y compleja actividad microbiana
(Rosas y Correa 2003; Manoharachary y Mukerji, 2006). Mas recientemente, Gianfreda
(2015) define la rizosfera como un microambiente del suelo peculiar donde las propiedades
del suelo, las raices de las plantas y las caracteristicas y actividades de los microorganismos
interacttan entre si de forma coordinada (Figura 1). La comunidad de la rizésfera esta
compuesta por una microbiota (bacterias, hongos y algas) y una micro y mesofauna
(protozoarios, nematodos, insectos y acaros). Las actividades de los microorganismos para
producir y liberar metabolitos que estimulan el crecimiento de las plantas, y favorecen la
salud de estas son consideradas como uno de los factores mas importantes en la
fertilizacion bioldgica de los suelos. Las bacterias que habitan la rizésfera son llamadas
rizobacterias (Rosas y Correa 2003).

Los efectos de la microbiota sobre el crecimiento y desarrollo vegetal se resumen en
fijacién bioldgica de N,, aumento de la disponibilidad de nutrientes por mecanismos de la
disolucion de los minerales, produccion de reguladores de crecimiento, control biolégico
mediante produccion de antibidticos y produccion de sideréforos, entre otros. Asimismo,
esta microbiota se asocia a la rizésfera porque recibe los beneficios aportados por los
exudados radicales como azlcares, aminoacidos, acidos organicos, etc., los cuales son
fuente de energia de las comunidades microbianas alli presentes (Reyes et al., 2008). En la
rizosfera se encuentran tanto microorganismos benéficos como patdgenos. En esta zona del
suelo hay mayor estabilidad de particulas, tanto por accién mecanica de las raices como por
la accidn agregante de los exudados de los diferentes organismos presentes como plantas y
microorganismos (Rosas y Correa 2003).

Zonificacion de la rizésfera

A partir de los avances en el conocimiento del funcionamiento de la rizosfera se ha
visto la necesidad de dividir este espacio en ectorrizosfera y rizoplano, y dependiendo de la
capacidad invasiva de la flora microbiana se incluye la endorrizésfera. Sin embargo, la
rizosfera (ectorrizdsfera), rizoplano y endorrizésfera forman un continuo que es dificil de
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distinguir en términos de ecologia microbiana (Rosas y Correa 2003; Manoharachary y
Mukerji, 2006; Yadav et al., 2015):

- Ectorrizdsfera: es el area externa de la raiz ubicada hasta 1 mm o 3 mm a partir de la
superficie. Es el area que rodea la raiz y que contiene pelos radiculares y
mucilago bacteriano.

- Rizoplano: es la capa superficial de la raiz cubierta por una capa mucilaginosa o
mucigel de unos 0,5 a 8 um de grosor. Esta colonizado por microorganismos.

- Endorrizésfera: Comprende las células de las capas mas externas desde la superficie
hacia el interior de la raiz como la epidermis, hasta parte del tejido vascular que
incluso puede estar colonizado por microorganismos endofiticos.

La proliferacion de microorganismos durante la colonizacion de la raiz, es el
resultado de la interaccion fisica, quimica y de caracteres biologicos del vegetal asi como
propiedades de las bacterias en si, y se encuentra afectada por diversos factores del
medioambiente como el potencial matrico, pH, temperatura, tipo de suelo, genotipo de la
planta y los microorganismos indigenas (Hozore y Alexander, 1991; Ikeda et al., 1998).
Asimismo, las densidades celulares son mayores a medida que los microorganismos estan
mas cerca de la rizésfera. Por ejemplo, para el caso del maiz, se ha identificado que las
poblaciones microbianas pueden estar en el orden de 10° unidades formadoras de colonias
(UFC) g de suelo seco en la rizésfera, 10° UFC g™ de raiz en el rizoplano, y 10* UFC g™
de raiz en la endorrizésfera (Thuar, 2003). En funcion de las densidades poblacionales
microbianas, el efecto de los exudados rizosféricos de las plantas se manifiesta en la
relacién rizésfera/suelo (R/S) siendo ésta mas alta (44,0) cuando los microorganismos son
dependientes de los exudados radicales al encontrarse en un suelo empobrecido
nutricionalmente y en deterioro fisico-quimico, pero si el suelo tiene un buen estado
nutricional, con nutrientes disponibles para el metabolismo microbiano la relacién R/S es
baja (4,6) (Reyes y Valery, 2007).
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Figura 1. Descripcion de las interacciones planta-microorganismos-suelo que ocurren
en la rizosfera (adaptado de Gianfreda, 2015).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV)

Las rizobaterias promotoras del crecimiento vegetal son microorganismos que habitan
la rizésfera de los cultivos, y forman una poblacion heterogénea de bacterias, e interacttan
positivamente entre ellas y la planta provocando efectos positivos sobre los cultivos
(Olmedo, 2003; Bhattacharyya et al., 2020). Estos microorganismos representan una amplia
variedad de bacterias que crecen asociadas a raices de plantas hospedadoras y producen una
estimulacidn del crecimiento de las plantas a las cuales estan asociadas mediante distintos
mecanismos de accion (Vessey, 2003). En funcion del total de individuos,
aproximadamente el 2 al 5 % de las bacterias de la rizésfera son RPCV (Antoun y Prévost,
2005). Mas recientemente, consideran que entre todos los microorganismos que compiten
por colonizar la rizosfera, solo entre el 1y 2 % son los que pueden promover el crecimiento
vegetal (Bhattacharyya et al., 2020). La aplicacion de microorganismos de suelos y sus
metabolitos secundarios se ha convertido en una herramienta biotecnoldgica como
alternativa para favorecer el desarrollo de las plantas. Los microorganismos que promueven
el crecimiento y desarrollo vegetal son también denominados PGPR’s por sus siglas en

3



Capitulo 1

inglés (Plant growth promoting rhizobacteria) y pueden tener dos modos de accion (Rosas y
Correa 2003; Jacobsen, 1997; Taiwo et al., 2019):

a) Directos: cuando la promocion comprende aquellos mecanismos en donde los
microorganismos proveen a la planta compuestos que ellos mismos sintetizan o bien
facilitan a los vegetales la toma de algunos nutrientes esenciales que son inmoviles
en el medio ambiente.

b) Indirectos: cuando la promocidn estimula el estado de salud de la planta a traves del
biocontrol de enfermedades, promoviendo otras simbiosis benéficas, o cuando los
microorganismos degradan compuestos xenobidticos en suelos contaminados.

Los mecanismos asociados a los microorganismos promotores pueden verse en la

Figura 2.
Mecanismos de accion de las RPCV
Directos: Indirectos:
Fijacion bioldgica de nitrégeno Produccion de sideroforos
Disolucién de fésforo y potasio Produccion de antibidticos
Produccion de sideréforos Resistencia sistémica inducida
Produccion de fitohormonas Competencia por nutrientes/nicho

Figura 2. Mecanismos de accién de los microorganismos promotores de crecimiento
vegetal (Rosas y Correa 2003; Singh et al., 2014; Etesami et al., 2017).

Mecanismos de las RPCV sobre las plantas

La Fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) es la fuente més importante en la naturaleza
para el aporte de este elemento tan esencial para la vida y es realizada por un grupo
limitado de organismos procariotas tanto simbiontes como de vida libre que poseen la
enzima nitrogenasa (N-asa) con la que transforman el nitrégeno atmosférico en amonio el
cual es absorbible por las plantas. Dentro de los microorganismos de vida libre que realizan
la FBN se destacan los del género Azospirillum, Azotobacter, Beijerinkia, y dentro de los
organismos simbiontes se encuentran los llamados rizobios (Monzon de Asconegui, 2003;
Rosas y Correa, 2003).

Por su parte, la disolucion de fosforo, por microorganismos, ocurre cuando €éstos
tienen la habilidad de romper el enlace entre grupos fosfatos de los compuestos de origen
mineral, mientras que la mineralizacién ocurre con los compuestos de origen organico
(Richardson y Simpson, 2011). Los microorganismos liberan acidos organicos que
disuelven los fosfatos insolubles tanto cuando son cultivados en medios con nutrientes
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sintéticos como cuando se encuentran asociados a las raices de plantas, convirtiendo el
fosfato insoluble a formas accesibles a las plantas, tales como ortofosfatos, asimismo
utilizando el mecanismo de extrusion de protones en el caso de una leve disolucién de
fosfatos (Berthelin et al., 1990; Rodriguez et al., 2006; Reyes et al., 1999).

En la reciente finalizada década se reportd la capacidad disolvente de fosfatos por los
acidos: oxalico, citrico, gluconico, y 2-cetoglucénico. Dentro de los géneros bacterianos
con capacidad de producir &cidos organicos que disuelven fosfatos estan: Pseudomonas,
Rhizobium, y Erwinia. La capacidad de los 4acidos organicos para aumentar la
disponibilidad de P, no so6lo se debe a la acidificacion de la rizosfera de la planta, sino
también a su capacidad de formar complejos estables con Fe y Al. Los acidos orgénicos
incrementan la disponibilidad de micronutrientes como Fe, Zn y Mn al disminuir el pH en
la rizosfera o por la quelacion de estos micronutrientes. De igual manera, los acidos
organicos participan en el suelo en fendmenos como la quimiotaxis microbiana y la
detoxificacion de metales (Paredes—Mendoza y Espinosa—Victoria, 2010). En la Figura 3 se
resume el potencial de los microorganismos disolventes de fosfato (MDF) en el crecimiento
de las plantas:

| Induccién de resistencia sistémica |

! Agente de biocontrol }—

Fijacion de nitrégeno

’ Metabolitos antifingicos U'_

‘ Captura de metales pesados )4—|

Acidos organicos

Produccién de metabolitos
y enzimas que degradan la
pared celular

Modulacién de etileno

Actividad

‘ Formacioén de biopeliculas ‘

I Disolucion de fosfatos I‘

‘ Produccion de AlAy GAs “

Colonizacién de laraiz y

o . Captura de nutrientes porla planta
competencia en la rizésfera Proliferacion de raices

Microorganismos disolventes de P

Figura 3. Papel de los microorganismos disolventes de fosfato como agentes
biocontroladores en la proteccién y promocion del crecimiento vegetal. Fuente: Mitra et al.,
2020).

Las RPCV disuelven el K a través de los mecanismos conocidos como a. reduccion
del pH (a través de la liberacion de &cidos organicos y protones por los microorganismos),
b. mejorando la quelacion de los cationes unidos al K como el Si, Fe, Ca y el Al, y c.
acidolisis del area circundante del microorganismo, que a través de la produccion de acidos
organicos (succinico, citrico, glucénico, oxalico, cetoglucénico) por los microorganismos al
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medio ambiente alrededor de el acidifica las células del microorganismo y su ambiente
circundante e induce la liberacion de iones K del K mineral por protonacion y acidificacion
(Meena et al., 2014; Etesami et al., 2017). Algunos géneros microbianos que han sido
reportados como disolventes de K son: Bacillus, Burkholderia, Arthrobacter, Enterobacter,
Paenibacillus, Pseudomonas, Klebsiella, y Rhizobium (Meena et al., 2014; Wang et al.,
2020). Los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal que presentan las RPCV que
disuelven K se resumen en la Figura 4:

Asimilacion de K del liquido Disminucién del pH a través de
(disolucion indirecta) produccién de acidos organicos y
/‘ Produccién de antibiéticos | quelacion de cationes

Hidrdlisis de almidén -
. Fitohormonas
*AlA
*Gas
Produccién de HCN +Citoquininas
I o= «Etileno

+*Acido abscisico \

Degradacién de celulosa \

| Fijacion biolégica de N, |

Produccién de H,S

|
K Actividad antifingica

Mecanismos directos

n Disolucién de fosfato |

Mecanismos indirectos

| Disolucién de potasio |

Moscovita, biotita y
feldespato

|Pr0ducciéndeamonio| | Sideréforos |

Figura 4. Mecanismos promotores del crecimiento vegetal presentes en las bacterias
que disuelven K. En la placa se observa la disolucion de mica (un mineral con K) en el
medio Aleksandrov (Meena et al., 2014).

Los microorganismos que se encuentran en la rizésfera tienen una relaciéon mutualista
con las raices de las plantas y dependen de los exudados radicales como aminoacidos,
carbohidratos (principalmente azucares) y acidos organicos. La microflora del suelo
sintetiza hormonas vegetales que producen cambios en el crecimiento y desarrollo del
vegetal, dichas hormonas pueden ser auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y &cido
abscisico (Rosas y Correa, 2003). En este sentido, Boiero et al. (2007) encontraron la
produccion de fitohormonas como acido indol acético (AlA), acido giberélico y &cido
abscisico, etileno y zeatina por tres cepas de Bradyrhizobium japonicum, y la asociaron a la
promocion del crecimiento de la soja. Es conocido que las auxinas promueven la formacion
de raices laterales (Tanimoto, 2005), lo que podria contribuir a una mejora en la captura de
nutrientes del suelo, razén por la cual cuando los microorganismos las producen se
incrementa sustancialmente el crecimiento vegetal. Esto ha sido observado por Pieterse y
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Van Loon (1999), quienes obtuvieron un aumento del 30% del crecimiento en plantas de
Arabidopsis inoculadas con la cepa WCS417 de Pseudomonas fluorescens productora de
AlA. También ha sido demostrado que otras cepas de los géneros Escherichia,
Micrococcus y Staphylococcus aumentan la biomasa fresca y seca del vastago de las
plantas de Vigna radiata L. (Basharat et al., 2010). Por su parte, Colo et al. (2014)
evaluaron RPCV dentro de las cuales una cepa de Bacillus subtilis mostré habilidad para
producir AIA y de la misma manera incremento en 63 % el peso del bulbo y la produccion
del cultivo de cebolla. Asimismo, Pefia y Reyes (2007) evaluaron el efecto de las cepas 33
y 45 del género Rhizobium sp. productoras de AIA, las cuales incrementaron
significativamente el peso seco de plantulas de lechuga de 30 dias de siembra en
umbréculo, en 32 % la cepa 33, y en 18 % el consorcio 3345; y en otro estudio Taiwo et al.
(2019), mencionan la produccion de AlA, &cido giberelico y citoquininas por aislados de
Zea mays identificados como P. putida, K. varricola y B. thuringiensis.

Otro efecto importante sobre el crecimiento de las plantas producido por las RPCV es
la liberacion de sideroforos en condiciones de poca disponibilidad de Fe, lo cual facilita la
movilidad y disponibilidad de otros micronutrientes. Los sider6foros son compuestos de
bajo peso molecular quelantes de hierro que puede constituir un mecanismo directo, cuando
provee el mineral a la planta o indirecto cuando priva de Fe al patdgeno limitando su
crecimiento y de esta forma proporciona salud al vegetal (Leong, 1986; Rosas y Correa
2003).

Las RPCV en la productividad de los cultivos: biofertilizantes y biocontroladores

La aplicacion de la biotecnologia puede permitir o facilitar el camino hacia un
desarrollo sostenible, en este caso a través del uso de las RPCV como biofertilizantes para
disminuir la aplicacion de altas dosis de fertilizantes industriales en los cultivos
manteniendo o incrementando la produccion de los mismos. Se conoce como
biofertilizantes a las sustancias que contienen microorganismos vivos que al aplicarse a las
semillas, superficie de las plantas o al suelo, colonizan la rizosfera o el interior de la planta,
promoviendo de esta forma su crecimiento, incrementando la disponibilidad de nutrientes y
la salud de la planta hospedadora (Vessey, 2003). Los biofertilizantes son una fuente
facilitadora del manejo de los nutrimentos que benefician el rendimiento de los cultivos y
forman parte de una tecnologia que garantiza una productividad bioldgica, econémica y
ecologica méas exitosa, sin contaminacion del ambiente y de inocuidad para el hombre
(Aguirre et al., 2009).

Leaungvutiviroj et al. (2010) desarrollaron un biofertilizante con alta capacidad
fijadora de nitrogeno, disolvente de fésforo y potasio y produccion de auxinas, compuesto
por cuatro bacterias (Azotobacter tropicalis, Burkhoderia unamae, Bacillus subtilis y la
cepa KJB9/2), probados en maiz y brécoli chino. Por su parte, FUNDASES (2007) obtuvo
para los cultivos de clavel y pompon, que la aplicacién de Azotobacter sp., en forma de
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biofertilizante liquido, tiene un efecto positivo sobre el crecimiento y produccion, incluso
aplicandose de forma combinada con la fertilizacién nitrogenada sin ser excluyente o
incompatible con esta, ademéas de producir un acortamiento de una semana en el ciclo, lo
que permite a los floricultores disminuir los costos de produccién en invernaderos. Aunque
en nuestro pais no se ha logrado desarrollar completamente la aplicacién de productos
bioinoculantes en los cultivos, es importante destacar que en paises vecinos como
Colombia, productos como TRIFESOL, FOSFOSOL, DIMAZOS Y DIMARGON que
comprenden una formulacion para Trichoderma viride, P. janthinellum, y bacterias
fijadoras de nitrdgeno como A. chrooccoccum, A. amazonense respectivamente, se estan
aplicando actualmente para mayor productividad y control de patdégenos en cultivos como
arroz, pastos, cereales, algodén, frutales y hortalizas (Moreno, 2007). No obstante, en
Venezuela se ha demostrado que la aplicacion de bioinoculantes (el hongo Penicillium
rugulosum y cepas de las RPCV Azotobacter sp., Azospirillum sp., Rhizobium sp.,
Enterobacter cloacae y otras bacterias fijadoras de nitrégeno y disolventes de P no
identificadas) mejora significativamente la produccion y reduce las altas dosis aplicadas de
fertilizantes inorganicos en cultivos como de maiz, pimenton, lechuga, cebolla (Valery y
Reyes, 2013; Reyes et al., 2008; Blanco y Reyes, 2018; Sulbaran et al. (2011).

En este orden de ideas de bajar el impacto ambiental y debido al incremento en los
costos de los fertilizantes, en el mundo entero se recomienda reducir los niveles aplicados
por debajo de los utilizados para una Optima cosecha. Sin embargo, tales reducciones
pueden ocasionar un estrés en las plantas. Varios estudios han probado el efecto de las
RPCV (Pseudomonas fluorescens) para mantener la productividad reduciendo las dosis de
fertilizantes (YYang et al., 2009). Sobre el trigo se evaluo el efecto de RPCV con el 75 % de
la cantidad de fertilizante NPK recomendada para este cultivo, obteniendo una cosecha
equivalente a la cosecha de plantas no inoculadas y con el 100 % del fertilizante
recomendado (Shaharoona et al., 2008). También, sobre el tomate se observd que en
condiciones de invernadero se obtuvo mayor peso seco del fruto con la dosis 75 % de
fertilizante nitrogenado e inoculado con RPCV, en comparacion a la dosis 100 % no
inoculada. En este mismo estudio, a nivel de campo se obtuvo una produccion similar a la
aplicacion del 100% del fertilizante solo con la adicion del 50 % del fertilizante
nitrogenado pero inoculado con RPCV y micorrizas (Hernandez y Chailloux, 2004).

Bolafios et al. (2016) evaluaron la aplicacion de un hongo biocontrolador
(Trichoderma harzianum) sobre el control de la moniliasis en varios clones de cacao,
siendo el mejor clon el T8 (Trinitario Morado x Trinitario Morado), cuyo rendimiento fue
de 3161,6 Kg ha® y mostré6 un efecto positivo sobre la sanidad de las mazorcas,
comparadas con un testigo no inoculado el cual disminuyo su rendimiento en un 20 %. Con
esto demostraron que T. harzianum tiene la capacidad de inmunizar y de proteger la planta.
Similar a lo que ocurre entre las bacterias y las raices, este hongo puede sobrevivir por
periodos considerables dentro de la plantacion de cacao, sin causar ningun dafio y
protegiendo al cultivo contra una variedad de microorganismos fitopatdgenos.
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Ahora bien, se ha comprobado el efecto benéfico que tiene la aplicacion de
microorganismos promotores del crecimiento sobre diferentes cultivos, ademas se ha
demostrado que la aplicacion de estos microorganismos de forma sinérgica o en consorcios
microbianos es ain mas favorable. Un consorcio microbiano desde el punto de vista de la
co-inoculaciéon es una asociacion de dos o més poblaciones microbianas, de diferentes
especies, que interaccionan sinérgicamente como una comunidad en un sistema complejo,
donde todos se benefician de las actividades de los demés. La asociacion refleja estilos de
vida sinérgicos en el que el crecimiento y el flujo ciclico de nutrientes se conduce mas
efectiva y eficientemente que en poblaciones individuales (Olmedo, 2003; Ochoa-Carrefio
y Montoya-Restrepo, 2010). Los consorcios microbianos pueden resistir mejor los periodos
de limitacion de nutrientes debido a la diversidad metabdlica disponible por la diversidad
de especies, combinada con la habilidad de compartir metabolitos dentro de la comunidad.
Una condicion de limitacion de nutrientes puede favorecer a una poblacion minoritaria si
esta tiene la habilidad metabdlica capaz de sostener la supervivencia de todo el consorcio, 0
ante variadas condiciones de fertilidad del suelo, puede incentivarse la accion de un grupo
funcional microbiano (Reyes y Valery, 2007). Ante niveles muy bajos de algin nutriente o
recurso, los microorganismos no pueden disponer de las cantidades adecuadas para su
metabolismo; y, ante niveles muy altos, esos nutrientes y/o recursos pueden causar
toxicidad e inhibir el crecimiento. Ante tales fluctuaciones, los consorcios activan sus
controles homeostaticos, es decir, reacciones bioquimicas que le permiten al sistema
retornar a su equilibrio vital (Ochoa-Carrefio y Montoya-Restrepo, 2010). Esto altimo aqui
mencionado, también dependera del éxito del quorum sensing (también Ilamado
autoinduccion), el cual se conoce como un mecanismo bacteriano de comunicacion célula-
célula en respuesta al tamafio de la poblacion bacteriana para regular la expresion genética
con el objetivo de producir algunos polisacaridos extracelulares, enzimas degradativas,
antibidticos, sideroforos, formacion de biopeliculas, lo que implica la importancia del
quorum sensing en comunidades bacterianas asociadas a plantas (Antoun y Prévost, 2005;
Brom et al., 2014).

Efectos positivos de un consorcio microbiano se observaron en el caso de la
inoculacion de la lechuga var. Great Lakes con el consorcio BFN17 + IRMF94
(Enterobacter cloacae y Penicillium rugulosum, respectivamente), y las aplicaciones de la
Roca Fosforica de San Joaquin de Navay como fuente de P y de N comercial, que
produjeron valores equivalentes en variables de importancia comercial (numero de hojas,
peso fresco y seco aéreo, % P foliar) respecto al tratamiento con fertilizacion industrial, no
asi la aplicacion individual de cada microorganismo, lo que permitio plantear la sustitucion
de fuentes quimicas de fosfatos solubles por fuentes de fosfatos minerales o rocas
fosforicas de baja solubilidad con el uso de este consorcio (Blanco y Reyes, 2018). No
obstante, el efecto de las RPCV puede ser benéfico solo de forma individual y no en
consorcio como ocurrio con el mani forrajero y el maiz (Anzuay et al., 2017).
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Efecto de los fertilizantes industriales sobre los microorganismos del suelo

Para obtener una buena produccion, las plantas requieren de la disponibilidad de
nutrientes esenciales para su desarrollo normal que consiguen del suelo en donde ellas
crecen. Dichos elementos son N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Zn, Mn, Mo y ClI. De todos
ellos, los seis primeros se requieren en cantidades relativamente grandes, mientras que los
demas se necesitan en cantidades muy pequefias. EI N, P y el K son los que se encuentran
en el suelo, generalmente en cantidades menores a las que exigen los cultivos para tener
una produccién rentable, por ello, son los que reciben mayor atencion y se aplican
frecuentemente en un plan de fertilizacion en los conocidos fertilizantes completos NPK.
Sin embargo, la escasez de algunos de los otros nutrientes se remedia mediante el
suministro de cantidades del mismo. Por ejemplo, el Ca y el Mg se adicionan mediante el
encalamiento, y el S se agrega con fertilizantes como el superfosfato simple y el sulfato de
amonio o de potasio (Guzman-Pérez, 1988).

Segun Gianfreda (2015), la fertilizacion inorganica en el suelo incrementa el
contenido de los elementos minerales disponibles o solubles en el suelo, pero preserva o
disminuye varias actividades enziméticas de los microorganismos de la rizésfera. La
fertilizacion organica (por ejemplo gallinaza y pargana) por el contrario incrementa o
mejora la mayoria de las actividades enzimaticas de la rizésfera y en el suelo. En suelos con
rotaciones de trigo y maiz, la abundancia de bacterias, hongos y actinomycetes en la
rizosfera no difiere significativamente entre tratamientos organicos e inorganicos, mientras
que en el suelo no rizosférico ocurren cambios més notorios; lo que sugiere que los
diferentes regimenes de fertilizacion influencian grandemente la comunidad microbiana
tanto en el suelo como en la rizésfera (Ai et al., 2012). Esto fue observado por Reyes y
Valery (2007) quienes obtuvieron que la aplicacion de fertilizante NPK duplico las
densidades bacterianas y fungicas disolventes de P y cultivables en un suelo muy écido (pH
4,5) incrementando asi la biomasa microbiana por efecto de una mejor nutricion de las
plantas de maiz, y por ende mejor calidad de sus exudados radicales produciendo asi un
cambio en la estructura bacteriana, mientras que la aplicacion de roca fosforica como fuente
de P deprimi6 las poblaciones bacterianas posiblemente por un efecto selectivo de la roca
sobre una microflora bacteriana especifica para la disolucién de este tipo de fosfato.

Por otra parte, la remocidn del suelo en sistemas agricolas intensivos y la utilizacién
de fertilizantes disminuyen el pH, lo cual afecta el equilibrio del Al y del Fe liberandolos a
la solucion del suelo, ocasionando un problema de toxicidad para algunos cultivos ya que el
Al inhibe el desarrollo radicular, asi como funciona de quelante para el P y no permite que
esté accesible para las plantas. Por su parte, la microflora edafica (bacterias amonificadoras
y nitrificadoras) funcionan mejor en pH entre 6 y 7, probablemente porque en ese pH es
donde estan disponibles la mayoria de nutrientes que los microorganismos utilizan, de esta
manera una acidificacion del suelo también afecta la actividad microbiana y la tasa de
descomposicion de la materia organica (Torella et al., 2007). En condiciones de pH &cido
se realiza la técnica del encalado (incorporacion de Ca al suelo para neutralizar la acidez
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del mismo), la cual mejora la productividad de los cultivos porque realiza una progresiva
saturacion con calcio de la capacidad de intercambio catidnico del suelo, aumentando asi la
disponibilidad de P y K para el cultivo favoreciendo de esta manera la obtencion de
mayores rendimientos (Bravo, 2000; Navarro, 2003). Junto con la mejora de las
condiciones del ambiente edafico para la microflora bacteriana, aumenta la tasa de
mineralizacion de la materia organica, y se eleva la disponibilidad de N mineralizado para
el cultivo (Rosenberg et al., 2003).

Asimismo, la correccion del pH por el encalamiento incrementa la actividad de los
microorganismos celuloliticos, pues las celulasas bacterianas por ejemplo las de Bacillus
spp. tienen su rango de accion entre pH de 6 a 7 (Howard et al., 2003), asi como al haber
mayor N disponible también se incrementa la degradacion de celulosa (Alexander, 1977).
Conjuntamente, la nodulacion realizada por las bacterias fijadoras de N como los rizobios,
se favorece con el incremento del pH porque mejora la movilidad de estos
microorganismos en el suelo (Glenn y Dilworth, 1994), y la adicion de Ca juega un papel
importante sobre su crecimiento, supervivencia, adsorcion a los pelos radicales del
hospedador, y su capacidad de nodulacion (Caetano-Anollés et al., 1989; Munns, 1970). La
adsorcion de rizobios a los pelos radicales podria estar mediada por rhicadesina, una
proteina cuyo anclaje a la superficie bacteriana es dependiente de la presencia de Ca (Smith
etal., 1991).

Ademas de la fertilizacion hay algunas précticas agricolas importantes que pueden
afectar a la microbiota edafica; éstas se mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1. Efectos de algunas practicas agricolas sobre la microbiota.

Préactica agricola Efecto sobre la microbiota Fuente
Labranza intensiva Inhibitorio/disminucion de la poblacion | Karlen et al.
microbiana (1998)

Destruccion de la estructura del suelo y
por ende del héabitat de los
microorganismos

Incrementa la actividad enzimatica por la
exposicion de nuevas superficies del | Piotrowska-
suelo como los agregados. Aumento de | Dlugosz (2014)
amonificacion de arginina,
deshidrogenasa, e hidrolisis del diacetato
de fluoresceina

Labranza reducida Incrementa la poblacion y la actividad | Carter (1986)
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microbiana debido a una mayor
conservacion de residuos sobre la
superficie del suelo.

Mayor macroagregacion del suelo,

mayor diversidad bacteriana

Lupwayi et al.
(2001)

Monocultivo

Inhibitorio / Disminuye la diversidad /
incrementa presencia de fitopatdgenos

Gbémez y Corlay
(2010)

Residuos industriales

Inhibitorio / toxicidad

Gomez y Corlay
(2010)

Drenaje y aireacion

Estimulatorio / mayor oxigenacion

Gomez y Corlay
(2010)

Aplicacion de pesticidas
Herbicidas: Atrazina,
Linurén, 2,4-D amina

Alaclor

Oxifluorfen y Fluaxifop

Pendimentalin

Disminucion de los microorganismos
celuloliticos por reduccion de los
sustratos carbonados

Menor fijacion de N,

Incremento de la respiracion basal y de la
biomasa microbiana entre los 7 y 45 dias
de su aplicacion.

Sin efecto sobre la microbiota

Frioni (1981)

Salmerén et al.
(1991)

Rodriguez et al.
(2009)

Fungicidas: Toxicidad a los rizobios Blanco et al
Carbodan Estimula el crecimiento de los rizobios | (2013)
Previcur por cometabolismo del producto
Fertilizado y encalado | Incremento de las poblaciones, mayor | Gianfreda (2015)
(fertilizantes industriales o | disponibilidad de nutrientes, mayor
NPK) nodulacion, mayor microbiota
celulolitica
Enmiendas organicas Incremento de las  poblaciones | Gianfreda (2015),

microbianas y de la actividad enzimatica

Rivera-Cruz et al.
(2020)

Riego equilibrado

Mantiene la viabilidad de la microbiota y
la actividad enzimaética

Gbémez y Corlay
(2010)

Control de la erosion

Estimula el crecimiento de la microbiota,
por menores pérdidas de nutrientes

Gbémez y Corlay
(2010)

Tala 0 poda de biomasa
aérea

Incremento de las  poblaciones
microbianas, mayor MOS, mayor

Coyn (2000)
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actividad enzimética

Textura del suelo Aunque no hay diferencias significativas | Jaurixje et al.
entre suelos de textura franca y arcillosa | (2013)

con respecto a parametros bioldgicos,
estos tienden a mostrar valores
superiores en suelos arcillosos. Las
variables biologicas responden més al
manejo del suelo que al grupo textural

Enfoque agroecosistémico y el uso de las RPCV

Desde el punto de vista de la ecologia ecosistémica, definida por Chapin et al. (2002)
como el estudio de las interacciones entre organismos y su medio ambiente como un
sistema integrado en funcion de los procesos, y aun con mas detalle por Agren y Bosatta
(1996) como la subdisciplina de la ecologia que estudia la transformacion, flujo y
acumulacion de energia y materia; aunado en agroecologia al conocimiento de los factores
y procesos que determinan el flujo de nutrientes entre los distintos compartimentos de un
agroecosistema, y entre este y el ambiente que lo rodea para comprender su funcionamiento
(Machado, 2005), podriamos decir que entender cémo es la dinamica entre los
compartimientos del agroecosistema planteado, especialmente la interaccién planta-
microorganismo-suelo nos puede ofrecer informacion acerca de la funcion que podrian
realizar las RPCV al ser incorporadas al cultivo.

En un agroecosistema tal como en un ecosistema, también se dan los procesos
ecoldgicos tales como ciclos de nutrientes, interaccion de depredador/presa, competencia,
simbiosis y cambios sucesionales. Por medio del conocimiento de estos procesos y
relaciones, los sistemas agroecoldgicos pueden ser administrados mejor, con menores
impactos negativos en el medio ambiente y la sociedad, mas sostenidamente y con un
menor uso de insumos externos (Hecht, 1999). En las Figuras 5 y 6 se presentan diagramas
de los principales compartimientos y flujos del agroecosistema que se estudiaran en este
trabajo, en donde se aprecian las posibles diferencias propuestas entre la aplicacion de
RPCV vy la no inoculacion.
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Agroecosistema:
Cultivo de cebolla biofertilizado
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Figura 5. Agroecosistema biofertilizado con RPCV
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Planta Precipitacion
Agroecosistema: =CIPrac
Cultivo de cebolla no biofertilizado
Biomasa asimilatoria
Transl i0
rans ocacion coseilia
Bulbo
Translocacién Retranslocacion
Fertilizacion
Absorcion Exudacién| Mortalidad JPluviolavado
Erosidon y/o
MOs escorrentia
9 M
(3}
= @ M-, o)
N} o] o o
B ; e 5
= = c G
= Es L 8 Riego
© © g
8 g = g (< = h
o S 2 ) S o
o — = = [}
S Minerales |ns II'IS Minerales >
a e A )
Volatilizacién

M = microorganismos D = descomposicién Inm = inmovilizacién S = solubilizacién Ins = insolubilizacién Drenaje
MOS = materia organica del suelo

Figura 6. Agroecosistema no inoculado con RPCV

En el suelo, como en el ambito de la rizosfera de los sistemas agricolas las
interacciones bioldgicas tienen mayor significado porque se les relaciona con la produccion
vegetal (Altamirano, 2003). La comunidad bacteriana puede ser estudiada a través de dos
enfoques: estructural y funcional. Para entender el enfoque estructural es necesario conocer
los grupos de individuos, sus especies y abundancia. Tradicionalmente esto se ha realizado
mediante la extraccion de los microorganismos del suelo por medio de cultivos en el
laboratorio que permitan caracterizar los aislados morfol6gica, bioquimica y
genéticamente, el cual constituye un método directo, y su expresion final es unidades
formadoras de colonias (UFC). Sin embargo, se sabe que aungue los microorganismos sean
viables, solo hasta el 10 % del total puede ser cultivable (Barriuso et al., 2008). Por esta
razén, un conteo directo nos daria una subestimacion de la comunidad total microbiana del
suelo. El enfoque o criterio funcional es una alternativa para estimar la diversidad que se
basa en la caracteristica metabdlica de los microorganismos y constituye asi una
herramienta util, pues es consecuencia de la diversidad genética, de los efectos ambientales
sobre la expresion genética y de las interacciones ecoldgicas con otros taxa (Zak et al.,
1994).
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Los microorganismos del suelo contribuyen a mantener la calidad de los mismos por
la descomposicion de residuos vegetales y animales, su participacion en los ciclos
biogeoquimicos, la fijacion bioldgica del N, la formacion y conservacion de su estructura,
asi como la depuracion de ambientes contaminados con sustancias de caracter xenobidtico
(Frioni, 1999). Los microorganismos son indicadores sensibles por responder a practicas de
manejo de suelos en cortos periodos (meses, afos) y resultan de facil evaluacion (Frioni et
al., 2003). La calidad de un suelo puede definirse como la capacidad para sostener la
productividad biologica, mantener la calidad del ambiente y promover la salud de plantas y
animales (Doran et al., 1996). Un suelo de buena calidad debe realizar funciones de
degradacion, transformacion de nutrientes, produccion vegetal, etc. (Frioni et al., 1999).
Aunque con frecuencia se hace referencia a la calidad y salud del suelo como sin6nimos, en
la calidad se considera a las caracteristicas fisicas y quimicas por encima de las bioldgicas,
mientras que la salud del suelo es principalmente una caracteristica ecoldgica (Van
Bruggen y Semenov, 2000) por lo tanto debe ser reflejada a través de un conjunto de
parametros estandarizados que reflejen los cambios inducidos en el mismo por sistemas de
produccidn, practicas de manejo, clima y actividad del hombre, y en la Tabla 2 se muestran
algunas de estas variables.

Tabla 2. Parametros empleados como indicadores de la calidad del suelo segun Frioni

et al. (1999).
Indicadores fisicos Indicadores quimicos Indicadores biol6gicos
Textura C-organico total Recuentos, biomasa
microbiana
Capacidad de campo pH Actividad enzimatica,
respiracion

Profundidad

Conductividad eléctrica

Medida de la biodiversidad

Densidad aparente

N, P, K, extraibles

N-mineralizable

Actividad bioldgica del suelo

Generalmente, para realizar andlisis de suelos se debe determinar las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas de estos. Las propiedades bioldgicas del suelo contemplan
entre otros indicadores a la actividad bioldgica del suelo, la cual se considera como toda la
la actividad realizada por los organismos vivos, y a sustancias producidas por ellos. Dentro
de las mas importantes destaca la actividad enzimatica, que puede ser intra 0 extra celular
(Tabatabai, 1995). Otras propiedades que se determinan tienen que ver con el ciclo del
carbono en el suelo, pues se sabe que la materia seca microbiana esta compuesta por 50 %

de carbono (Coyn, 2000). El contenido de materia organica total del suelo es
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aproximadamente 40-60 % carbono, por ende, determinar el contenido de C organico total
es muy importante. La materia organica del suelo incluye residuos organicos de origen
vegetal y animal, y determinar el contenido de esta en el suelo es un buen indicador de
fertilidad por su capacidad de proporcionar nutrimentos minerales a las plantas.

La relacion C/N en el suelo juega un papel fundamental en la conversion de la
materia organica por los microorganismos a formas inorganicas disponibles
(mineralizacion), y en la captura de las formas inorganicas de N disponibles dentro de los
microorganismos (inmovilizacion). En condiciones de baja presencia de N en el suelo los
microorganismos lo usan para su metabolismo, mientras que si las condiciones del C son
escasas, los microorganismos lo obtienen del nitrogeno organico disuelto, rompiéndolo y
usando el C del esqueleto carbonado para el suministro de energia requerida en su
crecimiento y metabolismo y de esta manera secretar NH, al suelo. Se ha considerado que
una alta relacion C/N (>25) produce inmovilizacion, mientras que una baja relacion C/N
(<25) en el suelo, produce mineralizacion (Chapin et al., 2002).

Caracterizacion microbiologica del suelo

La caracterizacion microbiolégica del suelo se puede hacer por medio de
mediciones de la biomasa microbiana. La biomasa microbiana es definida segun Jenkinson
y Ladd (1981) como el componente bidtico fungico y bacteriano presente en el suelo
excluyendo a la microfauna y las raices de las plantas. La biomasa microbiana también
precisa el componente funcional de la microbiota del suelo, responsable principalmente de
la descomposicion y reconversion de la materia organica y la transformacion de nutrientes
(Dalal y Meyer, 1987; Smith y Paul, 1990; Witter, 1996).

La biomasa microbiana puede ser determinada indirectamente y principalmente a
través de tres métodos usados y estandarizados para diferentes condiciones de suelo: el
método de Fumigacion-Incubacion (Joergensen, 1996), el método de Fumigacion-
Extraccion (Vance et al., 1987), y la respiracion inducida por sustrato (RIS). La RIS es la
respiracion medida en presencia de un sustrato organico como la glucosa o aminoacidos
(Alef, 1995). EI método de la RIS fue calibrado contra el método de fumigacidn-incubacion
por Anderson y Domsch (1978), quienes obtuvieron una correlacion altamente significativa
de 0,96 al comparar la biomasa microbiana determinada por ambos métodos en suelos con
diferentes caracteristicas. Estos investigadores también determinaron que la glucosa era el
sustrato que inducia la mayor respuesta microbiana, entre un pool de sustratos usados como
fuente de C (glucosa, acido succinico, casaminoacidos, citrato de sodio). Entre otras cosas,
este método cumple con algunas premisas: 1. la respuesta de la RIS en diferentes
organismos es constante, 2. la mayoria de la microbiota del suelo responde durante el
periodo medido (4-6 h), 3. la glucosa es el sustrato que induce la respuesta maxima, 4. La
contribucion de C microbiano de la glucosa no metabolizada por la microbiota es
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insignificante (Sparling, 1995). En este sentido, al determinar la biomasa microbiana se
mide toda la microbiota del suelo, pero se considera que las bacterias nitrificantes, rizobios
y actinomicetes representan un indicador altamente sensible a los cambios en la calidad del
suelo porque su funcion es la degradacion de la materia organica y la nitrificacion; mientras
que otros microorganismos como algas, hongos u otras bacterias como Azotobacter sp. son
menos sensibles porque tienen funciones como denitrificacion, amonificacion y fijacion de
N (Domsh et al., 1983). En este sentido, se calcula que apenas el 10% de la masa fungica es
estimada (comunicacion pers. D. Acevedo). Normalmente los valores de biomasa
microbiana se reportan en mg C Kg™ de suelo seco.

La actividad respiratoria como la respiracion basal (RB) también permite medir la
actividad microbiana del suelo. En ella se determina la produccién de CO, o consumo de
O,. En este caso se determina el CO, desprendido del suelo por la actividad biolégica y del
contenido de C orgénico en el suelo facilmente mineralizable. Se define como la
respiracion sin la adicion de un sustrato organico al suelo (Alef, 1995). Relaciones entre la
RB, la biomasa microbiana y el C organico pueden determinarse a través de los cocientes
metabdlicos.

El cociente microbiano (gMic = (C-biomasa/C-organico) x 100) es considerado como
un indicador de la actividad bioldgica en el suelo y de la acumulacién de MOS, de la
disponibilidad de carbono de los microorganismos, de la eficiencia en la conversion del
carbono a biomasa microbiana y de la estabilizacion del carbono por la fraccion mineral del
suelo (Sparling, 1992), y se reportan valores entre 1 - 4%. Por otra parte, el cociente
metabdlico o cociente ecofisioldgico (QCO, = RB/C-biomasa) es la tasa de respiraciéon por
unidad de biomasa, y el término ecofisiologico hace referencia a la influencia del medio
ambiente sobre la biomasa microbiana como unidad bioldgica, por ende el estado
ecofisioldgico de la microbiota del suelo (Dilly et al., 2001; Insam y Haselwandter, 1989).
A mayor qCO, se dice que la comunidad microbiana esta en condiciones de estrés, o que
es una comunidad joven, pues es mayor la respiracion de los microorganismos que el
tamafio que ocupan y se encuentran en crecimiento (Odum, 1969), o puede haber factores
que estén influenciando su crecimiento como los pesticidas, la salinidad, metales pesados.
De esta manera, mas recientemente el cociente respiratorio (QCO,/C-organico) hace
referencia a la eficiencia metabdlica como la relacion entre el uso eficiente del C y la
calidad de la materia organica en el suelo (Dilly et al., 2001). Dilly et al. (2001) y Dilly
(2005) propusieron este nuevo indice ecofisiolégico llamado cociente de eficiencia
metabolica que no es mas que el cociente metabdlico normalizado por el contenido de
carbono organico. Este parametro integra la respiracion basal, la biomasa microbiana y el
contenido de carbono organico en un solo valor (Paolini, 2018). Los microorganismos son
mas eficientes desde el punto de vista energético si este cociente es menor; y se incrementa
cuando la respiracion es mayor, la biomasa microbiana disminuye y el sustrato es menos
rico y de menor calidad en carbono organico (Dilly, 2005).
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También, la presencia de pesticidas puede alterar o sobreestimar los valores de
biomasa microbiana, porque podrian ser utilizados como sustratos para su metabolismo.
Uno de los trabajos en los que se observo este efecto sobre el crecimiento microbiano fue el
de Blanco et al. (2013), quienes demostraron que algunos microorganismos por ejemplo
algunos rizobios, pueden cometabolizar pesticidas como los carbamatos, e incrementar la
poblacién microbiana hasta tres veces su biomasa. Asi, el cometabolismo es una forma de
degradacion de un compuesto cuando éste no actla directamente como fuente de nutrientes
sino que se deben emplear otras fuentes, como la glucosa, y que al disminuir este
compuesto en el medio induzca la produccion de enzimas necesarias para la degradacion
del pesticida (Alexander, 1977).

En Venezuela, existen varios antecedentes sobre la determinacion de la biomasa
microbiana en suelos bajo diferentes manejos. En la Tabla 3 se muestran algunos valores
relacionados con suelos que presentan actividades agricolas.

Tabla 3. Valores de biomasa microbiana en algunos suelos de Venezuela.

Lugar del suelo Tipo de Uso o Valores de Método Fuente
sueloy manejo del biomasa usado
profundidad suelo microbiana
mg Cmic Kg™ suelo
Paramo de Gavidia, Inceptisol Suelos con 13,8a212,1 FE Llambiy
Mérida-Venezuela T uso agricola Sarmiento
extura (hortalizas (1998)
arenosa varias)
0-20 cm
Tucutunemo, Maracay ND Suelos de uso 330 a 639 FEvyFI Delgado y
y Arenales, Venezuela agricola Espafia (2000)
0-20 cm
(hortalizas
varias)
La Azulita (Mérida- ND Orgénico 472 RIS Paolini (2018)
Venezuela)
Microcuenca del rio 05 Tradicional 463
Monaicito (Trujillo- - em radiciona
Venezuela)
Sta. Cruz de Mora Convencional 246
(Mérida-Venezuela)
Suelos
cafetaleros
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Suelos de la cuenca del | Aluviales Unidad de 200 a 1550 RIS Ruiz y Paolini
Lago de Valencia Fluventic produccion (2004)
Ustropepts | agricola (cafa
Francos de azlcar y
gruesos banano)
Suelos con
vegetacion 1000
natural
Lacustr_inos Unidad _o!e 600 a 1400
Mollic produccion
Ustifluvents | agricola (cafia
Francos de azucar y
banano)
0-5cm Suelos con
vegetacion 1500
natural

ND= no disponible

Al respecto, en estos trabajos se han determinado valores de los cocientes
ecofisioldgicos. Por ejemplo, Ruiz y Paolini (2004) encontraron valores del gMic entre 1,4
% y 4,1 % en suelos cultivados con banano y cafia de azlcar, estando dentro del intérvalo
indicado para suelos agricolas de acuerdo con Insam (1990), con un promedio de 2,95 %
para suelos cultivados, y 2,04 % para suelos bajo vegetacion natural, siguiendo la tendencia
a este valor ser menor en suelo con vegetacion natural que en suelos cultivados, mostrando
que a menores valores de este indice posiblemente haya una considerable proporcion de
carbono organico muy humificado y por lo tanto dificilmente utilizable por los
microorganismos. En este sentido, se deduce a mayores valores de gMic hay mayor
cantidad de C labil, y por lo tanto disponible este para la microbiota. Por su parte, Paolini
(2018) también determind que el manejo del suelo y el estado nutricional del mismo,
influyen sobre el gCO; y el gCO,/C-organico, indicando que los valores mas altos estan en
el tipo de manejo convencional, y los valores mas bajos en los manejos tradicional y
organico, mostrando asi que los microorganismos estarian bajo un mayor estrés en un suelo
con manejo convencional, posiblemente por la adicion de agroquimicos.

Caracterizacion bioquimica del suelo
Las actividades de los microorganismos requieren la participacion de un conjunto de
enzimas y la correcta escogencia de una de ellas puede reflejar la actividad bioldgica global

(Frioni, 1999). En el suelo hay una composicion de diferentes enzimas intracelulares o
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endoenzimas liberadas de células desintegradas, extracelulares o exoenzimas liberadas de
células vivas, y enzimas unidas a constituyentes celulares (Tabatabai, 1995). En ese pool
enzimaético alli presente estan las producidas por los microorganismos (bacterias y hongos),
o las derivadas de la MOS tales como animales y plantas (raices, residuos vegetales lisados,
tracto digestivo de pequefios animales, etc) (Rao et al., 2014). La actividad enzimatica
puede verse afectada por factores naturales como propiedades fisico-mineraldgicas, fisico-
quimicas del suelo, organicos, y por factores antropogénicos como manejo agricola (como
la historia de uso del suelo), contaminacion ambiental, compuestos como fertilizantes,
pesticidas, sales, metales pesados, etc. Algunas enzimas importantes utilizadas para
describir la fertilidad del suelo y su funcion se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Actividades enzimaticas utilizadas para el estudio de la fertilidad del suelo de
acuerdo con Piotrowska-Dlugosz (2014).

Enzima/actividad ., )
Funcién que cataliza

enzimatica
Las deshidrogenasas oxidan la materia orgénica del suelo por transferencia de
Actividad protones y electrones desde los sustratos organicos a aceptores inorganicos.
deshidrogenasa Importante para estudiar la actividad respiratoria de los microorganismos y

células viables.

Actividad nitrato | Cataliza la reduccién del nitrato a nitrito. Importante en la asimilacién de N por

reductasa las plantas y el ciclo del N.

Enzima responsable de la hidrélisis de la urea para producir amonio y CO,,

Ureasa : , ) S

incrementar el pH y liberar N a la atmésfera por volatilizacion.

Las celulasas son enzimas hidroliticas que catalizan la ruptura la celulosa para
Celulasas . .

liberar el carbono de residuos vegetales en el suelo.

Rompen carbohidratos de bajo peso molecular para producir glucosa como

Glucosidasas fuente de carbono para el crecimiento y actividad microbiana. Importante en el

ciclo del C.

Catalizan la hidrdlisis de compuestos de P organico y lo transforman a formas de
Fosfatasas P inorganico asimilables por plantas y microorganismos (iones ortofosfatos).
Importante en el ciclaje de P.

Fundamentos de las actividades enzimaticas a detectar

En cuanto al ciclo del N, algunos fundamentos de las actividades enzimaticas que se
pueden determinar implican que por ejemplo para la actividad ureésica se determina el
amonio liberado a partir de una solucion de urea por la actividad de la enzima ureasa en el
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suelo incubada por dos horas a 37 °C (Kandeler y Gerber, 1988). Esta reaccion esta basada
en la reaccion de Berthelot (reportada en 1859), la cual consiste en la reaccion del idn
amonio con el hipoclorito de sodio en presencia de un fenol como el salicilato, formando un
indofenol a pH bésico de color verde esmeralda (Paolini, 2011). La amonificacion de la
arginina permite determinar el amonio que se libera después de la incubacion por tres horas
con L-arginina (Alef y Kleiner, 1987), bajo la misma premisa de la reaccion de Berthelot.
Esta medicion correlaciona muy bien (R=0,89 y R=0,93) con la medida del ATP vy la
biomasa microbiana con la RIS (Lin y Brookes, 1999). Por otro lado, la mineralizacién de
N indica la capacidad de la comunidad microbiana del suelo para convertir el nitrégeno de
residuos organicos en formas disponibles para las plantas, basicamente en amonio por las
condiciones anaerobias del experimento. Ahora bien, con respecto al ciclo del P, la
medicién de la actividad fosfomonoesterasa (fosfatasa) tanto acido como alcalina, permite
tener una idea del ciclaje del P en el suelo, pues indica que tan disponible seria el P para las
plantas (Piotrowska-Dlugosz, 2014), al determinar colorimétiricamente el p-nitrofenol
liberado luego de la incubacion en una solucion tamponada (pH 6,5 y pH 11) de p-
nitrofenilfosfato a 37 °C por una hora (Tabatabai y Bremner, 1969). La medicion de la
actividad deshidrogenasa refleja el rango de la actividad oxidativa de los microorganismos
del suelo, por lo tanto puede ser tomada como un indicador del metabolismo activo de la
microbiota, por ende, de la actividad microbiana del suelo (Piotrowska-Dlugosz, 2014); y
se basa en la extraccion con metanol y la determinacion colorimétrica del trifenilformazan
que se origina despueés de incubar el suelo con cloruro de tetrazolium (TTC) a 37 °C por 24
h (Casida et al., 1964). Mas recientemente la actividad total de los microorganismos en el
suelo puede determinarse mediante un método sencillo propuesto por Adan y Duncan
(2001), quienes a través de la hidrdlisis del diacetato de fluoresceina (DAF), encontraron
que este puede ingresar a las células mediante un transporte no especifico, y es liberado
como un compuesto coloreado fluorescente que se acumula en las células. Las células no
vivas son incapaces de tomar el derivado de la fluoresceina y por lo tanto no muestran
coloracién. Es un método rapido, sensible y facil (Solaiman, 2007).

Como ya se ha mencionado, las précticas agrondmicas convencionales pueden incidir sobre
la comunidad microbiana del suelo. A medida que hay presencia de fertilizantes quimicos
en el suelo, estos pueden inhibir la actividad enzimatica de los microorganismos por la
presencia del producto en el suelo (Armado et al., 2009).

Respuestas de las RPCV ante factores ambientales

Ecosistémicamente hablando, las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal de
interés agricola constituyen una parte de la ecologia microbiana, la cual estudia cémo las
funciones microbianas se modifican por influencia de los factores bidticos y abioticos que
afectan los cultivos (Altamirano, 2003). Sus respuestas dependeran de las propiedades del
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suelo, de los factores ambientales, de las interacciones y de la suma de esos factores que
favoreceran o no la expresion del potencial genético de las rizobacterias (Altamirano,
2003), en consecuencia su efecto sobre un cultivo en estudio. En la interaccion planta-
microorganismo, por el efecto de los exudados radicales y el reconocimiento hospedador-
huésped, se desencadenan una serie de reacciones y expresiones genéticas, muchas veces en
respuesta a factores del medio ambiente. Yang et al. (2009) proponen el término Tolerancia
Sistémica Inducida (TSI) a la serie de cambios fisicos y quimicos inducidos en las plantas
por las RPCV que resultan en una mayor tolerancia al estrés abiotico. En la Figura 7, se
muestran los efectos de las RPCV para producir la TSI, en condiciones de sequia, estrés
salino, y baja fertilidad del suelo.
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Figura 7. Tolerancia Sistémica Inducida (TSI) por las RPCV, en condiciones de
sequia, estrés salino, y baja fertilidad del suelo. Las flechas discontinuas sefialan los
compuestos bioactivos secretados por las RPCV. Las flechas continuas indican los
compuestos vegetales afectados por los compuestos bacterianos. ACC deaminasa = 1-
aminociclopropano-1-carboxilasa, ERO = especies reactivas al oxigeno, TAK =
transportadores de alta afinidad de K*. Fuente: Yang et al. (2009).

Otras investigaciones sugieren cambios en la actividad enzimatica de los
microorganismos por estreses ambientales. Por ejemplo, en el estudio de Sanaullah et al.
(2011) se detecto que la actividad enzimatica puede afectarse por las condiciones de sequia,
especialmente en un suelo no cultivado, ya que en suelos cultivados parece existir un
incremento de la demanda de N y con ello el aumento de algunas actividades enzimaticas
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asociadas a este elemento. Song et al. (2012) determinaron la influencia del estrés hidrico
sobre las enzimas de la rizosfera en especies tolerantes y no tolerantes a la sequia. En su
investigacion midieron la actividad fosfatasa &cida y alcalina, proteasa, y catalasa, y
obtuvieron que para el hibrido de maiz Baidan 9 (tolerante a la sequia) hubo mayor
actividad enziméatica y mayor cantidad de &cidos organicos, en comparacion al hibrido
Baidan 31 (no tolerante a la sequia), indicando que al parecer las enzimas del suelo mas los
exudados radicales participan en la tolerancia a la sequia.

La salinidad en el suelo disminuye la actividad enzimatica en general. Esta condicion
puede presentarse en suelos &ridos y semiaridos. La salinidad puede reducir la biomasa
microbiana y esto a su vez lleva a una baja produccion de enzimas. Puede ocurrir también
que altos niveles de sales desestabilicen los complejos enzimaticos y produzcan una
desecacion osmotica en las células microbianas, las enzimas se liberan y son
desnaturalizadas en el suelo (Gianfreda, 2015).

Adicional a estas condiciones, un incremento del CO, atmosférico podria producir un
efecto cebador en la rizosfera, conocido como RPE por sus siglas en inglés rhizosphere
priming effect (Haichar et al., 2014). El efecto priming o cebador es el efecto de fuertes
cambios a corto plazo en la tasa de recambio (turn-over) de la MOS causada por
tratamientos moderados del suelo, en consecuencia, por la adicion de sustratos de C
orgénico al suelo. La tasa de recambio de la MOS est4 determinada por variaciones en el
flujo de CO; o la tasa de mineralizacion del N. En la rizésfera hay mayor C l&bil y mayor
produccién de enzimas, lo que produce una mayor descomposicion cometabodlica de la
MOS (RPE). De esta forma, una mayor concentracion de CO, atmosférico produciria
mayor flujo de C en la planta lo que implicaria una mayor variacion cualitativa y
cuantitativa del flujo de C en la rizosfera, por lo tanto una aceleracion del metabolismo
(respiracion, cometabolismo, produccion de enzimas) (Gianfreda, 2015).

Aspectos sobre el crecimiento y produccion vegetal

Taiz y Zeiger (2010) definen el crecimiento como un aumento constante en el tamafio
de un organismo, acompafiado por un proceso de morfogénesis y diferenciacion celular. El
crecimiento de los diferentes 6rganos de la planta es un proceso fisioldgico complejo que
depende directamente de la fotosintesis, la respiracion, la division celular, la elongacion, la
diferenciacion, entre otros, y que ademas esta influenciada por factores como temperatura,
intensidad de luz, densidad de poblacion, calidad de la semilla, disponibilidad de agua y de
nutrientes (Mohr y Schopfer, 1995).

Hunt (1984), menciona que el andlisis del crecimiento es una aproximacion cuantitativa
gue usa datos simples y béasicos para la descripcion e interpretacion de las plantas que
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crecen bajo condiciones naturales o controladas. Barrera et al. (2010) plantean que en el
andlisis de crecimiento se usan indices tales como &rea foliar especifica (indice morfoldgico
que describe una proporcion entre el potencial fotosintético y el respiratorio, relacion entre
el &rea foliar total y la masa seca total por planta), indice de éarea foliar (&rea de hojas
verdes (m?) por metros cuadrados de suelo), tasa de crecimiento absoluto (una tasa de
cambio en tamafio, 0 sea un incremento del tamafio por unidad de tiempo), y tasa de
crecimiento relativo (definida como el aumento en la cantidad de masa seca por unidad de
biomasa y tiempo de acuerdo con Casierra y Vargas (2015)). Los valores se obtienen de los
muestreos destructivos estimados como masa seca en dos tiempos consecutivos.

En el ambiente, existen estreses que se pueden encontrar como el hidrico, temperaturas
extremas, baja disponibilidad de nitrogeno, presencia de metales pesados, alta salinidad, y
sombra por plantas vecinas, entre otros. Las plantas responden a estos estreses a traves de
diferentes mecanismos que se desarrollan en distintas escalas de tiempo de acuerdo a la
naturaleza del estrés y al proceso fisioldgico que es afectado. En el estudio de individuos,
funcionamiento, procesos y como éstos son influenciados por el ambiente (ecofisiologia) se
reconocen tres escalas temporales en relacion a cémo las plantas enfrentan estos estreses: 1.
Respuesta al estrés (entre segundos y dias), 2. Aclimatacion (entre dias y semanas), y 3.
Adaptacion (afios o siglos) (Lambers y Oliveira. 2019). Las plantas responden a estreses
abioticos mediante cambios fisioldgicos, morfol6gicos y anatémicos que conciernen hojas,
tallos y raices (Chelli-Chaaboum, 2014). Los estreses mencionados podrian afectar los
procesos productivos como la distribucion de asimilados y su balance dentro de la planta,
afectando a su vez las tasas de crecimiento vegetal y produccion.

En la Tabla 5 se describen los cambios que ocurren en las plantas al estar expuestas a
factores abidticos estresantes (Taiz y Zeiger, 2010; Lambers y Oliveira, 2019).

Tabla 5. Cambios bioquimicos y fisiologicos en las plantas por efecto de factores
ambientales.

Tipo de estrés Efectos primarios en la Efectos secundarios en la planta
planta
Déficit hidrico Reduccion  del  potencial | Reduccion del area foliar
hidrico Reduccion de las actividades
Deshidratacion celular celulares y metabolicas
Incremento de la resistencia | Ajuste o cierre estomatico
hidraulica Inhibicion fotosintética
Abscision foliar
Cavitacion
Muerte celular
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Produccion de ERO
reactivas del oxigeno)
Citotoxicidad de iones
Déficit en la absorcion y transporte
de nutrientes

(especies

Alta temperatura

Desestabilizacion proteica y
de la membrana celular

Inhibicion fotosintética y respiratoria
Produccion de ERO

Muerte celular

Deshidratacion foliar o pérdida de
turgor.

Incremento del DPV (diferencial de
presion de vapor entre la hoja y el
aire) y cierre estomatico

Congelamiento

Reduccion  del
hidrico
Deshidratacion celular
Formacién de cristales de

hielo en el simplasto

potencial

Iguales que para el déficit hidrico
Destrucciéon fisica de la membrana
celular

respiracion celular

Alta intensidad | Fotoinhibicion Inhibicion de la reparacion del
luminica Produccion de ERO fotosistema Il

Menor fijacion de CO; en las células
Nutricional Disminucién de la tasa de | Disminucion de la tasa de

crecimiento y menor captura de iones
Interrupcion del metabolismo
Aparecen sintomas de deficiencia
Susceptibilidad ante fitopatdgenos

Aspectos sobre el balance hidrico del agroecosistema

La carencia 0 exceso de agua limitan el crecimiento de los cultivos. El crecimiento
se ve inhibido o estimulado de acuerdo a la naturaleza, severidad y duracién del estrés. El
estrés hidrico por déficit induce también la deficiencia nutricional, y afecta la regeneracién
y crecimiento foliar por la reduccion de la formacion de nuevas hojas y la disminucion del
area foliar. Las plantas incrementan la distribucion de fotoasimilados hacia la raiz en
respuesta al déficit hidrico, para incrementar su superficie de absorcion (Chelli-Chaaboum,

2014).

El mantenimiento del turgor de una planta es de particular importancia en
condiciones de estrés hidrico. La disponibilidad de agua en el suelo y la transpiracién son
los factores que determinan el suministro y la pérdida de agua respectivamente. En este

26




Capitulo 1

sentido, los estomas ejercen el mayor control sobre las relaciones hidricas en una planta
debido al gradiente de potencial hidrico entre la hoja y el aire (Azdcar y Rada, 2006). La
reduccion de la conductancia estomética por el estrés hidrico afecta directamente el
intercambio gaseoso y por ende, la fotosintesis. Las plantas pueden disminuir la pérdida de
agua a través del cierre estoméatico para hacer un uso mas eficiente del agua (Chelli-
Chaaboum, 2014; Azo6car y Rada, 2006), mecanismo que a su vez afecta los procesos de
absorcion de agua y nutrientes.

Desde el punto de vista de las relaciones hidricas, el potencial hidrico indica el
estado hidrico de la planta y representa la suma del potencial osmético y de turgor (presion
hidrostatica) (yw = wx + yp). La transpiracion es un efecto directo sobre la planta y es el
mayor componente en cuanto al balance energético de la hoja se refiere. Con respecto al
suelo, se hace referencia al potencial matrico (W), el cual se refiere a la fuerza con la cual
el agua es absorbida por las superficies del suelo, tales como particulas o coloides y en
muchos casos es considerado como un componente del potencial de presion (Chapin et al.,
2002; Lambers y Oliveira, 2019). A través de las curvas presion-volumen se pueden
determinar los componentes del yy, la presion de turgor (yp), el potencial osmotico (yx), Y
relacionarlos con el contenido relativo de humedad en la planta (Lambers y Oliveira, 2019).
Ademas, de estas curvas es posible determinar otras caracteristicas como el mddulo de
elasticidad, el punto de pérdida de turgor, el contenido de agua en el punto de pérdida de
turgor, y el potencial osmético en el punto de turgencia maxima y a turgencia cero (Lenz et
al., 2006).

Por otra parte, las plantas que se encuentran bajo un déficit hidrico pueden ajustar
osmoticamente para ser lo menos afectadas posible por la disminucion del potencial
hidrico. Esto es, las plantas incrementan la concentracion de solutos en sus células para
aumentar la presién de turgor al estas hidratarse y asi mantener su rigidez original. Estos
solutos acumulados en las vacuolas de las células son frecuentemente iones inorganicos o
acidos organicos que reducen la actividad de enzimas citoplasmaticas y las plantas pueden
sintetizar otras sustancias compatibles y que no tienen efecto negativo sobre el metabolismo
celular, por ejemplo glicinabetaina, sorbitol, y prolina (Lambers y Oliveira, 2019).

La apertura estomatica responde a sefiales de la raiz durante el estrés hidrico (&cido
abscisico ABA), y también bajo condiciones favorables de agua y nutricidon (citokininas
CK). Por otra parte, la respuesta estomatica también depende de la concentracion de CO, en
el mesofilo, la cual depende de la actividad fotosintética y el estado hidrico de la epidermis.
Ademas, la respuesta estomatica también es afectada por factores climéaticos como la luz,
temperatura, humedad atmosférica, y velocidad del viento (Schulze et al., 2019).

En condiciones de estrés hidrico se sintetiza el ABA en la planta, principalmente en
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las raices y de ahi es traslocado a las hojas via xilema. EI ABA induce el cierre estomatico
para reducir la transpiracion y asi prevenir la pérdida de agua en condiciones de estrés
hidrico. EI ABA estimula el incremento del Ca** en el citosol por la induccién del flujo de
calcio a través de la membrana plasmatica y la liberacién dentro del citosol en lugares
como las vacuolas. La estimulacion producida por el incremento del ABA activa la
produccion de ERO como el peroxido de hidrégeno, y también estimula la sintesis de 6xido
nitrico en las células guardianas. A su vez, el ABA inhibe la bomba protdnica de la
membrana plasmatica de las células guardianas, bloqueando de esta manera la entrada de
K"y con ella la entrada de agua a las células, por lo que se reduce el potencial hidrico y
ocurre un cierre estomético (Taiz y Zeiger, 2010).

En la Figura 8, se presenta un resumen de los procesos fotosintéticos que se afectan
en la planta cuando se encuentra en estrés por déficit hidrico.

Cierre Disminucion de la
estomatico concentracion interna de
c0,
Disminucion
del flujo de S I
CO; Ia
fotorrespiracién
Disminucion del numero
dehojasyde la
expansion foliar
Produccion Dafio o
de ERO oxidativo en (arbo.xllaoén
el cloroplasto limitada
Disminucion de las
actividades PEPC,
NADP-ME, FBP, PPDK,
Rubisco
Baja regulacion del
transporte
electronico no ciclico

Rubisco:ribulose-1, S-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa; PEPC: Fosfoenolpiruvato carboxilasa; NADP-ME: enzimamalica
NADP; FBP: fructose-1, 6-bisfosfatasa; PPDK: Piruvato ortofosfato dikinasa.

Figura 8. Posibles mecanismos que disminuyen la actividad fotosintética bajo condiciones
de sequia (Farooq et al., 2012).

Sobre el cultivo de cebolla, el cual es el agroecosistema escogido para desarrollar esta
investigacion, son escasos los datos ecofisiologicos disponibles y menos aun sobre las
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respuestas ante el estrés por déficit hidrico, a pesar de que en general se conoce que esta
especie es relativamente tolerante a la sequia. Bosh (1999) realiz6 un estudio sobre las
bases ecofisiologicas de este cultivo y encontrd que en situaciones de estrés hidrico por
riego infrecuente hay variedades que son mas tolerantes que otras ante este estrés, pero que
en general la cebolla es sensible a la falta de agua en términos de rendimiento. Estrada-
Prado et al. (2015) evaluaron el efecto de tres niveles de humedad en el suelo (100 %, 75 %
y 50 % de la capacidad de campo) sobre el rendimiento de bulbos de cebolla en cinco
variedades de cebolla, resultando superior en rendimiento el hibrido F1 2000 y la variedad
Sivan, considerandose como relativamente tolerantes ante la escasez de agua en el suelo
frente a las otras variedades utilizadas (Caribe-71, H-222, y Texas). Otros estudios reportan
ajustes osmoticos en cebolla como el incremento en el contenido de proteinas en respuesta
al déficit hidrico inducido entre 85 y 60 % de la ETc, con una mayor EUA de riego aunque
con una disminucion del significativa en el rendimiento (Kumar et al., 2007). Por otro lado,
Nava-Sanchez et al. (2004), en un estudio sobre la aplicacién de fertilizantes foliares para
evaluar mayor rendimiento, midieron algunos parametros ecofisioldgicos importantes para
tomarlos en cuenta como referenciales para esta especie. Con base a esta informacion, se
muestran datos ecofisiologicos de cultivos que sirven como marco de referencia para el
presente trabajo, pues son cultivos de interés econdémico en los que se ha evaluado
pardmetros similares a los que se determinardn en esta investigacion como la tasa de
asimilacién de CO, (A), conductancia estomatica (Gs), tasa de transpiracion (E), entre otros
para el agroecosistema cebolla (Tabla 6). Al respecto, podemos mencionar que la cebolla
muestra una A intermedia con relacion a los otros cultivos mostrados, mientras que muestra
una E con valores altos por encima de los cultivos que se presentan (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros ecofisiolégicos en algunos cultivos de ciclo corto y perennes de
importancia econémica

Cultivo
Variable Maiz Tabaco | Pimentén | Platano Aji | Cacao | Cebolla
A (umol CO, m?s) 54,15 43,47 45,89 14 18 2,2 6,2-28,9
GS (mmol H,0 m?s?) 318 670 496 350 350 60 610-880
E (mmol H,0 m?s™) 15,34 19,01 18,78 5 7 25 |935-11,58
DFFF(umol m?s) 1518 1811 1959 1500 1600 750 nd
Fuente Escalante | Escalante | Escalante | Jaimez et | Jaimez | Rada Nava-
etal. etal. etal. al. y etal. | Sanchez et
(2008) (2008) (2008) (2005) Rada | (2005) | al. (2004),
(2015) Kutty et al.
(2014)

A= tasa de asimilacion de CO,, Gs= conductancia estomatica, E= tasa de transpiracion,
DFFF= densidad de flujo fotonico fotosintético, nd= no disponible.
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El recurso hidrico en zonas semiaridas

El manejo del recurso hidrico en zonas semiaridas constituye un punto importante en
la produccién de los cultivos, pues depende de la cantidad de agua con la que se cuenta en
estas zonas para regar, por lo que debe haber una mayor eficiencia en el uso del agua
(EUA) en estos sitios. En la zona de San Juan de Lagunillas, Mérida-Venezuela escogida
para desarrollar el presente estudio, hay un régimen de precipitacion que ha ido
disminuyendo en los ultimos afios, lo que permite establecer ensayos relacionados al déficit
hidrico. En la Figura 9 se observan los registros de precipitacion en la tltima década en esta
zona.

Precipitacion total anual en milimetros periodo 2010 -2015
Estacion meteoroldgica experimental San Juan de Lagunillas — estado Mérida
1.000 -
900 -
La linea es el promedio de 502,3 mm
800 | 769,0 calculado para el periodo 1995 - 2015
700 - 671,1
600 | 548,9
500 | 463,6
400 366,6
300 7 235,9
200
100
0
2010 2011 2012 2013 2014 2015

Figura 9. Precipitacion anual total (mm) desde 2010 al 2015 en San Juan de Lagunillas, Mérida
(Urbina et al., 2015). Las barras azules indican precipitacion por encima del promedio. Las barras
rojas indican precipitacion por debajo del promedio.

Las condiciones de precipitacion en las zonas semiaridas a nivel mundial también
tienen implicaciones sobre los cultivos; antagonicamente a la poca disponibilidad de agua
para riego, la fertilidad natural de los suelos en estas zonas se incrementa debido al poco
lavado, pérdida de suelos, y la reducida lixiviacion de nutrientes lo que hace que se vuelva
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productivo mediante el riego (Osman, 2014), gracias al aumento del proceso de
meteorizacion.

La escasez de agua para la agricultura cada vez es mas recurrente y la necesidad de
lograr un mejor aprovechamiento de ella, ha interesado a grupos de investigacion en dirigir
estudios de nuevas estrategias de riego, que tiendan a disminuir los aportes hidricos, con el
menor impacto posible en la produccion y calidad de la cosecha (Ferreyra y Selles, 1997).
El riego deficitario controlado (RDC) es desarrollado con el fin de optimizar el uso del
recurso hidrico, y bajo esta premisa, el RDC plantea reducir el consumo de agua total
aplicada a determinado cultivo (Sanchez y Torrecillas, 1995). EI RDC difiere de un estrés
hidrico natural, ya que una estrategia de RDC busca llevar a la planta a un ligero estrés en
un estado fenoldgico en el cual la produccion no sea afectada (Mitchell et al., 1984).

En el fundamento para la elaboracion de estrategias de RDC se tienen que tener en
cuenta los factores que pueden condicionar su viabilidad: los periodos criticos del cultivo,
nivel de coincidencia entre el crecimiento vegetativo y el del fruto, las caracteristicas del
suelo, el sistema de riego, el clima (para el cual debe ser indispensable que la pluviometria
de la zona a utilizar sea escasa), el material vegetal, resistencia a la sequia, y reparto de
asimilados (Fabeiro y LoOpez, 2005). Teniendo disponible el climadiagrama de la zona
también se puede planificar el momento de siembra para los cultivos, con la finalidad de
disminuir el agua aplicada por riego y aprovechar la proveniente de la precipitacién. En
este caso, en San Juan de Lagunillas, a pesar de presentar un régimen bimodal (Figura 10),
la precipitacion no suple el requerimiento hidrico de ningun cultivo, por lo que el riego en
esta zona debe ser integral.

San Juan (1050 m) 18,7 °C 528,86 mm
{3-28}
100 50

80 - - 40
60 - 30

v 20

F 10

075 T T T T T T T T T T — 0
12,4~ ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

Figura 10. Climadiagrama de Gaussen de San Juan de Lagunillas, Mérida, Venezuela, para
los afios 1970 a 1997 (Aranguren et al., 2012).
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La exploracion de estratos en profundidad en busca de agua podria ser uno de los
primeros mecanismos de adaptacion de las plantas a condiciones de estrés hidrico. Por otro
lado, el ajuste osmotico es un mecanismo adaptativo que ocurre en muchos cultivos, lo cual
permite mantener el turgor de la célula a bajos potenciales hidricos (Castel y Fereres,
1982).

Schulze (1986) sefiala que el déficit hidrico del suelo puede provocar la emision por
parte de las raices de sustancias quimicas que inducen a su vez en las hojas un efecto de
mayor duracion del cierre estomatico para evitar la deshidratacion foliar. Cuando este cierre
es insuficiente, se inducen procesos de defoliacion para disminuir las pérdidas de agua por
transpiracion.

El requerimiento hidrico de un cultivo puede establecerse para cada una de las
diferentes fases, tomando en cuenta el coeficiente del cultivo y la evapotranspiracion de la
zona en donde se haya sembrado. Esto permite hacer un uso eficiente y controlado del
agua.

Varios estudios han permitido evaluar algunos efectos de la aplicacién de déficit
hidrico controlado bajo riego en San Juan de Lagunillas, Mérida. Pérez (2007) demostro
que la utilizacion del riego localizado (cinta de goteo) permite el ajuste de las cantidades de
agua a aplicar y el tiempo apropiado para el método de reposicion de la tina y el
tensiometro, y también permite que toda el area cultivada reciba uniformemente el agua
aplicada y que ésta queda almacenada en la zona del suelo para el aprovechamiento del
sistema radicular de las plantas de aji dulce en una parcela experimental del IIAP-ULA en
San Juan de Lagunillas en Mérida, Venezuela. Ademas, para el aji resultd favorecedora la
frecuencia de riego cada dos dias en contraste con la frecuencia diaria, ya que incrementd el
crecimiento y la produccion mostrando un mayor nimero de hojas, flores y produccién
total.

Romero (2007) evalu6 diferentes regimenes de riego siendo éstos 100 %, 80 %, 70
% y 60 % de la ETc (evapotranspiracion del cultivo) de tomate para las condiciones del
IIAP-ULA, y no obtuvo diferencias significativas entre los tratamientos para el rendimiento
comercial, pero los mayores rendimientos los obtuvo con los tratamientos 80 % y 100 %
del riego requerido para el cultivo con 53,16 t ha™ y 51,56 t ha™ respectivamente. Siendo el
tratamiento 80%, es decir afectando la evapotranspiracion del cultivo por el coeficiente de
0,80 el que mostré el rendimiento total y comercial méas elevado con 62,71 t ha™ y 53,16 t
ha™ correspondientemente. Asi mismo, logré un ahorro de 22 % en el volumen de agua
aplicado con relacion al coeficiente 1 (100 %) que representa el manejo de agua que
comunmente aplican los agricultores para el tomate.

Rodriguez (2010) demostré que bajo tratamientos de estrés hidrico de 100 %, 80 %
y 60 % de ETc del cultivo de pimenton, una frecuencia diaria y el tratamiento 60 % se
obtiene una mayor eficiencia significativa de uso del agua siendo 18,73 kg m™ para el 60
%, y 12,01 kg m™ para el 100 % del requerimiento del agua, representando esto un
incremento del 56 % de la EUA. En este estudio no hubo diferencias significativas entre los
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tratamientos en cuanto al rendimiento, diametro del tallo, materia seca, diametro ecuatorial
y polar del fruto, en la frecuencia de riego diaria, y el mayor rendimiento fue con el
tratamiento 100 % ETc con 50,313 t ha™’. Sin embargo, con la frecuencia de riego cada dos
dias y con el 60 % de la ldmina de agua, se presentaron condiciones limitantes de agua y
nutrientes en el desarrollo de las plantas que redujeron el rendimiento y las demas variables
analizadas. Pero con la lamina 80 % ETc que también representd condiciones limitantes
para el cultivo en el suelo del HAP-ULA, las plantas pudieron desarrollarse desde el punto
de vista fisioldgico y utilizar mas eficientemente el agua y los nutrientes disueltos y por
ende alcanzar un mayor rendimiento, asi como mayor diametro del tallo, namero de frutos,
altura de la planta y didmetro del fruto, en comparacion con la lamina de riego del 100 %.
Esto sugiere que, para este cultivo en estas condiciones debe reponerse el agua entre el 80 y
100 % de la evaporacion determinada por la tina de evaporacion tipo A.

Sin embargo, como ya se menciond anteriormente, los estudios que evallen
parametros ecofisioldgicos bajo estos regimenes de estrés hidrico controlado o inducido son
escasos, aun mas, los referentes al cultivo de cebolla.

El cultivo de cebolla (A. cepa)

La cebolla es originaria de Asia Central (antiguo reino de Persia) lo que es hoy dia
Irdn. Los habitantes de comarcas asiaticas de la cuenca del Eufrates y Tigris fueron los que
le dieron la importancia alimenticia y la consideraron una planta sagrada. Los babilonios la
cultivaron y la dieron a conocer a los egipcios, y posteriormente se diversifico a Grecia, y al
Imperio Romano. Finalmente ingresa a nuestro continente americano con la llegada de
Cristobal Colon en 1492, y se propag6 el cultivo por todo lo que fue la América Espafiola
(Guzman-Pérez, 1988). Es un cultivo de ciclo corto. Su principal uso es en la cocina como
uno de los alimentos de mayor consumo en la poblacién, ademas de tener usos medicinales,
entre otros. Se propaga a través de semillas y bulbos (Lopez-Torres, 2006). En el mundo,
los paises de mayor exportacion son Holanda, Espafia, Estados Unidos, Italia e India.

La cebolla es un cultivo de alto valor econdmico actualmente en Venezuela, pues
como en la mayoria de las hortalizas, su produccién es costosa por la carencia de semillas
certificadas y de fertilizantes quimicos, asi como el alto costo de los agrotoxicos los cuales
se han encarecido en los Gltimos 5 afios en nuestro pais. Segun datos de la FAO (2020),
para el afio 2018, el rendimiento del cultivo fue de 21.124 kg ha™, ubicandose como el
tercer cultivo de mayor importancia luego de la zanahoria y el tomate. Igualmente, el
rendimiento de ese cultivo registr6 una disminucion del 7 % desde el afio 2010 en
Venezuela. Asimismo, el area cosechada para este mismo afio fue de 7849 ha y la
produccion de 165.803 t, lo que indica que segun los datos reportados desde el afio 2010 ha
habido una reduccion de 42 % y 46 %, respectivamente. En este mismo afio la cebolla se
ubicé como la tercera hortaliza de mayor produccion en Venezuela después de la zanahoria
y el tomate. Estas caracteristicas del cultivo permiten que exista un alto consumo per capita
en nuestro pafs (aproximadamente 10,6 kg afio™), para el cual es necesario proveer una
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seguridad alimentaria. Los estados de mayor produccion en Venezuela para el censo 2007-
2008 del MPPAT (2017), fueron Lara, Guérico, Aragua y Té&chira. Ademés del estado
Tachira, en la region andina los estados Mérida y Trujillo tienen gran cantidad de
productores de cebolla, asi como una superficie cosechada de 491,39 y 765,84 ha
respectivamente para este rubro, lo cual ubica a la region de Los Andes como una localidad
importante para la siembra de cebolla en el pais. La region de Los Andes podria explotarse
con mayor sostenibilidad aplicando metodologias agroecologicas y optimizando el uso del
agua en zonas semiaridas, que son propias para las condiciones climaticas favorables del
cultivo de esta hortaliza, como en San Juan de Lagunillas, estado Mérida. De esta forma se
podria incrementar el rendimiento de este cultivo en la region que ademaés es rentable por
su alta demanda en la poblacién, ain como se le cultiva en Los Andes en parcelas pequefias
desde ¥4 hasta 1 ha continla siendo rentable.

Clasificacion taxondémica y descripcion botanica de la cebolla

Segun Maroto (2000) es una hortaliza de bulbo, monocotiledénea, bianual que en
condiciones normales se cultiva como anual para recolectar sus bulbos y bianual cuando se
persigue obtener semilla. Pertenece a la familia Liliaceae y su nombre cientifico es Allium
cepa L. Posee un sistema radical formado por un gran namero de raices fasciculadas
blancas y el tallo esta representado por una masa caulinar llamado disco situado en la base
del bulbo.

Las hojas insertas sobre el disco estan constituidas por dos partes fundamentales,
una inferior o vaina envolvente y una superior o filodio, hueca, redondeada y con sus
bordes unidos las vainas pertenecientes a las hojas exteriores adquieren una consistencia
membranosa Yy actGan como tlnicas protectoras, mientras que las vainas de las hojas
interiores engruesan, al acumular sustancias de reservas formando el bulbo. En la Figura 11
se observa el esquema de una planta de cebolla de bulbo (Vallejo y Estrada, 2004).

Tinica

Vainas foliares y hojas basales
modificadas que forman ¢l bulbo

Eje principal

Yemas laterales
Tallo
Raiz

Figura 11. Esquema de una planta de cebolla de bulbo.

En el ciclo vegetativo de la cebolla se distinguen cuatro fases:
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- Fase de crecimiento herbaceo.

Se inicia con la germinacién, formandose una planta con un tallo muy corto o disco, en el
que se insertan las raices y en el que existe un meristemo que va originando
progresivamente hojas, en esta fase la planta desarrolla ampliamente el sistema foliar y
radical.

- Fase de formacion de bulbo.

El desarrollo del sistema vegetativo se ve paralizado poco a poco y la planta inicia la
movilizacién y acumulacion de reservas en la base de las hojas interiores, que a su vez
engrosan formando el bulbo.

- Fase de reposo vegetativo.

En el que el bulbo esta en latencia y la planta no se desarrolla.

- Fase de reproduccion sexual.

Se produce en el segundo afio del cultivo y en el meristemo apical del disco se desarrolla a
expensas de las sustancia de reserva acumuladas en el bulbo, un tallo floral que al rasgarse
en el extremo se remata por una inflorescencia en umbela (Maroto, 2000).

Segun Maroto (2000), la cebolla segun su fotoperiodo se puede clasificar en:

- Cultivares de dias cortos: exigen de 10 a 12 horas de luz y estan limitadas por las fajas
latitudinales comprendidas entre los 0° a 28°.

- Cultivares de dias intermedios: exigen de 13 a 14 horas de luz y estan limitadas por las
fajas latitudinales comprendidas entre los 28° a 40°.

- Cultivares de dias largos: exigen mas de 14 horas de luz y estan limitadas por las fajas
latitudinales mayores a 36°.

Variedades de cebolla

Las formas horticolas de A. cepa se ubican en tres grupos de variedades botanicas
segun Vallejo y Estrada (2004):
Grupo tipycum: A. cepa var. cepa: grupo de cebollas comunes, bulbos simples, grandes,
inflorescencias tipicamente sin bulbitos, plantas casi siempre originarias de semilla
botéanica. En este grupo se encuentras las cebollas comercialmente importantes. Se muestra
una extrema variacion en el color y forma los bulbos y responde a la temperatura y
fotoperiodo. EI nimero cromosomico de los tipos cultivados es de 2n = 16 cromosomas.
Grupo aggregatum: A. cepa var. aggregatum: Grupo de las cebollas con bulbos compuestos,
inflorescencias tipicamente sin bulbitos, puede producir semillas o ser estéril.
Multiplicacion casi exclusivamente vegetativa. Este grupo se caracteriza por la presencia de
muchos bulbos laterales y que son usados por la propagacion. Tiene tres formas distintas;
cebolla papa, cebolla siempre lista y cebolla chalote.
Grupo proliferum: A. cepa var. proliferum: Los bulbos son pobremente desarrollados. La
inflorescencia estd cargada de bulbitos y usualmente sin semillas botanicas,
reproduciéndose vegetativamente por bulbitos que se originan en la inflorescencia.
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Para Guzmaén-Pérez (1988), el material de siembra debe ser adaptado a la
explotacion en nuestro medio, en el caso de la cebolla, a las condiciones del tropico. El
clima tropical le facilita a la planta un buen desarrollo del bulbo y su resistencia a distintas
enfermedades que limitan en gran medida la produccién. En el caso de Venezuela, Peru,
Colombia y muchos paises de Centroamérica es importante cultivar variedades adaptadas y
en condiciones agrondémicas favorables para producir un producto de buena aceptacion para
el consumo fresco a nivel de consumidor o para la industria, por ejemplo adaptadas a dias
cortos. Este aspecto es relevante para el éxito del cultivo, tomando en cuenta que se origino
en otras latitudes con condiciones agroclimaticas muy diferentes a las nuestras.
Fenotipicamente las variedades se dividen en amarillas, blancas, y rojas. Segun la Guia
Rural Venezolana (1989) para hace 30 afios las variedades e hibridos méas conocidos y de
produccion en nuestro pais eran las que se observan en la Tabla 7.

Tabla 7. Variedades agronomicas e hibridos de mayor produccién en Venezuela en la
década de 1980 (Guia Rural Venezolana, 1989).
Variedad Uso

Yellow Granex Consumo fresco
Texas Grano 502

Excel 986

New Mejico y  Yellow
Grano

Islefia amarilla

Islefia roja

Red Burgundy

Red Creole

Early Texas White Grano
Granex F1

New Méjico White grano | Procesamiento industrial
Yellow creole
Madrugadora
Blanco amanecer
White Granex
White Granex PRR
Cristal way

Actualmente se consiguen en el mercado venezolano con mucha dificultad y a elevados
costos solo las variedades e hibridos: Princesa, Yellow Granex, Texas Grano, Esmeralda,
F1 2000, y Super Star F1 (comunicacion personal con ingenieros agronomaos en ejercicio).
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Requerimientos edafoclimaticos:
Condiciones de siembra en Venezuela

Para Guzmén-Pérez (1988), la cebolla requiere de dias largos con abundante luz,
pues de ello depende en gran medida la formacién del bulbo. No obstante en Venezuela se
estan explotando cultivares que desarrollan bien y producen bulbos en fotoperiodos de 10 a
12 h luz. En términos generales cultivar una cebolla de dia largo en un fotoperiodo corto
produce pérdidas al productor porque se desarrolla mucho el sistema foliar y se producen
bulbos pequefios.
Fotoperiodo: Preferiblemente fotoperiodos largos para producir bulbos de buen tamafio.
Temperatura: la dptima es de 15 a 25 °C para que haya un desarrollo rapido y fuerte de
las plantas para producir bulbos de buen tamafio. En la zona de la Mesa de Guanipa en
Venezuela y en ciertas zonas de los estados Lara y Falcén cuando las temperaturas son
frescas y coinciden con un buen periodo de siembra, la planta se beneficia en sus etapas
iniciales de desarrollo y de formacion del bulbo, asi como las condiciones secas y
temperaturas célidas al final del cultivo favorecen el secado del mismo. Por otra parte,
temperaturas por debajo de 12 °C favorecen la floracion temprana.
Condiciones del suelo: Pueden ser de una gran tipologia siempre y cuando las condiciones
climaticas sean favorables. Normalmente se usan suelos de textura media a ligera. Deben
ser suelos bien desagregados para facilitar el drenaje en un espacio de 10 a 15 cm en donde
se desarrollan las raices y se forma el bulbo. En suelos més arcillosos como los de algunas
zonas de los estados Lara y Falcon, tales como Quibor, Duaca y El Tocuyo, cuando no son
bien laborados se dificulta la penetracion de las raices y la retencion de agua afecta el
crecimiento del bulbo.
pH: el pH debe ser alcalino, porque en suelos con pH por debajo de 6 se dificulta la
produccién y los rendimientos finales son muy bajos. EI pH ideal esta entre 6,5y 7.
Preparacion del suelo: Debe ser bien desterronado y suelto para permitir una buena
aireacion, infiltracién de agua y un buen aprovechamiento del abono. De esta manera se
obtienen cosechas abundantes y plantaciones sanas, libres de enfermedades y plagas,
ademas de facilitar el rebrote del material trasplantado, una mejor penetracion del sistema
de raices y mantiene el suelo libre de malezas que compiten con el cultivo por la luz, aire,
humedad y nutrientes. En la regién de los andes en los estado Tachira, Mérida y Trujillo se
utiliza el arado de bueyes para eliminar el material granular mas grande y evitar la
deformacion de los bulbos, sobre todo en suelos con pendiente. En terrenos planos, como
en los estados Anzoategui, Aragua, y Distrito Capital, y por lo general en Venezuela se
emplean motocultores y tractores e implementos que dan un buen rendimiento utilizando
arados y rastras. Se recomienda dar un pase de arado inicial a una profundidad de 30 a 40
cm para eliminar la maleza mayor y reincorporarla al suelo para incrementar la materia
organica, unos 40 dias antes del trasplante. Asimismo, con este tiempo previo se debe
encalar o hacer cualquier otra enmienda que requiera el suelo. Para desterronar el suelo se
dard posteriormente un pase de rastra para dejar una cama para los cepellones, que sea
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suelto y poroso, lo mas mullido posible para facilitar el establecimiento de las plantas, o la
germinacion si fuera el caso de siembra directa. Se recomienda dar al menos tres pases de
rastra.
Fertilizacion de la cebolla:

Normalmente se usan formulas completas para suplir los requerimientos de N, P, y
K. Adicionando urea para completar el N requerido, o sulfato de potasio para completar el
K que necesita el cultivo. La funcion del N en el cultivo es promover su crecimiento y
desarrollo con tallos de coloracion verde intenso. En su ausencia, se producen plantas
desmedradas, hojas fragiles, pequefias y palidas. Por su parte, el P, es el elemento mas
requerido por el cultivo de cebolla para desarrollar el follaje y formar el bulbo. La
deficiencia de P limita el crecimiento de la planta incluyendo el bulbo, hay marchitamiento
de las hojas y dilatacion del cuello de la planta. EI K participa en el desarrollo y calidad del
bulbo, y si no esté disponible en el suelo se presenta un desecamiento extrafio en las hojas
primarias y se deshidratan por las puntas.

La IFA (1992), en el manual de fertilizacidbn mundial, sefiala que para sistemas de
produccién intensivos bajo condiciones tropicales la demanda o remocion de nutrientes
para un rendimiento de 41 t ha™ es (Tabla 8):

Tabla 8. Extraccidn de nutrientes totales en el ciclo productivo de la cebolla.

Extraccion de nutriente kg ha’ para 41 toneladas de rendimiento

N P K Mg Ca

102 18 93 17 29

Fuente: IFA 1992.

La fertilizacion puede ser aplicada de forma edafica, o por fertirrigacion (a través de
riego por goteo). En la region andina de Venezuela varios productores aplican una cantidad
de 1800 kg de fertilizante 15-15-15 por ha, lo que equivale a unos 270 kg de NPK por ha
aproximadamente (datos personales E.L. Blanco). Adicionalmente se pueden hacer
fertilizaciones foliares para corregir algunas deficiencias de macroelementos secundarios
como Ca, Mg, y S.

Los niveles optimos de nutrientes en analisis de tejidos foliar en la etapa media del
cultivo en hojas jovenes maduras bajo condiciones de fertilizacion ideales se muestran en la
Tabla 9, sin embargo no esta disponible en la literatura la cantidad requerida de cada uno de
ellos para determinada produccion.
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Tabla 9. Niveles 6ptimos de nutrientes en tejido foliar de cebolla

Nutrientes optimos en tejido foliar

% en base a materia seca ppm de materia seca
N P K Mg Ca Fe Mn Zn Cu B
3.1 033 33 027 05 10 27 7 073 9

Fuente: IFA, 1992.

Casierra y Vargas (2015) resumen que para el caso de la cebolla es importante el
tamano de la plantula al momento del trasplante en cuanto al nimero de hojas, area foliar y
peso total y que esto influencia su desarrollo en campo; incluso, que para el momento de la
cosecha existe una correlacion positiva entre el rendimiento del bulbo y variables como
namero de hojas por planta, longitud y nimero de raices, altura de la planta y peso fresco
del bulbo. La distribucion de biomasa para los distintos compartimientos de la cebolla se
observan en la Figura 12.
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Figura 12. Asignacion de biomasa a los diferentes 6rganos en plantas de cebolla
hibrido Yellow Granex en condiciones de campo en el tropico (Casierra 'y Vargas, 2015).

En la Figura 13 se observa la distribucion de asimilados para los diferentes drganos
de plantas de cebolla en un ciclo productivo de acuerdo con Casierra y Vargas (2015). En
general, el N parece concentrarse en las hojas y en los bulbos alcanzando su mayor
concentracion alrededor de los 110 dias después de la siembra (dds) (Figura 13a). Por otro
lado el P presenta una mayor concentracion en los bulbos durante la fase de bulbificacion y
la fase de maduracion con respecto a las raices y las hojas (Figura 13b), mientras que el K
decrece en los 6rganos a medida que se forman los bulbos y hasta su cosecha, siendo muy
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importante este elemento en la fase de desarrollo foliar, pues alli es donde aparece mas
presente en las hojas (Figura 13c).
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Figura 13. Distribucion de asimilados en las plantas de cebolla a lo largo del ciclo productivo
de Allium cepa hibrido Yelow Granex en el trépico (Casierra y Vargas, 2015). a. Contenido de N, b.
Contenido de P, c. Contenido de K.

Siembra y plantacion
Existen diferentes modalidades de siembra en el cultivo de cebolla, que van desde
semilleros en almacigos en suelo para trasplante, o siembra directa de semilla sexual o
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asexual, la cual se ha visto mas generalizado en los ultimos afios, sin embargo el uso
intensivo de los suelos y la produccion de monocultivos ha permitido la proliferacion de
enfermedades del suelo, como la cachera (Sclerotium cepivorum) que causan peérdidas
significativas debido a las pudriciones de raiz y bulbo, lo que ha obligado incorporar el uso
de plantulas o semilleros en bandejas de polietileno con el fin de tener plantas sanas y de
mas alta calidad que garantice el éxito al momento de trasplante (Guzméan-Pérez, 1988).
Maroto (2000) sefiala que el marco de plantacion que se ha utilizado con mayor intensidad,
es la siembra en camas o canteros de 1 a 1,2 m de ancho, sobre la que se disponen cuatro
filas de plantas, para una densidad de siembra de 220.000 a 300.000 plantas por hectarea,
Sanchez y Serrano (1994) al igual que Maroto (2000) coincide con en el marco de
plantacion pero sefiala densidades de siembra de 500.000 plantas por hectarea, sin embargo
Viloria et al. (2003) en estudios realizados sobre el efecto de la fertilizacion y distancia de
siembra sobre el rendimiento de la cebolla obtuvieron que el diametro del bulbo era una
caracteristica dependiente de la fertilizacion y la distancia de siembra y que al variar la
distancia de siembra de 6x20 cm hasta 12x20 cm se modific significativamente la altura y
el peso fresco del bulbo lograndose valores maximos a la distancia de 10x20 cm que
representan un equivalente a 280.000 plantas ha™. Por otra parte, Razuri-Ramirez et al.
(2005) demostraron que la densidad de siembra no afecta el rendimiento del cultivo o
produccién total evaluando densidades entre 430.000 plantas ha™* hasta 860.000 plantas ha
! pero si el tamafio del bulbo, siendo menor el tamafio para las densidades mayores.

Para la cebolla, se ha indicado que retrasa su bulbificacion al estar en estrés
luminico, pues son los dias largos y la temperatura los factores que regulan la bulbificacion.
El largo del dia critico se acorta al aumentar la temperatura. Ademas de estos factores, la
bulbificacion también se afecta por la calidad de luz, intensidad luminica, reguladores de
crecimiento, provision de agua y disponibilidad de nutrientes. La cebolla es ineficiente en
cuanto a interceptar la energia solar y convertirla en materia seca, pero la mayor parte de
esta materia fijada es traslocada a los bulbos. El incremento del tamafio de area foliar
parece ser el requerimiento basico para aumentar los rendimientos, por lo que para esta
hortaliza se usan altas densidades de siembra. Por otra parte, la floracion se produce cuando
se aplica vernalizacion entre 9-12 °C, en cultivos a partir de bulbos, pero en cultivos
establecidos a partir de semilla esto ocurre de forma distinta (Galmarini, 2011).

Control de malezas

Durante el crecimiento y desarrollo del cultivo se presentan varios tipos de arvenses,
como el alpiste (Phalaris canariensis), la malva (Malva sylvestris), la avena negra (Avena
fatua), el carretén blanco (Trifolium repens), y en menor proporcién, la cerraja (Sonchus
oleraceus), el cenizo (Chenopodium album), (Casierra y Vargas, 2015). Otras arvenses
propias de las zonas semiaridas son la verdolaga (Portulaca oleracea), yerba Caracas

(Amarantus dubius), paja jhonson (Sorghum halepense), ojo de pajarito (Thunbergia alata),
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planta maravilla (Calendula officinalis), flor escondida (Phyllanthus niruri) y el corocillo
(Cyperus rotundus) (comunicacién personal con ingenieros agronomos en ejercicio).

En pre-siembra: control mecéanico, Glifosato, Paraquat, Linuron, Oxifluorfen, S-
metolacloro.

Post-siembra: Control manual o aplicacion de herbicidas selectivos pre-emergentes o de
post-emergencia temprana como el Linuron y Oxifluorfe.

Plagas de la cebolla

Thrips tabaci y Tetranychus urticae: Control quimico con Imidacloprid (Relevo) y
Abacmetina (Inimectin)

Liriomyza sativae y Acrolepia assectella: Control quimico con Cyromazina (Trigard) y
Zetacipermetrina (Furia)

Enfermedades de la cebolla

Alternaria porri y Stemphylium vesicarium: Control quimico con Clorotalonil (Bravo
720), Azoxistrobin (Amistar) y Difenoconazol (Score).

Sclerotium cepivorum:. Control quimico con PCNB (Terraclor) y control biol6gico con
Trichoderma harzianum y Paecilomyces lilacinus.

El riego en el cultivo de cebolla
La cebolla en nuestro pais se cultiva en suelos aridos del occidente y soleados del
oriente, por ello se caracteriza por una alta evaporacion ante la elevada insolacion, lo cual
hace imprescindible el uso del riego. En lugares en donde la precipitacion anual esta
alrededor de los 600 mm, se puede sembrar en cualquier mes del afio porque el riego debe
ser integral, mientras que en los sitios en donde estd marcada una época seca y una de
lluvia, se debe coincidir la época de lluvia con el establecimiento del cultivo y la fase de
desarrollo, y la época seca con el final de la bulbificacion y la maduracion. La frecuencia
del riego y el volumen hidrico va a estar determinado por las condiciones de clima y el tipo
de suelo (Guzman-Pérez, 1988). Los métodos de riego que se utilizan varian de surcos
largos, por aspersion, por inundacion, 0 mas recientemente por riego localizado o cintas de
goteo. Lugares como el Valle de Quibor en Venezuela, de amplia tradicion agricola y con
caracteristicas climatoldgicas donde el agua es un recurso precioso y escaso, merece un
esfuerzo capaz de mejorar el aprovechamiento de los recursos hidricos para optimizar su
rendimiento en los cultivos tradicionales y en la expansiéon de las nuevas areas de riego
(Razuri-Ramirez et al., 2005). Métodos de riego superficiales como el serpentin y el cantero
producen altas pérdidas de agua por evaporacion, alrededor de 52 %, lo cual hace pensar en
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la superficie adicional que podria regarse con un método mas eficiente, como el riego
localizado. La cinta de riego por goteo funciona como elemento corrector del déficit
hidrico, y funciona como base para una agricultura sostenible y rentable en la optimizacion
del uso del agua. Para Razuri-Ramirez et al. (2005) las etapas de riego para la cebolla
pueden considerarse en riegos de asiento o trasplante, de establecimiento, riegos de
crecimiento y desarrollo, de bulbificacion y riegos finales, y la produccion de cebolla
regada por goteo se incrementa 242 % en comparacion a la produccion bajo riego
tradicional con serpentin.

En la Figura 14 se observan las fases del cultivo de cebolla desde su siembra en
bandejas hasta la cosecha en campo; también se observa el requerimiento hidrico en cada
fase luego del trasplante a partir del valor de Kc (coeficiente del cultivo ajustado para las
condiciones del area de estudio). También se observa que el requerimiento hidrico aumenta
a medida que avanza la fase de desarrollo foliar y se hace imprescindible durante la
foramcion de bulbos.

Establecimiento (0-60 dds) Formacion de reservas (80-120 dds)
Desarrollo foliar (45-80 dds) M(a_duracién (120{;0 dds)

‘ Ke — Kc ajustado

Requerimiento
hidrico en
campo

20 55 95 120
Dias (ddt)

Figura 14. Fases del cultivo y requerimiento hidrico de A. cepa. dds: dias después
de la siembra; ddt: dias después del trasplante; Kc: coeficiente del cultivo. Fuente:
datos personales E.L. Blanco, adaptado de Haifa-Group (2016) y Allen et al. (2006).
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En las Gltimas décadas la fertilizacion inorganica de NPK ha sido indiscriminada,
especialmente en la region andina de Venezuela, donde los cultivos de hortalizas se realizan
de manera intensiva, lo que ha modificado significativamente el equilibrio ecoldgico del
suelo alterando las poblaciones microbianas, acidificando y aumentando los contenidos de
sales, incrementando la eutrofizacion, disminuyendo la calidad y salud del suelo,
disminuyendo la materia organica en el mismo, y afectando directamente el desarrollo de
los cultivos, entre otros. Esta condicién, aunada a la poca disponibilidad de agua para riego
en zonas semiaridas, que ocasionan la reduccion de areas disponibles para la siembra de
cultivos horticolas, aumentan el desequilibrio en los agroecosistemas, y requiere de
atencion para generar estrategias para la eficiencia del uso del agua a gran escala, mas aun
bajo un escenario de cambio climatico y crecimiento demogréfico.

Por su parte, el cultivo de la cebolla es de suma importancia en nuestra region
porque forma parte de las hortalizas de mayor consumo en la poblacién, por lo tanto,
disminuir los costos de produccion y generar un impacto positivo en el consumidor, ademas
de asegurar la conservacion del agua y del suelo como parte de un enfoque
agroecosistémico es un tema muy importante de abordar en vias de una agricultura
sostenible que permita asegurar la soberania alimentaria en la zona andina de Venezuela y
el resto del pais.

En este sentido, se propone la utilizacion de RPCV, autdctonas del estado Mérida y
con potencial como biofertilizantes y posibles mitigadoras del déficit hidrico, como una
alternativa agroecoldgica para el desarrollo de agroecosistemas en zonas semiaridas,
especialmente para el cultivo de la cebolla a nivel regional y nacional, asi como estudiar el
impacto que éstas puedan tener en la calidad y salud del suelo en su interaccién con la
comunidad microbiana nativa. Ademas, es necesario determinar los mecanismos
fisioldgicos de la cebolla para desarrollarse bajo condiciones de déficit hidrico mediante el
estudio de parametros ecofisioldgicos, y si éstos se ven afectados por la presencia de las
RPCV. Con base a este planteamiento, surgen las siguientes interrogantes:

¢Podrian las RPCV ser una alternativa para mejorar las condiciones de nutricion
mineral a través de sus mecanismos que mejoran los procesos quimicos y microbioldgicos
del suelo, y la disponibilidad de nutrientes en el cultivo de cebolla utilizando menores dosis
de NPK manteniendo o incrementando la produccién del cultivo y por ende disminuir el
impacto ambiental ocasionado por las altas dosis de fertilizantes inorganicos aplicadas
convencionalmente por los agricultores?

¢Podrian las RPCV atenuar el estrés hidrico en las plantas producido por la poca
disponibilidad de agua de riego en zonas semiaridas y de esta manera mantener o mejorar la
produccion del cultivo de cebolla?

¢Podrian las RPCV incrementar la calidad y fertilidad del suelo mediante la
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estimulacion de la actividad de la comunidad microbiana en el agroecosistema, y ademas en
condiciones de estres hidrico?

HIPOTESIS
General

La aplicacion de RPCV permitird reducir las dosis de fertilizante inorganico (NPK)
aplicado al cultivo de cebolla, consiguiendo un rendimiento similar al comercial, asi
como reducir los efectos negativos que sobre el cultivo puedan tener las condiciones de
déficit hidrico y nutricional, ademas incrementando la actividad biol6gica del suelo,
estableciendo de esta forma un indice mayor de calidad y salud del suelo, y en general
mejorando las propiedades del agroecosistema, desde un enfoque agroproductivo y
sostenible.

Especificas

I.  Las RPCV permitiran reducir las concentraciones de fertilizantes inorganicos de
NPK aplicados por los agricultores al cultivo de cebolla, estimulando sus
mecanismos promotores de crecimiento vegetal en concentraciones medias (50 %
NPK) facilitando la disponibilidad de nutrientes en el suelo para las plantas y la
mineralizacion en condiciones de estrés nutricional, igualando asi el rendimiento a
los tratamientos de fertilizacion completa, y afectando favorablemente las
variables de crecimiento y distribucion de asimilados (tasas de crecimiento e
indices foliares); mientras que los tratamientos inoculados sin la aplicacién de
fertilizantes inorgéanicos serian susceptibles a inmovilizar los nutrientes del suelo y
estos no estarian disponibles para cubrir el requerimiento nutricional de la
cebolla, y por ello se obtendra un rendimiento bajo en comparacion al tratamiento
de fertilizacién completa.

Justificacion:

Numerosos estudios han reportado la reduccion significativa entre el 25 % y el 50 % de
NPK con el uso de RPCV en varios cultivos gracias a su efecto biofertilizante, logrando
el mismo rendimiento que se alcanza cuando se emplea la dosis completa del
fertilizante inorganico. Especificamente para la cebolla se logré reducir el 50 % de NPK
con el uso de vermicompost y un consorcio microbiano de Azospirillum + Azotobacter
(Jayathilake et al., 2003). Los microorganismos a utilizar en esta investigacion han
mostrado caracteristicas como RPCV especialmente como biofertilizantes (en la
disolucién de P y aporte de N), produccion de AlA, y como agentes de biocontrol, tanto
de forma individual como en consorcio, por lo que, bajo el efecto de los fertilizantes
inorganicos en una dosis moderada (50 %) se espera que se activen estos mecanismos y
favorezcan el crecimiento del cultivo, ya que habria disponibilidad suficiente de
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nutrientes para el metabolismo microbiano, lo que facilitaria la mineralizacion y con
esto una mayor disponibilidad de nutrientes para el cultivo. En condiciones de
insuficiencia nutricional los microorganismos tienden a inmovilizar el N en el suelo, y
por tanto, en los tratamientos inoculados pero sin la aplicacion de fertilizante NPK, las
RPCV capturarian los nutrientes disponibles en el suelo para su metabolismo, y
desproverian de los nutrientes a las plantas, lo que limitaria el desarrollo del cultivo.

Las RPCV podrian aminorar en las plantas de cebolla los efectos del estrés hidrico
y el estrés nutricional ocasionado por una menor frecuencia de riego y menor
aplicacion de NPK en una zona semiarida, igualando o incrementando las
variables de intercambio gaseoso como la tasa de asimilacion de CO,, tasa de
transpiracion, conductancia estomatica, y la eficiencia del uso del agua en
comparacion con el tratamiento no inoculado y sin los estreses abioticos
mencionados.

Justificacion:

Existe evidencia que las rizobacterias a utilizar en este experimento incrementan el
contenido de N y clorofila en plantas de pimenton en condiciones de umbraculo (Castro y
Blanco, 2018), por lo que se espera que estas condiciones incrementen al menos la tasa de
asimilacién de CO, en las plantas de cebolla inoculadas con el consorcio microbiano, y esto
favorezca el rendimiento. En condiciones de estrés hidrico los estomas se cierran y la
transpiracion disminuye en respuesta a la produccion de acido abscisico, lo que reduce el
crecimiento vegetal. Entonces, es probable que la inoculacion con RPCV induzca mayor
eficiencia en el uso del agua en las plantas inoculadas en comparacion con las plantas no
inoculadas.

Las RPCV tendran un efecto positivo sobre las plantas sometidas a estrés hidrico
en los parametros de las relaciones hidricas, aumentando la capacidad de
extraccion de agua del suelo produciendo ajustes (incrementos) en cuanto a las
variables como potencial hidrico, reduccion del potencial osmético en el punto de
saturacion, potencial osmatico en el punto de pérdida de turgor, contenido relativo
hidrico, y una concomitante disminucién del mdédulo de elasticidad de la pared
celular, lo que podria incrementar la formacion de sustancias de reserva y estas a
su vez incrementar el rendimiento de los bulbos; igualmente, las RPCV
promoveran la toma de agua y nutrientes en la planta estimulando el crecimiento
de las raices, ademas de incrementando el N en las plantas en condiciones de
déficit hidrico.

Justificacion:
Existe un reporte de la accion de RPCV (Azospirillum brasilense Sp245) sobre plantas
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de trigo en condiciones de estrés hidrico en donde hubo un mayor potencial hidrico, una
reduccion del médulo de elasticidad, con lo cual se contrarrestaron los efectos negativos
causados por la sequia sobre el rendimiento de ese cereal incrementando su tolerancia
ante este estrés; ademas, en otros estudios hay un indicio de modificacién de las
acuaporinas por efecto de las RPCV y que esto posiblemente mejora la conductividad
hidraulica en las raices, pero es algo que requiere de mas estudios (Aroca y Ruiz-
Lozano, 2009). Por otro lado, para el caso del cultivo de cebolla se han identificado
incrementos en la cantidad de proteinas como un ajuste osmotico en respuesta al déficit
hidrico (Creus et al., 2004; Kumar et al., 2007), por esta razon, se espera gque las plantas
de cebolla muestren un ajuste osmoético que mejore su estatus hidrico. Las RPCV
también pueden restar el efecto negativo en las plantas en condiciones de estrés hidrico
por su actividad ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilico) deaminasa que disminuye
el contenido de etileno en las plantas producido bajo este estrés y favorecen el
crecimiento vegetal en condiciones adversas, ademas de incrementar la disponibilidad
de N (en forma de amonio) como producto de este mecanismo (Aroca y Ruiz-Lozano,
2009; Dimkpa et al., 2009), por lo que se espera que en condiciones limitantes de agua
el contenido de N en las plantas inoculadas sea mayor que en las plantas no inoculadas.
En este sentido, se reportd recientemente una cepa de Rhizobium con actividad ACC
deaminasa y productora de exopolisacaridos (EPS) (Moronta-Barrios et al., 2018), y
aunque es ampliamente conocido que el grupo de los rizobios producen estas sustancias
mucilaginosas, su produccién podrian mantener el estatus hidrico en la rizosfera de
plantas inoculadas, que ademas servirian como adherentes de nutrientes del suelo por lo
tanto incrementarian el aporte de minerales, como una especie de trampa para nutrientes
incrementando el crecimiento bacteriano y vegetal, y ademas favoreciendo de esta
forma el mantenimiento del potencial hidrico en las plantas inoculadas en condicion de
estrés hidrico.

Igualmente, las RPCV podrian aumentar la capacidad de extraccion de agua del suelo
estimulando un mayor crecimiento de las raices, especialmente debido a la produccién
de AIA de las RPCV a utilizar en el estudio. A pesar que esto podria producir un
aumento en la relacion raiz/vastago, esto no afectaria el rendimiento de bulbos porque
de forma simultanea el aumento del potencial osmotico en respuesta al déficit hidrico y
a la inoculacion con RPCV, se formarian sustancias de reservas dirigidas hacia el
organo de reserva que es el bulbo, y esto favoreceria el rendimiento.

Las RPCV podrian afectar benéficamente los parametros biolégicos y la actividad
enzimatica de la comunidad microbiana rizosférica asociada a las plantas tratadas
con el consorcio microbiano, mediante el incremento de los indicadores de calidad
y salud del suelo como la biomasa microbiana, respiracion basal, y las actividades
enzimaticas determinadas en el cultivo especialmente en condiciones no limitantes

de agua, y asi mejorar las propiedades del agroecosistema cebolla.
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Justificacion:

Las RPCV presentan diversos mecanismos con accion biofertilizante, bioestimulante y
biocontroladora, los cuales mostrarian un efecto directo sobre la salud del suelo al
disminuir la aplicacion de fertilizantes y pesticidas al campo que normalmente se aplican en
exceso y disminuyen la actividad microbiana. La presencia de estas RPCV en el suelo
rizosférico incrementa la disponibilidad de nutrientes, y con esto, su disponibilidad para
microorganismos nativos, por lo que se espera que incremente la biomasa microbiana y la
respiracion basal en el tratamiento fertilizado con el 50 % de NPK vy el no fertilizado, y
también que mejore los cocientes ecofisiologicos. Aunque, en condiciones de estrés hidrico
se espera que por la carencia de agua y mayor concentracion de fertilizantes inorganicos en
el suelo disminuya la biomasa microbiana y la respiracion basal debido a que el agua es
necesaria para un mantenimiento éptimo del metabolismo microbiano, y un exceso de
fertilizantes limitaria la accion de la microbiota en el suelo por la toxicidad ocasionada.
Igualmente, la adicion de fertilizantes estimula el desarrollo de grupos funcionales que
podrian favorecer la disponibilidad de N o de P en el ambiente del suelo y con ello su
disponibilidad para la comunidad microbiana. En contraste, se ha descrito que la
fertilizacion inorganica inhibe o reduce la actividad enzimética en el suelo debido a la
presencia del producto en el suelo, por lo cual, en los tratamientos inoculados con 0 % y 50
% de NPK al haber una presencia parcial del producto se esperaria que aumente la
actividad enzimatica debido a la accion del consorcio microbiano, y que con la dosis 100 %
de NPK tanto inoculada como no inoculada disminuya la actividad enzimatica del suelo en
el suelo por un efecto inhibitorio del metabolismo microbiano.

En la Figura 15 se muestran los fundamentos tedricos méas relevantes de la interaccion
planta-microorganismo-suelo de acuerdo a la naturaleza de la investigacion y los estreses
aplicados, los cuales sirvieron como base para el desarrollo de las hipétesis planteadas.
Aunque en este capitulo se ha hecho una revision ampliada de los aspectos tratados en el
esquema de la Figura 15, los aqui mostrados se consideran clave para el desarrollo del
experimentos y fueron de donde partieron las interrogantes y los resultados esperados. Se
puede observar que existen evidencias no profundizadas del efecto de las RPCV sobre el
cultivo de cebolla, y algunas evidencias puntuales de las interrelaciones entre los aspectos
mas importantes a evaluar en esta investigacion, y en otros casos no hay conocimiento del
efecto de las RPCV. Teniendo esto en cuenta se mencionan los aportes que se esperan
conseguir con esta investigacion.
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Fundamentos tedricos

ACC

deaminasa

Incrementan

Estimulan el

a poblacion
microbiana

Efecto
biofertilizante

reduccion
dosis NPK

crecimiento,

Aportes esperados

1

eRegistrar la temperatura y radiacién
para cumplir el ciclo productivo de
cebolla (no inoculado) en condiciones
ambientales no estresantes, con fines
de planificacion agricola en donde
haya disponibilidad de estos datos.

eConocer las respuestas
ecofisiolégicas del cultivo de A. cepa
ante las condiciones de estrés hidrico
y estrés nutricional, y bajo la
influencia de las RPCV como
mitigadoras de los estreses aplicados.

eConseguir una reduccién
significativa de la aplicacion de agua
de riego, sobre todo para los
ambientes semiaridos o donde el
recurso agua sea un factor limitante
para la produccion de cebolla.

~—T

eReducir al menos a la mitad la
cantidad de fertilizante NPK que se
aplica regularmente en el cultivo de
cebolla sin afectar el rendimiento, con
la aplicacién del consorcio microbiano.

eConocer el efecto de los
biofertilizantes sobre la actividad
microbiolégica y enzimatica del suelo.

eMejoramiento de las propiedades
agroecosistémicas con la aplicacion del
biofertilizante.

eDesarrollo de un consorcio
microbiano promotor del crecimiento
vegetal para la produccion de plantulas
y plantas de cebolla como una
contribucion de impacto agrosostenible
en Venezuela.

Figura 15. Base tedrica y aportes esperados de la investigacion.

49



Capitulo 1

OBJETIVOS
General

Determinar el efecto que tiene la aplicacion de RPCV sobre el cultivo de A. cepa
mediante el analisis del intercambio gaseoso, las relaciones hidricas y el estudio de su
crecimiento y produccién, asi como la determinacién de parametros de calidad y salud del
suelo, bajo una menor frecuencia de riego y menor dosis de fertilizacion inorganica en un
ambiente semiarido con base a los regimenes de riego Yy fertilizacion con los que se alcanza
el requerimiento hidrico y nutricional de este rubro.

Especificos

1. Determinar el mejor consorcio microbiano de RPCV para el cultivo de cebolla a
nivel de semillero en condiciones de umbraculo, mediante el anélisis de parametros
no destructivos y destructivos de las plantas como la longitud aérea, la longitud de
raiz, el peso fresco y el peso seco aéreo y de raiz, el numero de hojas, y el diametro
de la base del bulbo.

2. Estimar la acumulacion de grados/dia en cada fase fenoldgica del cultivo de cebolla
con base en las condiciones de temperatura y radiacion particulares de San Juan de
Lagunillas-Mérida, y el efecto del déficit hidrico y la inoculacién sobre el
rendimiento de la cebolla y la EUA en términos del riego aplicado.

3. Estudiar las respuestas ecofisiolégicas del intercambio de gases como la tasa de
asimilacion de CO,, la tasa de transpiracion y la conductancia estomatica en las
fases de establecimiento, desarrollo y bulbificacion del cultivo en los tratamientos
con RPCV y sin RPCV.

4. Establecer los mecanismos fisioldgicos de las plantas de cebolla para responder a
condiciones de estrés hidrico analizando las relaciones hidricas mediante variables
como el potencial hidrico, y la realizacion de curvas presién-volumen para obtener
el potencial osmético en el punto de saturacién, potencial osmotico en el punto de
pérdida de turgor, contenido relativo hidrico, y los ajustes de elasticidad de las
paredes celulares en las fases de desarrollo y bulbificacion del cultivo en los
tratamientos inoculados y no inoculados.

5. Determinar propiedades microbioldgicas (biomasa microbiana, respiracién basal) y
bioquimicas del suelo (actividad enzimatica) a nivel de la comunidad microbiana
autoctona, y la rizosférica asociada a las plantas inoculadas y no inoculadas con el
consorcio microbiano promotor del crecimiento vegetal en la fase climax del cultivo
(llenado del bulbo) en el agroecosistema establecido.

6. Analizar el efecto que tiene el consorcio microbiano de RPCV sobre la dinamica de
la distribucién de asimilados de las plantas inoculadas y no inoculadas, mediante la
determinacion de las tasas de crecimiento relativo y absoluto, indice de area foliar,
parametros morfométricos como el nimero de hojas, pesos frescos y secos de la
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parte aérea de la planta y de la raiz, y el didmetro y peso de los bulbos durante el
desarrollo del cultivo y la produccion de bulbos.

7. Establecer las correlaciones entre las variables estudiadas para determinar el efecto
de la biotecnologia (biofertilizantes) sobre las propiedades del agroecosistema de
cebolla.

METODOLOGIA

De acuerdo con la naturaleza de los objetivos de la investigacion, esta se realizé en tres
fases:

1. Fase experimental

1.1.  Descripcion del area

La investigacion se realizd en la Estacion Experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (IIAP-ULA) de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la
Universidad de Los Andes, ubicada en San Juan de Lagunillas, municipio Sucre, estado
Meérida, con una superficie total de 35.965,08 m?, con una altitud entre 1050 a 1100 msnm,
las coordenadas UTM 240946E — 941369N, 240737E — 941369N, 240737E — 941754N,
240946 E — 941759 N. Su ubicacion geogréafica estd comprendida entre los 8° 31° Ny 71°
22> W. Segun la taxonomia de suelos pertenece a un Aridisol (USDA, 2020). El suelo
caracteristico de San Juan de Lagunillas se formé a partir de lavas torrenciales de la
formacion La Quinta; y las texturas varian desde gruesas en la superficie a medias en la
profundidad, cuya clasificacion taxonémica seria Camborthid Tipico, franco fino, micéaceo,
isohipertérmico, con pendiente del 7 al 12 %, profundidad efectiva que no sobrepasa los 21
cm, drenaje moderado, ausencia de nivel fredtico y marcas visibles de erosion laminar y en
surcos. Se recomienda utilizar para estos suelos cultivos de raices cortas, hortalizas, pastos
de corte, frutales, asimismo recomienda hacer uso minucioso del agua para riego (Malagén,
1979). Algunas caracteristicas de los diferentes horizontes de este suelo se pueden ver en el
Anexo 1 (Ochoa et al., 2010). Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo de la parcela
entre 0-15 cm son: textura franco arenosa, materia organica 3,61 %, P disponible 30 mg kg
! pH 6.04, conductividad eléctrica 0,14 mS cm™, K 568 mg kg™, Ca 2060 mg kg™, Mg
1872 mg kg™ (Anexo 2).

De acuerdo al sistema de zonas de vida de Holdridge, la zona de vida que
corresponde al area de estudio corresponde a un Bosque Seco Premontano con temperatura
media de 22,5 °C, en la transicion entre el Bosque Espinoso y el Bosque Muy Seco en la
region tropical, mientras que de acuerdo a Ataroff y Sarmiento (2004) esta zona
corresponde a la unidad ecoldgica Arbustal Espinoso. La precipitacion total anual promedio
registrada para la zona es de 600 mm, observandose dos periodos himedos con los picos
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maximos: abril-mayo y septiembre-octubre (Figura 10). La temperatura media anual es de
23,7 °C, la méxima anual promedio es de 28 °C y la minima anual promedio de 18 °C. La
evaporacion esta en el orden de 1500 mm afio™, superando abiertamente durante todo el
afio a la precipitacion (datos aportados por la estacion agrometeorologica del IHIAP-ULA).

La fuente de agua para riego proviene de un tanque de almacenamiento de 1.220.000 L,
perteneciente a la estacion experimental, el abastecimiento del recurso es proveniente del
sistema de riego Estanquillo alto, cuya fuente es el rio Miraflores, encontrandose
aproximadamente a 30 km de distancia (Rodriguez, 2010). El anélisis del agua de riego se
observa en el Anexo 3 y el capitulo 3. Segun informacion del personal encargado de la
estacion, la parcela experimental estuvo en desuso al menos durante los tres afios previos a
la investigacion.

1.2.  Descripcion del objeto de estudio

1.2 a. Caracteristicas de las RPCV
Se utilizaron los consorcios microbianos de cinco cepas rizobacterianas (MEO1,
YEL, ES1, Leu2A, y Alf) autéctonas, aisladas y caracterizadas en el Laboratorio de
Fitobiotecnologia de la Facultad de Ciencias-ULA que han sido identificadas con los
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Ochrobactrum y Pseudomonas, y han mostrado alto
potencial como promotoras del crecimiento vegetal de forma individual y en consorcio,
tanto en condiciones in vitro como en condiciones de umbraculo en especies como la
lechuga, tomate y pimentén (Capitulo 2; Blanco et al., 2021).
1.2 b. Caracteristicas de la cebolla
Se utilizo cebolla certificada correspondiente al hibrido F1 2000, de la compafiia
Hazera Genetics, la cual ha mostrado cierta tolerancia al bajo contenido de humedad en el
suelo (Estrada-Prado et al., 2015). La semilla fue donada por un productor agricola de la
region central de Venezuela.

1.3.  Ensayo en condiciones de umbréaculo

Se realiz6 un experimento probando todos los consorcios microbianos y se evalud su
potencial para promover el crecimiento de plantas de cebolla en fase de semillero. Se
utilizaron bandejas provistas del suelo de la parcela experimental, y se mantuvieron durante
60 dias. A las plantas del mejor tratamiento (el que favorecié mas pardmetros en esta fase)
y a las del control se les realiz6 una curva de saturacion de luz para determinar el efecto del
consorcio sobre la actividad fotosintética (ver detalles en Capitulo 2; Blanco et al., 2021).
Las caracteristicas de los equipos utilizados para este ensayo fueron: luxémetro marca Sper
scientific LTD modelo 840006, termohigrometro digital HT 92-18, vernier digital marca
General No. 143 UPC 22064, pHmetro y conductimetro digital marca HANNA modelo
HJ9811. De este experimento se escogid el consorcio mas promisorio para las plantas de
cebolla que se utilizo para el ensayo de campo.
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1.4. Ensayo en campo

El ensayo en campo se realizd en la parcela descrita del 1IAP-ULA en San Juan de
Lagunillas, Mérida, utilizando dos condiciones de riego (riego diario, y riego cada tres
dias), y cuatro tratamientos de fertilizacion inorganica con diferentes dosis de NPK en
combinacién con el consorcio microbiano escogido a saber: 0 % NPK + indculo, 50 %
NPK + in6culo, 100 % NPK + inéculo, 100 % NPK No inoculado (ver detalles en Capitulo
3; Blanco et al., en prep.). La disposicién de los tratamientos en campo se observan en la
Figura 16. Se us6 un disefio bifactorial 2x4 en bloques completamente aleatorizados con
tres repeticiones.

Durante todo el experimento se midieron las variables ambientales (temperatura, humedad
relativa, radiacion, contenido de humedad en el suelo) con la finalidad de establecer la
integral térmica del cultivo de cebolla (ver Capitulo 3), y se evaluaron las variables
ecofisioldgicas del cultivo (intercambio de gases, relaciones hidricas, variables de
crecimiento) en tres tiempos: TO 45 dias después de la siembra (dds) en semillero antes del
trasplante y antes de la aplicacion de los tratamientos, T1 35 dias después del trasplante
(ddt), T2 69 ddt (ver detalles en Capitulo 4 y Capitulo 6), y el rendimiento a los 71 ddt (ver
detalles en Capitulo 3). El efecto borde se tomd en cuenta tanto para los bordes de cada
parcela de repeticion por tratamiento, como el efecto borde ocasionado por cada muestreo
destructivo dentro de cada parcela en cada tiempo de medicion. Por ello, no se muestrearon
plantas en las filas de los bordes entre tratamientos, ni se tomaron plantas que quedaban
alrededor del muestreo destructivo para la siguiente medicion.
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Macroparcela de déficit hidrico
Frecuenciade riego cada tres dias

1,40m

Bloque

Poblacion=120
plantas/parcela

Bloque I

n = 3 por

tratamiento
g (2 submuestras)
ORI RECICIOTMISSPPT 111111717 1191 g1 19111111

N .
~ >
— o

| [3)
~

10,5m 1m 2,40m 0,3m
22 m

Figura 16. Distribucion espacial en campo en la Estacion Experimental 1IAP-ULA San Juan de Lagunillas, Mérida. Los
nameros indican los tratamientos aplicados. 1= 0 % NPK + in6culo, 2= 50 % NPK + in6culo, 3= 100 % NPK + in6culo, 4= 100 %
NPK No inoculado.
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2. Fase de laboratorio

2.1 Curvas presion-volumen
Las curvas presion-volumen se determinaron a los 48 ddt (fase de formacién del bulbo) a
través de mediciones del potencial hidrico con una bomba de presion y del peso de las
muestras por medio de una balanza analitica, para establecer si la especie realizé ajustes
osmaticos, y conocer los valores de turgencia y potencial osmético, asi como el médulo de
elasticidad para cada tratamiento (ver Capitulo 4).

2.2 Distribucion de asimilados

Este analisis se realizo en tres tiempos: TO 45 dias después de la siembra (en
semillero antes del trasplante y antes de la aplicacion de los tratamientos), T1 35 dias
después del trasplante (ddt), T2 69 ddt. En estos tiempos se determinaron pardmetros como
la longitud foliar, longitud de raiz, diametro del bulbo, nimero de hojas, area foliar, y la
biomasa en hojas, bulbo y raiz. También se determiné el % N foliar parael TLy T2, y el %
N en bulbos para el T2. Del mismo modo se determing el indice de area foliar, el area foliar
especifica, y las tasas de crecimiento relativo y absoluto (ver detalles en Capitulo 6).

2.3 Analisis de las propiedades microbioldgicas y enzimaticas del suelo

La comunidad microbiana rizosférica se estudio mediante la determinacion de
propiedades microbioldgicas y enzimaticas del suelo. Las muestras del suelo rizosférico se
tomaron a los 64 ddt correspondiente a la etapa final de la fase de bulbificacion por
considerarla la etapa climax del cultivo (ver detalles en Capitulo 5). Las propiedades
microbioldgicas determinadas fueron biomasa microbiana, respiracion basal, indices
ecofisioldgicos (cociente microbiano, cociente ecofisiolégico, y cociente de eficiencia
metabolica), y la mineralizacién del N. Igualmente se determind la actividad enzimatica del
suelo: actividad deshidrogenasa, hidrélisis del diacetato de fluoresceina, actividad fosfatasa,
actividad B-glucosidasa, actividad ureasa, y amonificacion de arginina. Asimismo se
determinaron caracteristicas fisico-quimicas como carbono orgéanico total, nitrogeno total
del suelo, el pH y la conductividad eléctrica (ver detalles en el Capitulo 5).

3. Fase de analisis

Los datos obtenidos en los diferentes experimentos se analizaron mediante la verificacion
de la homogeneidad de la varianza con la prueba de Bartlett, y posteriormente se trataron
con el analisis de la varianza (ANOVA), con un nivel de significacion p<0,05 y se aplico la
prueba de la minima diferencia significativa (LSD) para determinar la diferencia entre la
media de los tratamientos, utilizando el programa Statgraphics (Statistical Graphics
Corporation, 2002). En caso de no cumplir con la homogeneidad de la varianza se aplico la
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prueba de Kruskall Wallis (p<0,05) con el programa Infostat a un nivel de confianza del
95% (Montgomery, 1991; InfoStat Statistical Software, 2002). Los datos del ensayo en
umbréculo se analizaron mediante un ANOVA de una via, mientras que los datos
provenientes del ensayo en campo se analizaron mediante un ANOVA de dos vias. En el
caso del ensayo de campo se tomo en cuenta el posible efecto del blogque; pero, como en
ninguna variable fue significativo los bloques se trataron como repeticiones. Asimismo,
para el ensayo de campo la interaccion entre los factores no se mostro de forma explicita en
los analisis estadisticos, puesto que uno de los factores tiene mas de dos niveles, razon por
la cual se considerd que mostrar la interaccion solo permite indicar el efecto principal entre
el factor y la variable dependiente, pero la interpretacion de esta interaccion requiere
comparar diferencias entre las medias (Garrido, 2008); diferencias que si se pueden
observar con las pruebas post ANOVA realizadas, cuando en caso de haber interaccion, se
realizd un analisis de una sola via para los dos factores. En las tablas y figuras en caso de
ser significativa la interaccion en cada variable dependiente con el factor riego, se puede
identificar cuando existen letras diferentes entre los mismos tratamientos para cada nivel de
riego; y la interaccién en cada variable dependiente con el factor de fertilizacion, se puede
identificar si existen letras diferentes entre los distintos tratamientos para una misma
condicidn de riego (ver capitulos 3, 4, 5, 6, 7).

Finalmente los datos se analizaran de forma global mediante las correlaciones entre las
variables mas significativas de los distintos capitulos tratados, indices de calidad del suelo,
y ademas se hard un analisis de graficos de radar con estas variables para determinar el
efecto de la biotecnologia (RPCV) sobre las propiedades del agroecosistema (Capitulo 7).

Las variables determinadas y su relacion con las hipétesis y objetivos planteados se
resumen en la Tabla 10.

Estructura de la tesis

En este capitulo se explicaron las razones que motivaron la realizacion de esta tesis,
asi como las hipotesis y objetivos planteados, y la metodologia general. En cada uno de los
siguientes capitulos se desarrollan los objetivos planteados. Para una mejor comprension
del trabajo, se organizaron y estructuraron los siguientes capitulos de acuerdo con tesis
anteriores revisadas en el Postgrado de Ecologia Tropical-ULA, y estos se estructuraron
intencionalmente en: resumen, introduccién, materiales y métodos, resultados, discusion,
conclusiones, referencias; de manera que cada uno de los capitulos pueda constituirse en un
articulo publicable de forma independiente.
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Tabla 10. Variables estudiadas en cada etapa del cultivo de cebolla para cada uno de los tratamientos aplicados, y su relacion con las hipotesis y
objetivos planteados.

Variables Ensayo en umbréculo Hipotesis | Objetivos
(plantas de 60 dias en semillero)
Morfométricas | NUmero de hojas, didmetro de la base del pseudotallo, longitud aérea, longitud raiz, peso fresco aéreo, peso fresco raiz, peso seco lyll 1
aéreo, peso seco raiz
Ecofisiol6gicas Curva de saturacion de luz 11
Ensayo en campo
Establecimiento Desarrollo foliar Formacion de bulbos Maduracion
TO T1 T2 T3
Semillero 35 ddt 69 ddt 71 ddt
45 dds
Ambientales Temperatura, humedad relativa, radiacién, contenido de humedad en el suelo, precipitacion, evaporacion, velocidad del viento -
Ecofisiolégicas | Intercambio gaseoso | Intercambio gaseoso (A, Gs, E) Intercambio gaseoso (A, Gs, E) 1
(A, Gs, E)
Potencial hidrico Potencial hidrico Potencial hidrico I 4
Curvas P-V
Variables Variables morfométricas Variables morfométricas Rendimiento | 6y?2
morfométricas PF vy | PFy PS hojas y raices PF y PS hojas, bulbo y raices
PS hojas y raices, AF | N foliar N foliar y N en bulbos
AF, IAF, TCR, TCA AF, IAF, TCR, TCA
Microcliméticas Temp. aire y foliar, Temp. aire y foliar, Humedad Relativa Temp. aire y foliar, Humedad Relativa I 4
Humedad Relativa
Bioquimicas y Biomasa microbiana, RB, COT, ureasa, fosfatasa, AV 5
microbioldgicas amonificacion de la arginina, mineralizacion del N,
Hidrolisis DAF, indices ecofisioldgicos, gMic,
qCO;,
Correlaciones y analisis grafico 1, 1, 11, 7
AV

A: tasa de asimilacion de CO,, Gs: conductancia estomatica, E: tasa de transpiracion, PF: peso fresco, PS: peso seco, RB: respiracion basal, COT: carbono total, AF: area foliar,

Curvas P-V: curvas presion-volumen, IAF: indice de area foliar, TCR: tasa de crecimiento relativo, TCA: tasa de crecimiento absoluto.
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ANEXOS

P;[" Ubiacidny alttud | Material prental | Geomorfologia Vegetadin | Pmm | TeC (“‘:gf(ro&’d;;“‘ (asifaddn
San Juan deLagunilbs. | Sedmentos (ono temazal, Cactdceas y Posopts ESwh. TypicHaplocambids,

3 |Menda mmamsdwb- Pendieneseatre2 | juliflon w | u Bosqueseco premontano fmooﬁnq mmo,
1050msam coluviles 4% isohipertémnico

Perfil | Horizonte | Prof. | (olor | Estructura | Arena | Limo |Aralla| pH | CO | NI | G | Mg [ Na| K | (C |G| A | B | SA

e () (%) HOU) | foky) (olky") (%)

3 Ap 013 | SYR3/3 | bsa-m-mff 059 [ 193 | W7 | 79 1 T4 [ 450 [ 03 (147 | 952 | 0 0 [ 100 0
Bw | B2 | SYRY3 | bammff | 637 | 193 | 1705 | 76 | 42 81 | 453 | 033 | 035 [ 953 | 0 [ 0 [0 [ 0
A 295 | SYR43 bamfmd | 6425 | 209 | 1485 | 68 | 24 790 | 247 | 040 | 040 | 823 | 0 0 [ 100 0

Anexo 1. Perfil, condiciones de formacion, clasificacion, propiedades fisicas y quimicas del

suelo de San Juan de Lagunillas. Fuente: Malagdn, 1979; Ochoa et al., 2010.
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(L

UNIVERSIDAD NACIONAL EXPERIMENTAL DEL TACHIRA
DECANATO DE EXTENSION
COORDINACION DE EXTENSION AGRARIA
LABORATORIO BIOAMBIENTAL UNET

Codigo:  SF16350 Finca: Estacion Experimental IIAP Parroquia: s/l
Fecha: 07/11/2016 Propietario: Lorena Blanco Municipio: s/i
Estado:  Merida Localidad:  San Juan de Lagunillas Identificacion:  1IAP-ULA San Juan L
RESULTADOS DE ANALISIS DE SUELOS
: Arcilla Limo M. Org Fosforo  Potdsio Calcio Magnesio pH Con Ele  Rel Ca/Mg
Unidades % % % ppm ppm ppm ppm mmho/cm  Eq/Eq
18 24 3,61 30 nd 2060 1872 6,04 0,14 0,66
Interpret Alto ) Alto Bajo Alto Alto Bajo OK
Textura: Franco arenoso (Textura gruesa)
nd: no determinado . 7
/ j
fis | )
U H
Ing. Al rqBartft')vs

Métodos de analisis:

Textura: Bouyucos- :

Materia Organica: Wakley y Black
Fosforo: Bray |

Calcio, Magnesio: Acetatu de Amonio.
Lectura Absorcién Atdmica.

Jefe de aporatorioy ,

| Conductividad Eléctrica: Conductimetro (1:5)
Fosforo: Lectura Colorimetria azul

, de molibdeno.Spectronic. 20

! pH: peachimetro (1:2)

Direccién: Av. Universidad. Sector Paramillo anexo a los Bomberos. Teléfonos: 0276-3406570 Ext. 570.5an Cristobal. Edo. Tachira.

Anexo 2. Analisis fisico-quimico del suelo de la parcela experimental.

Nota: en este andlisis no se reporto el contenido de K, pero posteriormente el responsable
del laboratorio indicé el valor correspondiente para esta muestra de suelo (568 mg kg™).
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UNIVERSIDAD NACIONAL EXPERIMENTAL DEL TACHIRA
. U VICERRECTORADO ACADEMICO
LLJ_I DECANATO DE EXTENSION
COORDINACION DE EXTENSION AGRARIA
LABORATORIO BIOAMBIENTAL UNET

CLIENTE: Lorena Blanco MUNICIPIO: Sucre

LOCALIDAD: San Juan de Lagunillas PARROQUIA: S/l

EMPRESA:  1IAP- San Juan ESTADO: _Mérida

FECHA DE RECEPCION: 20-06 -2017 FECHA DE ENTREGA: 04-07-2017

FORMATO: _ RAFQA

RESULTADOS DE ANALISIS DE RIEGO DE _AGUAS

|DEqu?gICCZ%’ N: Unidades SanAﬁca:;i?\il):é}rida Rango Método de analisis
PH 7.0 6-8.5 Peachimetro

C.E mmhos/cm 0.28 0-3 Conductimetro
Bicarbonatos meg/L 1.24 0-10 Titulacion
Sulfatos meq/L 0.14 0-20 Spectronic 20 Bacl2
Calcio meq/L 0.87 0-20 Absorcion Atémica
Magnesio megq/L 0.43 0-5 Absorcion Atomica
Potasio meg/L Trazas 0-0.2 Absorciéon Atémica
Sodio - meg/L 0.09 0-40 | Absorcion Atémica |
Cloruros meg/L Trazas 0-30 | Titulacion con AgNO3 |
RAS meg/L (1/2) 1.40 Q-15 | | ma****

. Fuente de Interpretacion: Manual de asistencia técnica No. 47. El analisis
de Suelos, Plantas y Aguas para Riego del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) Aio: 1.989

. Interpretacion: Los Parametros analizados en la muestra cumple con la
norma.

v/
: e 7
Direccion: Av. Universidad. Sector Paramillo al Ia&ike%ﬁ%eibﬁ'/de Bomberos. Tel .
0276-3406570 Ext.570 San Cristobal — Estado Té4chira. Venezuela < ety

Anexo 3. Analisis del agua de riego de la parcela experimental.
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CAPITULO 2
Seleccion de un consorcio microbiano promotor del crecimiento de plantulas de
cebolla en condiciones de umbraculo

RESUMEN

La préactica de producir plantulas méas vigorosas representa una ventaja competitiva al
momento del trasplante de un cultivo, y el uso de biofertilizantes combinados son una
alternativa ecologica sustentable. El objetivo de esta investigacion fue seleccionar un
consorcio microbiano para la produccion de cebolla hibrido F1 2000 en semilleros bajo
condiciones de umbraculo. Para ello se utilizaron cinco cepas rizobacterianas de los
géneros Rhizobium (cepa MEO1), Bradyrhizobium (cepas Leu2A y YEL1), Ochrobactrum
(cepa ES1) y Pseudomonas (cepa Alf), que han mostrado efectos benéficos sobre plantulas
de pimentén y lechuga. Estas rizobacterias se inocularon de forma mixta (consorcio
microbiano) en cebolla asi: AIf+ES1, MEO1+ES1, ES1+Leu2A, Alf+Leu2A, YE1+ESI,
MEO1+Alf, YE1+Alf, MEO1+YE1, YEl+Leu2A, MEO1+Leu2A, utilizando un suelo
proveniente de San Juan de Lagunillas-Mérida, Venezuela en condiciones de umbraculo
durante 60 dias. Se determinaron las variables: numero de hojas, diametro de la base del
pseudotallo, longitud aérea y de la raiz, peso fresco y seco aéreo y de la raiz.
Adicionalmente, a las plantulas del consorcio seleccionado, se les realizé una curva de
asimilacion de CO; con diferentes niveles de luz para observar su respuesta fotosintética. El
consorcio MEOL + Leu2A (Rhizobium tropici + Bradyrhizobium japonicum) fue el que
incrementd todas las variables determinadas, especialmente el diametro de la base del
pseudotallo, determinante para el cultivo de cebolla, y produjo una mayor tasa de
asimilacion de CO; en las plantulas. Se propone el uso de este consorcio microbiano como
una opcion para la produccion agricola en condiciones de semillero.
Palabras clave: Allium cepa, biofertilizantes, rizobios, tasa de asimilacion de CO..

INTRODUCCION

Los vegetales requieren un cuidado especial durante su crecimiento inicial, bien sea para
formar plantulas més vigorosas y tener mas éxito durante el trasplante o para estar
protegidas contra agentes fitopatdgenos. Estos efectos benéficos sobre el crecimiento
vegetal pueden ser producidos por la aplicacion de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (MPCV) que han mostrado ventajas sobre la germinacion y el
desarrollo de distintos semilleros (tomate, aji, lechuga, pimenton) bien sea de forma
individual o en consorcio, gracias a sus variados mecanismos de accion biologica
(Jayashree y Jagadeesh, 2017; Blanco et al., 2018; Alcedo y Reyes, 2018).

Un consorcio microbiano desde el punto de vista de la co-inoculacion es una asociacion de
dos 0 més poblaciones microbianas, de diferentes generos y especies, que interaccionan
sinérgicamente como una comunidad en un sistema complejo, donde todos se benefician de
las actividades de los demas, mediante estilos de vida sinérgicos en el que el crecimiento y
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el flujo ciclico de nutrientes se conduce mas efectiva y eficientemente que en poblaciones
individuales (Olmedo, 2003; Ochoa-Carrefio y Montoya-Restrepo, 2010; Gangaraddi y
Brahmaprakash, 2018). Los consorcios microbianos pueden resistir mejor los periodos de
limitacion de nutrientes debido a la diversidad metabolica disponible por la diversidad de
especies, combinada con la habilidad de compartir metabolitos dentro de la comunidad.
Una condicién de limitacion de nutrientes puede favorecer a una poblacion minoritaria si
esta tiene la habilidad metabdlica capaz de sostener la supervivencia de todo el consorcio, 0
ante variadas condiciones de fertilidad del suelo, puede incentivarse la accion de un grupo
funcional microbiano (Reyes y Valery, 2007). Esto también dependera del éxito del quorum
sensing (también llamado autoinduccion), el cual se conoce como un mecanismo bacteriano
de comunicacién célula-célula en respuesta al tamafio de la poblacién bacteriana para
regular la expresion genética con el objetivo de producir algunos polisacaridos
extracelulares, enzimas degradativas, antibioticos, sideroforos, formacién de biopeliculas,
lo que muestra la importancia del quorum sensing en comunidades bacterianas asociadas a
plantas (Antoun y Prévost, 2005; Brom et al., 2014; Yashaswini y Vijay Kumar, 2016).
Estudios recientes promueven el uso de consorcios con bacterias de distintos géneros como
Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus, Sphingomonas, Enterobacter,
Agrobacterium, Paenibacillus, para la promocion del crecimiento de trigo (Wang et al.,
2020), y el uso de consorcios formados por Rhizobium, Enterobacter clocae y
Pseudomonas sp. para la promocion del crecimiento de haba bajo condiciones de estrés
oxidativo (Fatnassi et al., 2015).

La cebolla es un cultivo de alto valor econémico actualmente en Venezuela debido a la
carencia de semillas certificadas, y altos costos de fertilizantes quimicos y agrotdxicos. Su
cultivo se realiza normalmente en suelos de textura media (franco arenosos), con buen
drenaje y ricos en materia organica para favorecer el desarrollo de las raices y de los bulbos
(Enciso et al., 2019). En el estado Mérida este cultivo posee una superficie cosechada de
491,39 ha para este rubro, lo cual ubica a la region andina como una localidad importante
para la siembra de cebolla en el pais, con zonas semiaridas que propician las condiciones
climaticas favorables para su cultivo (MPPAT, 2017).

El objetivo de esta investigacion fue seleccionar un consorcio microbiano promotor del
crecimiento vegetal de microorganismos autoctonos del estado Mérida, para el crecimiento
de plantulas de cebolla en condiciones de umbraculo, utilizando un suelo proveniente de
una zona semiarida, con miras a incrementar la produccion regional y nacional, asi como
disminuir las dosis de fertilizantes quimicos en campo.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico
Se utilizaron cinco cepas rizobacterianas autoctonas del estado Mérida, pertenecientes al
Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA, que de forma individual mostraron potencial
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biofertilizante sobre plantulas de pimenton y lechuga (Blanco et al., 2018). Las cepas
usadas fueron MEO1 (Rhizobium tropici) (Marquina et al., 2011), Leu2A (Bradyrhizobium
japonicum), YE1 (Bradyrhizobium spp.), ES1 (Ochrobactrum spp.) y Alf (Pseudomonas
fluorescens) (Blanco et al., 2018), ademaés caracterizadas como productoras de &cido indol
acetico, siderdforos, acido cianhidrico, disolventes de fosforo, y antagdnicas contra los
fitopatdégenos Fusarium oxysporum y Colletotrichum gloeosporioides (Blanco y Castro,
2021).

Se utilizd cebolla certificada hibrido F1 2000 (compafiia Hazera Genetics), una cebolla
amarilla de dia corto que ha mostrado cierta tolerancia al bajo contenido de humedad en el
suelo (Estrada-Prado et al., 2015).

Suelo

Se us6 un suelo proveniente de la Estacion Experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (IIAP) de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la ULA,
ubicada en San Juan de Lagunillas-Mérida, municipio Sucre, estado Mérida, por tratarse de
una zona semiarida con suelos favorables para el cultivo de cebolla. La altitud del lugar se
encuentra entre 1050 a 1100 msnm, y su ubicacién geografica corresponde a los 8° 31’ Ny
71° 22’ W. Se tom6 una muestra compuesta del suelo y se tamizod a través de una malla de
2,36 mm de didmetro para preparar el semillero. Las caracteristicas fisico-quimicas de
suelo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas del suelo proveniente de la parcela experimental del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (I1AP) de la Facultad de Ciencias Forestales y
Ambientales de la ULA, en San Juan de Lagunillas, estado Mérida

Textura®  MOP Pdisp®  pH C.E K¢ ca’ Mg® Rel
Ca/Mg
(1:2,5) (1:5)
% mg kg™
mScm® mgkg' mgkgt  mgkg!
Franco 3,61 30 6,04 0,14 568 2060 1872 0,66
arenosa

*Bouyoucus; "Materia orgéanica por Walkley y Black; “Fésforo disponible por Bray | (0,03 M NH,F
+ 0,025 M HCI); dCationes intercambiables por extraccion con acetato de amonio 1 M pH 7,0.

Preparacion de los in6culos

Las cepas rizobianas crecieron en medio agarizado extracto de levadura-manitol YMA

modificado con 0,5 g L* K,HPO* 0,2 g L MgS04.7H,0, 0,1 g L™ NaCl, 05 g L™

extracto de levadura, 2,5 g L™ manitol, 7,5 g L™ sacarosa, 2,5 mg mL™ rojo congo pH 6,7-

6,8 (Vincent, 1975) a 29 °C. El periodo de incubacion de los rizobios se realizo segun la
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dinamica de crecimiento de cada cepa, hasta su fase exponencial-estacionaria (24-36 h)
utilizando como modelo la curva de crecimiento para rizobios determinada por Blanco et al.
(2013) en este medio de crecimiento. Los indculos se prepararon de forma mixta con el
cultivo de cada cepa mediante el conteo celular con una cdmara de Neubauer a una
concentracién 1x10° cel mL™ de cada cepa en solucién salina 0,89 % NaCl. Se preparé un
control solo con solucion salina 0,89 % NaCl y sin consorcios. Seguidamente los indculos
se mantuvieron durante 20 minutos a 90 rpm en una agitadora a temperatura ambiente con
la finalidad de homogenizar la suspension celular. Los tratamientos utilizados
correspondieron a los consorcios preparados (proporcion 1:1), segun la Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos utilizados en el experimento (preparados en solucidn salina 0,89 %
NaCl).

Tratamientos Descripcion
Bioldgicos

Control (sin inocular) Sin consorcios
AIf+ES1 Pseudomonas fluorescens + Ochrobactrum spp.
MEO1+ES1 Rhizobium tropici + Ochrobactrum spp.
ES1+Leu2A Ochrobactrum spp. + Bradyrhizobium japonicum
Alf+Leu2A Pseudomonas fluorescens + Bradyrhizobium japonicum
YE1+ES1 Bradyrhizobium ssp. + Ochrobactrum spp.
MEO1+AlIf Rhizobium tropici + Pseudomonas fluorescens
YE1+AIf Bradyrhizobium ssp. + Pseudomonas fluorescens
MEO1+YE1 Rhizobium tropici + Bradyrhizobium ssp.
YE1+Leu2A Bradyrhizobium ssp. + Bradyrhizobium japonicum
MEO1+Leu2A Rhizobium tropici + Bradyrhizobium japonicum

78



Capitulo 2

Ensayo en umbraculo

Las semillas de cebolla se desinfectaron mediante lavado con solucion jabonosa al 1 %
(jabon azul en barra) durante 10 min, seguido de 5 enjuagues con agua destilada estéril,
luego lavado con cloro al 1 % por 1 min, y por ultimo 10 enjuagues con agua destilada
estéril, segun protocolo estandarizado en el Laboratorio de Fitobiotecnologia. Las semillas
desinfectadas se agregaron a los indculos de cada consorcio y se colocaron en agitacion a
90 rpm por 1 h. Se utilizaron bandejas de horticultura de 50 celdas sustentadas con el suelo
de la parcela experimental a utilizar (aproximadamente 50 g de suelo por celda), se
sembraron dos semillas por celda (40 semillas por tratamiento), se humedecieron y se
cubrieron con sustrato comercial estéril para facilitar la emergencia cotiledonar. Las
bandejas se mantuvieron en condiciones de umbraculo (temperatura 27,4 °C, humedad
relativa 65 %, luz 137 pmol m? s™). A los 20 dias de la emergencia cotiledonar se realiz6
un raleo dejando asi una sola plantula por celda. Las plantulas se reinocularon
inmediatamente cada una con 1 mL 1x10° cel mL™ del indculo correspondiente. El riego se
realizd a capacidad de campo con frecuencia interdiaria o diaria segun las condiciones
ambientales. El riego nutricional se realizé con solucion Hoagland (Taiz y Zeiger, 2010)
dos veces por semana a capacidad de campo, fraccionando la concentracion de sus
nutrientes 12,5 % dias 15-20, 20 % todos sus nutrientes (Ca y K 100 %) dias 20-25, 25 %
todos sus nutrientes (Ca y K 125 %) dias 25-45, y 50 % todos los nutrientes (Ca y K 100
%) dias 45-60 después de la siembra en bandejas. Esta dosificacion nutricional se realizo
con base en Blanco et al. (2018), y a sugerencias de productores agricolas de cebolla con
respecto al Ca y al K en fase de semillero, por la importancia de los mismos para la
formacion de las plantulas y debido a que no hay evidencias hasta ahora de que estos
elementos sean facilitados por la presencia de los consorcios empleados (Enciso et al.,
2019).

Los tratamientos se evaluaron con 15 repeticiones cada uno. El ensayo se desmont6 a los 60
dias y se determinaron las siguientes variables morfométricas: longitud de tallo y raiz (de
forma manual utilizando una regla milimetrada), peso fresco y seco de tallo y raiz, nimero
de hojas, y el didmetro de la base del pseudotallo para estudiar el efecto de los consorcios
sobre el crecimiento de la cebolla en fase de semillero bajo condiciones controladas.
Adicionalmente, a las plantulas del tratamiento control y del seleccionado como el
consorcio mas promisorio (n=5), se les realiz6 una curva de saturacion de luz para
determinar su actividad fotosintética, utilizando un sistema portatil de intercambio de gases
(LC-Pro, ADC Bioscientific Ltd.), programando mediciones entre 0 y 1800 pmol.m?s™ a
través de una fuente de luz artificial y el respectivo software del equipo; y los datos se
procesaron con el programa Sigmaplot. De dicha curva se obtuvo la tasa de asimilacion
maxima a saturacion de luz.
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Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via y la prueba LSD (p<0,05) con el
programa Statgraphics (Statistical Graphics Corporation, 2002). Se comprobé el supuesto
de homogeneidad de varianza con el test de Bartlett. Sin embargo, los resultados de las
variables de peso seco, peso fresco raiz, y didmetro de la base del pseudotallo, se
sometieron a la prueba de Kruskall Wallis con el programa estadistico Infostat (InfoStat
Statistical Software, 2002), debido a que los datos no cumplieron con el supuesto de
homogeneidad de las varianzas (Montgomery, 1991).

RESULTADOS

Efecto de los consorcios sobre el crecimiento de las plantulas de cebolla

En la Tabla 3 se pueden observar los efectos de la compatibilidad consorcios-cultivo. En
este sentido, los consorcios promisorios para las variables de crecimiento determinadas
fueron MEO1+YEl, YEl+Leu2A, y MEOl+Leu2A, debido a que incrementaron
significativamente (p<0,05) las variables: namero de hojas, longitud (total, raiz y aérea),
pesos fresco y seco (raiz y aéreo), asi como el didmetro de la base del pseudotallo, por
encima de los otros consorcios probados y del control (sin inocular). Por otro lado, los
consorcios AIf+ES1, MEO1+Alf, y YE1+Alf, no ejercieron ningun efecto sobre las
plantulas, ya que los valores en las variables determinadas no muestran diferencias
significativas respecto al control no inoculado.

De estos consorcios destaco el MEO1+Leu2A, formado por una cepa de Rhizobium tropici
y una cepa de Bradyrhizobium japonicum respectivamente, por su efecto positivo sobre el
incremento de todas las variables determinadas, especialmente el didmetro de la base del
pseudotallo o cuello (incremento de hasta 300 %), lo que significa el comienzo del
engrosamiento del bulbo.
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Tabla 3. Efecto de los consorcios sobre las variables evaluadas a nivel de semillero en cebolla (A. cepa)

Tratamientos ~ NUmero de Diametro de Longitud Longitud Longitud Peso Peso Peso Peso
biolégicos hojas la base del total raiz aérea fresco fresco seco seco
pseudotallo raiz aéreo raiz aéreo
(mm) (cm) (cm) (cm) (9) (9) (9 (9)
Control 3,47 0,80 27,6 2,00 25,6 0,04 0,67 0,003 0,05
(sininocular) d d g f e b e def f
3,60 1,15 29,1 2,70 26,4 0,03 0,69 0,003 0,05
AlT+ESL cd d g of de b de ef ef
3,93 2,27 31,57 2,07 29,5 0,03 0,96 0,002 0,06
MEOL+ESL  pe be ef f be b be f cdef
3,93 2,59 31,97 2,93 29,03 0,04 1,00 0,003 0,07
ESI+LeuzA b ab def def od b be def  bede
3,93 1,92 33,1 3,07 30,03 0,07 1,04 0,004 0,07
Alf+Leu2A abc c cde cde abc a bc bcd bed
VE1+ES] 4,06 2,26 33,97 3,80 30,17 0,07 1,04 0,005 0,07
ab be bcde abc abc a bc abc bcde
3,73 2,03 34,17 3,73 30,43 0,09 0,90 0,004 0,06
MEOL+Alf bcd c bcde bcd abc a cde cde def
VEL+AIf 3,47 2,09 34,7 3,86 30,84 0,07 0,91 0,005 0,06
d c bcd bcd abc a cd bcde def
4,13 2,27 36,1 4,80 31,3 0,06 1,16 0,017 0,15
MEOL+YEL be abc ab abc a ab ab ab
YEL+Leu2A 4,13 2,35 36,13 3,60 32,53 0,06 1,36 0,004 0,09
a bc ab cd a a a bcde a
MEOL+LeUu2A 4,00 3,20 38,4 6,23 32,17 0,07 1,18 0,017 0,08
ab a a a ab a ab a abc

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para un nivel de confianza del 95 %.
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Efecto del consorcio seleccionado sobre la actividad fotosintética de las plantulas

Adicionalmente, y en términos fisioldgicos, se pudo observar la actividad fotosintética de las
plantulas del consorcio MEO1+Leu2A como una medida del buen estado metabdlico en fase de
semillero para la cebolla a los 60 dias después de la siembra (Figura 1). En la Tabla 4 se pueden
observar las variables ecofisiologicas calculadas para los tratamientos control (sin inocular) y
consorcio MEO1+Leu2A, a partir de la ecuacion determinada con las curvas. Sin embargo, como
no fue posible establecer comparaciones estadisticas entre ambos tratamientos a partir de las
curvas, se compararon los cinco valores maximos de asimilacion de CO, en ambos tratamientos
y se observaron diferencias significativas entre ellos (p<0,05), siendo mayores para el consorcio
(13,2 + 0,2 pmol CO, m™ s™) y menores para el control (11,5 + 0,1 umol CO, m?s™).

[ Control (sin inocular) [ Consorcio MEO1+Leu2A

E
g 8 8
< 6 6
4 4
2 2
0 | it N J 0 - v 1 J
2 500 1000 1500 2000 2 500 1000 1500 2000
-4 |- -4 a
DFFF (umol m2s™) DFFF (umol m2s')

Figura 1. Curvas de saturacion de luz realizada a las plantulas a los 60 dds en condiciones de umbréaculo.
Densidad de flujo foténico fotosintético (DFFF) Vs. Tasa de asimilacion de CO, (A). Control (sin
inocular): [A= 13,88*(-29,64+DFFF) / (-29,64+ 269,07+DFFF); R*=0,986]. Consorcio MEQ1+Leu2A:
[A= 14,65*(-32,01+DFFF) / (-32,01+ 459,50+DFFF); R?=0,956].
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Tabla 4. Variables fotosintéticas determinadas a partir de las ecuaciones de las curvas de
saturacion de luz en plantulas con 60 dds en condiciones de umbraculo.

Control Consorcio
Variable Unidades (sin inocular) MEO1+Leu2A
Punto de compensacién de luz pmol m? st 29,6 32,0
Punto de saturacion de luz pmol m? s 800 1200
Anax pmol CO, m2.s™ 11,4 11,9

(11,5) (13,2)
Eficiencia cuéntica - 0,037 0,034
Respiracién en oscuridad pmol CO,.m?.s* 1,25 1,20

Anax = tasa de asimilacién de CO, maxima a una radiacion de 2000 pmol m? st tasa maxima absoluta entre
paréntesis, n=>5.

DISCUSION

Dentro de las variables evaluadas, el didmetro de la base del pseudotallo o cuello fue el que
permitié escoger el consorcio mas promisorio (MEOL1+Leu2A), ya que este parametro es
determinante en el cultivo de cebolla, debido a que el momento del trasplante depende del grosor
del cuello para evitar la formacion de bulbos de mala calidad (Enciso et al., 2019). Nuevos
reportes han mostrado efectos positivos sobre el incremento de parametros de crecimiento sobre
plantulas de cebolla inoculadas, aunque de forma individual, con cepas bacterianas de la especie
Bacillus megaterium y los géneros Leifsonia sp. y Pantoea sp., las cuales incrementaron los
pesos fresco y seco total, y las longitudes aérea y de raiz a las 7 semanas de inoculadas y con
dosis 50 % de fertilizante, pero en este mismo estudio los consorcios probados no ejercieron
ningun efecto sobre las variables de crecimiento (Samayoa et al., 2020), a diferencia de lo
observado en la presente investigacion con el consorcio MEO1+Leu2A.

La evaluacion de estas cepas en forma de consorcio permitid determinar entre cuales hubo un
efecto sinérgico, como fue propuesto por Blanco et al. (2018), especificamente para el hibrido de
cebolla utilizada.

A su vez, las tasas de asimilacion de CO, (Tabla 4) son superiores a las descritas para plantulas
de cebolla sin inocular en otros estudios (Jasoni et al., 2004; Bhatt et al., 2004; Bachie et al.,
2019) y similares a las reportadas por Wheeler et al. (2004), estas Gltimas de un estado
fenoldgico mas avanzado de las plantas y de igual forma no inoculadas. Esto sugiere que el
consorcio microbiano MEO1+Leu2A podria producir incrementos de la biomasa en plantas de
cebolla en comparacion a plantas no inoculadas, puesto que una mayor tasa de asimilacion de
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COg, junto a tasas respiratorias similares entre tratamientos, conllevaria a un aumento en la
disponibilidad de carbono para el crecimiento y por ende a un posible mayor rendimiento de la
cebolla en campo. Al respecto, Castro y Blanco (2018) determinaron que algunos de estos
mismos consorcios microbianos inoculados en plantas de pimenton favorecieron la produccion
de clorofila y que esto estuvo relacionado con el contenido de nitrégeno foliar, demostrando asi
los beneficios de los MPCV sobre la capacidad fotosintética.

Cabe mencionar que las cepas bacterianas responden no solo a las caracteristicas y tipo de suelo
(Reyes y Valery, 2007) o a la especie vegetal (Blanco et al., 2018), sino también a la variedad de
una misma especie vegetal (Blanco y Reyes, 2018). Con relacion a este planteamiento, se pudo
observar que el uso de algunos de estos consorcios iguales en pimenton, también arrojo
resultados positivos, siendo el consorcio mas promisorio el MEO1+YE1 (Castro y Blanco, 2018).
Por lo tanto, se comprobd que existe una especificidad y compatibilidad cepa-cepa y cepas-
cultivo, en respuesta a la interaccién planta-microorganismo-suelo, de acuerdo a la relacion
bioquimica, fisioldgica y ecoldgica entre estos factores, debido a la variedad de exudados
radicales que puedan expresarse, como lo mencionaron Blanco et al. (2018). Sin embargo, el
efecto positivo sobre el crecimiento vegetal es comun con la presencia de la cepa MEQ1, la cual
de forma individual también promovié el crecimiento de plantulas de pimentén y lechuga
(Blanco et al., 2018).

Igualmente, el efecto promotor del crecimiento vegetal producido por el consorcio
MEO1+Leu2A pudo deberse a los mecanismos de disolucién de fosfatos y produccion de acido
indol acético mostrados por estas mismas cepas (Marquina et al., 2018), a la actividad nitrato
reductasa de ambas cepas, y a la actividad ureasa de la cepa MEO1 (Y. Castro y E.L. Blanco,
observaciones personales). Otros estudios han mostrado el efecto fitoestimulante que presentan
los rizobios para promover el crecimiento de plantas no leguminosas, mediante la produccién de
fitohormonas, siderdéforos, disolucion de fosfatos, o como agentes de biocontrol contra
fitopatdgenos, destacando asi que los rizobios tienen una alto potencial biofertilizante para
cultivos horticolas de interés comercial (Garcia-Fraile et al., 2012; Santillana et al., 2012; Kumar
etal., 2019; Borges et al., 2019).

Asimismo, se destaca la importancia de evaluar previamente las cepas con el cultivo a tratar, y
tener en cuenta la caracterizacion previa que debe realizarse a cada microorganismo para
determinar su tolerancia a temperaturas, pH y salinidad, ademas de verificar el establecimiento
de una sinergia con la especie vegetal. En este caso, no es casualidad que el consorcio que mejor
interactud con las plantulas de cebolla, esté compuesto por dos microorganismos provenientes de
suelos de zonas semidridas como San Juan de Lagunillas y El Vigia, con condiciones fisico
quimicas similares a las del suelo de donde provenia el que se uso en este ensayo (Tabla 1), y
con un amplio rango de tolerancia a temperaturas, pH y salinidad del suelo (Marquina et al.,
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2011), que le permitiria adaptarse a otras condiciones climaticas con fines de produccion del
inoculo del consorcio MEO1+Leu2A y su uso en otras regiones del pais.

De esta forma y en concordancia con Jayashree y Jagadeesh (2017) y Blanco et al. (2018), se
propone el uso de consorcios microbianos promotores del crecimiento vegetal como un enfoque
innovador para la produccion de plantulas vigorosas y saludables con mayores posibilidades de
éxito luego de un trasplante en la produccién de hortalizas, y que quizas permitan reducir el uso
de fertilizantes quimicos en los vegetales.

CONCLUSIONES

El consorcio microbiano MEOl1+Leu2A aumenta o estimula el mayor crecimiento de las
plantulas de cebolla reflejado en las variables determinadas, especialmente en el diametro de la
base del pseudotallo. Por lo tanto, se propone como un biofertilizante promisorio para el
desarrollo de plantulas de esta especie vegetal, y que particularmente se vayan a trasplantar a
suelos bajo condiciones de climas semiaridos donde es mas propicio el cultivo de este rubro, y
con caracteristicas fisico quimicas similares a las mostradas en esta investigacion. Ademas se
recomienda evaluar este consorcio microbiano en la produccion de cebolla a nivel de campo, y
estudiar el efecto positivo que sobre variables de crecimiento y fisioldgicas pueda tener la
aplicacién del mismo, y también probarlo en suelos con caracteristicas fisico quimicas distintas,
y en otras variedades de cebolla para de esta manera producir un indculo con amplio rango de
aplicacion.
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CAPITULO 3

Grados-dia acumulados, radiacion acumulada y rendimiento de cebolla (Allium cepa L.)
bajo condiciones de déficit hidrico inducido y biofertilizacién en un ambiente semiérido
neotropical

RESUMEN

En un escenario de constante aumento poblacional mundial y cambio climatico, el uso eficiente
del agua resulta un factor clave para la produccion agricola. El cultivo de cebolla es uno de los
més rentables a nivel mundial y puede adaptarse a ciertas condiciones de estrés hidrico. El
objetivo de esta investigacion fue determinar los grados-dia acumulados (GDA), la radiacion
acumulada, la eficiencia del uso del agua de riego (EUA,), y el rendimiento del cultivo de Allium
cepa L. bajo déficit hidrico y biofertilizacion con el fin de incrementar el area de siembra con el
ahorro de agua y fertilizantes en un ambiente donde estas fuentes pueden ser limitantes. Se
cultivé cebolla hibrido F1 2000 en la estacion experimental del IHAP-ULA San Juan de
Lagunillas-Mérida, con un disefio bifactorial en blogques completamente aleatorizados con tres
repeticiones. Se determinaron las variables microcliméticas durante el ciclo y se establecié un
requerimiento de nutrientes de 247 kg N, 240 kg P,0s, 240 kg K;0. Se aplicaron dos factores de
riego: riego normal (RN) con frecuencia diaria, y déficit hidrico (DH) con frecuencia de riego
cada tres dias. El efecto de la biofertilizacion se evalug a través de un consorcio microbiano en
combinacién con cuatro tratamientos de NPK. El cultivo acumulé 1334 °C y 1188 MJ m? d™ en
el momento de su cosecha a los 71 dias después de trasplante (ddt). EI rendimiento fue de 36 t
ha™, similar en ambas condiciones de riego (P>0,05), y el tratamiento DH result6 en un ahorro
de 35 % de agua y el incremento de 47 % de la EUA.. El consorcio microbiano resulté en un
ahorro del 50 % de NPK bajo condiciones no limitantes de agua y produjo un rendimiento
similar al del control de produccion 100 % NPK no inoculado. Los mejores resultados se
obtuvieron con la menor frecuencia de riego y la dosis de fertilizantes 100 % NPK sin
microorganismos, y el uso de microorganismos con el 50 % NPK sin estrés hidrico, y se plantean
ambos tratamientos como practicas agrosostenibles para la produccion de cebolla.

Palabras clave: Allium cepa, biofertilizantes, eficiencia del uso del agua de riego, integral
térmica, riego deficitario controlado.

INTRODUCCION
La escasez de agua para la agricultura cada vez es mas recurrente y la necesidad de lograr
un mejor aprovechamiento de ella, ha interesado a grupos de investigacion en dirigir estudios de

nuevas estrategias de riego, que tiendan a disminuir los aportes hidricos, con el menor impacto
posible en la produccién y calidad de la cosecha (Ferreyra y Selles, 1997; Abdelkhalik et al.,
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2019; Mugoro et al., 2020). El riego deficitario controlado (RDC) fue desarrollado con el fin de
optimizar el uso del recurso hidrico, y bajo esta premisa, plantea reducir el consumo de agua
total aplicada a determinado cultivo (Sanchez y Torrecillas, 1995; Patel y Rajput, 2013). EI RDC
difiere de un estrés hidrico natural, ya que una estrategia de RDC busca llevar a la planta a un
ligero estrés en un estado fenoldgico en el cual la produccién no sea afectada (Mitchell et al.,
1984).

La cebolla en Venezuela se cultiva en suelos aridos del occidente y soleados del oriente,
caracterizados por una alta evaporacion ante la elevada insolacién, lo cual hace imprescindible el
uso del riego. En lugares en donde la precipitacion anual esta alrededor de los 600 mm, se puede
sembrar en cualquier mes del afio porque el riego debe ser integral, mientras que en los sitios en
donde estd marcada una época seca y una de lluvia, se debe coincidir la época de lluvia con el
establecimiento del cultivo y la fase de desarrollo, y la época seca con el final de la bulbificacion
y la maduracién. La frecuencia del riego y el volumen hidrico estan determinados por las
condiciones del clima y el tipo de suelo (Guzman-Pérez, 1988). En Venezuela existen zonas de
larga tradicion agricola y con caracteristicas climatoldgicas donde el agua es un recurso escaso y
valioso (Razuri-Ramirez et al., 2005; Olivares-Campos et al., 2018). En consecuencia existe la
necesidad de mejorar el uso de los recursos hidricos para optimizar el rendimiento en los cultivos
tradicionales y expandir las areas de siembra. En este sentido, Razuri-Ramirez et al. (2005) y
Pérez-Ortola y Knox (2014) recomiendan utilizar métodos de riego eficientes como el riego por
goteo con el que se puede controlar el déficit hidrico, ademéas de incrementar la produccion de
cebolla hasta en un 242 %, en comparacion con la produccion bajo riego tradicional de tipo
serpentin. En particular para el cultivo de cebolla se conoce que este comienza a sufrir estrés
hidrico cuando el contenido relativo de humedad en el suelo (CHS) esta por debajo del umbral
establecido como factor de agotamiento critico del suelo (45 %), debido a que el agua no puede
movilizarse lo suficientemente rapido para satisfacer la demanda transpiratoria del cultivo
(Duarte et al., 2012).

El efecto promotor del crecimiento vegetal (PCV) de microorganismos rizosféricos ha sido
demostrado principalmente por su propiedades biofertilizantes, biorremediadoras, Yy
biocontroladoras (Mohammadi y Sohrabi, 2012; Blanco et al., 2013; Blanco y Reyes, 2018;
Marquez et al., 2020). En los ultimos afios existe una tendencia a evaluar el efecto de estos
microorganismos en condiciones de estrés abidtico (Parray et al., 2016). Segin Aroca y Ruiz-
Lozano (2009), las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) pueden modificar
el contenido de hormonas en las plantas y de esta manera mejorar su tolerancia a la sequia. Por
otro lado, la produccién de exopolisacéaridos (EPS) por los microorganismos juega un papel
esencial en el desarrollo de la planta en condiciones de estrés ambiental como la sequia, ya que
los EPS influyen sobre el mantenimiento del potencial hidrico, agregados del suelo, y la
facilitacion de la interaccion planta-microorganismo (Pawar et al., 2013; Taiwo et al., 2019).

Por otro lado, el efecto de la temperatura sobre el desarrollo de los cultivos se puede
evaluar mediante la integral térmica o con los grados-dia acumulados (GDA) o grados-dia de

crecimiento (Tesfay et al., 2011; Diaz et al., 2012). En las plantas, cada fase del desarrollo
89



Capitulo 3

requiere un minimo de temperatura acumulada para llegar a su término y pasar a la siguiente fase
fenoldgica y a esta suma o total se le conoce como integral térmica, tiempo térmico o suma de
calor y se mide en grados/dia (°Cd) (Rawson y Gémez, 2001). De acuerdo con la planificacion
agricola, es beneficioso conocer la temperatura requerida para llevar a cabo el cultivo de cebolla
y, de esta manera extrapolar segun caracteristicas climaticas de una zona determinada el tiempo
que pueda durar el ciclo. Segun los datos oficiales de la FAO (2020a), en Venezuela para el afio
2018 el cultivo de cebolla fue el tercero de mayor importancia después de la zanahoria y el
tomate. Ademas de esto, el cultivo de esta especie es uno de los méas costosos actualmente debido
a factores como semillas certificadas, fertilizantes y agrotoxicos, los cuales cada dia resultan méas
escasos Yy de alto valor en el mercado nacional. Esta situacion ha afectado notablemente el area
cosechada y la produccion de este rubro causando una reduccion del 42 % y 46 %,
respectivamente durante la Gltima década. Segun la tendencia mundial, para el afio 2050, la
poblacion alcanzard el orden de los 9000 millones de personas, lo cual requiere de mayor
cantidad de agua para lograr producir el 60 % mas de alimentos que hoy dia para cubrir las
necesidades de la futura poblacién (FAO, 2020b). Es por ello que utilizar un manejo agricola
adecuado y poder disminuir el consumo de agua y fertilizantes por este, y otros cultivos se hace
imperante para masificar las areas de siembra y con ello incrementar la produccién con criterios
de sostenibilidad.

El objetivo de esta investigacion fue determinar los GDA vy la radiacion requerida durante
el ciclo en condiciones no estresantes, y el rendimiento de un cultivo de cebolla bajo déficit
hidrico inducido y biofertilizacion, con el fin de obtener un uso més eficiente del agua, siendo
este un recurso tan valioso y limitante, y ahorrar fertilizantes con un enfoque agroproductivo y
sostenible.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion del area

El experimento se realiz6 en la Estacion Experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la Universidad de Los
Andes (IIAP-ULA), ubicada en San Juan de Lagunillas, municipio Sucre, estado Mérida, con
una altitud entre 1050 a 1100 msnm, y las coordenadas UTM 240946E — 941369N, 240737E —
941369N, 240737E — 941754N, 240946 E — 941759 N. El suelo de la estacion experimental fue
clasificado como un Aridisol (USDA, 2020). Antes del establecimiento del experimento, se
tomaron muestras de suelo desde la superficie (0-15 cm) y se determinaron algunas propiedades
fisicas y quimicas segun los métodos utilizados por Klute (1986) y Page et al. (1982) las cuales
se muestran en la Tabla 1. De acuerdo al sistema de zonas de vida de Holdridge, la zona de vida
corresponde a un bosque seco premontano, con una temperatura entre 18 °C y 24 °C, en la
transicion entre el bosque espinoso y el bosque muy seco en la region tropical; mientras Ataroff
y Sarmiento (2004) se refieren a esta zona como una unidad ecologica arbustal espinoso. El
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experimento se realizo desde finales de febrero hasta mediados de junio de 2017. En la Figura 1
se puede observar la precipitacion total anual promedio y la temperatura para la zona. La
precipitacion total anual promedio alli es de 509 mm, observandose claramente dos periodos
himedos definidos con los picos m&ximos en los meses de abril y octubre. Sin embargo, la
precipitacion no suple el requerimiento hidrico de ningdn cultivo, por lo que el riego en esta zona
debe ser integral. La temperatura media anual es de 23,7 °C, la maxima anual promedio es de 28
°C y la minima anual promedio de 18 °C. La evaporacion esta en el orden de 1500 mm afio™,
superando abiertamente durante todo el afio a la precipitacion (datos aportados por la estacion
agrometeorologica del IIAP-ULA).

91



Capitulo 3

Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas del suelo y del agua de riego en la parcela experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (IIAP) de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la ULA, en San Juan de Lagunillas, estado Mérida.

Textura®  MO" Ntotal® Pdisp® pH C.E K® ca’ Mg® Rel Capacidad
Ca/Mg de
(1:2,5) (1:5) retencion
% % mg kg mScm? mgkg® mgkg'  mgkg® de agua
2 %
(5]
A
Franco 361 0,12 30 6,04 0,14 568 2060 1872 0,66 27
arenosa (18
% arcilla; 24
% limo)
pH CE Bicarbonatos’  Sulfatos® K" Ca" Mg" Na" Cloruros' RAS
meq L™
S meq L™* 1 meq L™
2 ms cm meq L™ 1 Kl meq L 1 (1/2)
Py q meq L meq L meq L
o
[3+]
>
(@)]
<
7,0 0,28 1,24 0,14 Trazas 0,87 0,43 0,09 Trazas 1,40

CE Conductividad eléctrica, RAS relacién de absorcion de sodio, *Bouyoucus; "MO Materia orgéanica por Walkley y Black; “Ntotal
por el método de Kjeldahl; °Fésforo disponible por Bray | (0,03 M NH4F + 0,025 M HCI); ®Cationes intercambiables por extraccion
con acetato de amonio 1 M pH 7,0; Titulacién; *Spectronic 20 BaCl,. "Absorcién atémica; ‘Titulacion con AgNOs.

Fuente: Analisis del Laboratorio Bioambiental (UNET), afio 2017, y datos propios.
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Figura 1. Caracteristicas de precipitacion y temperatura de la zona de San Juan de
Lagunillas, Mérida-Venezuela. Precipitacion y temperatura periodo enero 2010 - junio
2017. Fuente: datos de la Estacion Experimental del 1IAP-ULA San Juan de Lagunillas,
Meérida.

Semillero

Se utilizd semilla de cebolla de tipo certificada hibrido F1 2000 (compafiia Hazera
Genetics), la cual se caracteriza por ser cebolla de coloracion amarilla de dias cortos y
maduracion temprana, que ha mostrado cierta tolerancia al bajo contenido de humedad en
el suelo (Estrada-Prado et al., 2015). Las semillas se desinfectaron superficialmente segin
protocolo descrito en en Capitulo 2 (Blanco et al., 2021). EI semillero se dispuso en
bandejas plasticas de polietileno para hortalizas de 200 celdas, provistas de un sustrato
comercial inerte y esterilizado por tindalizacion (pH de 5,8 y conductividad eléctrica de
0,127 dS m™ en suspension 1:5); esta fase durd 45 dias y se mantuvo en condiciones al aire
libre techado con plastico transparente (temperatura 22 °C, humedad relativa 80 %, luz 299
umol.m?s™?). Estas plantulas se fertilizaron desde el dia 15 al dia 24 empleando una
solucién nutritiva 20-20-20 de tipo hidrosoluble a una concentracién 0,5 g.L™ (pH 6.0,
conductividad eléctrica 680 uS cm™); y desde el dia 25 al dia 45 se fertilizé con la misma
solucién nutritiva pero la concentracién se incrementé a 1 g L™ (pH 6.0, conductividad
eléctrica 1160 uS cm™). Las plantas se regaron diariamente a capacidad de campo y de
acuerdo a las condiciones del tiempo, y la frecuencia de fertilizacion fue 3 veces por
semana.
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Establecimiento del cultivo en campo

En la parcela experimental se realizé un pase de arado de discos y un pase de rastra
de discos para acondicionar el terreno y poder establecer el ensayo. Un mes antes del
trasplante e inmediatamente después de la mecanizacion del terreno se aplico un herbicida
de tipo preemergente y selectivo (i.a s-metalocloro) en dosis 2 L ha™ para el control de las
malezas. Posteriormente se levantaron canteros trazando parcelas de 2,4 m de largo x 1,4 m
de ancho, sobre las que se ubicaron seis filas de plantas para un total de 120 plantas por
parcela, con un marco de siembra de 10 cm x 20 cm para una densidad de siembra de
360.000 plantas por hectarea. EI deshierbe durante el ensayo se realizd6 manualmente.

Riego

El riego se aplico por goteo, tomando en cuenta el 100% del requerimiento hidrico
calculado por la evapotranspiracion del cultivo de cebolla (100% ETc) con una frecuencia
diaria de acuerdo a los valores del requerimiento hidrico calculados para la
evapotranspiracion del cultivo de cebolla segin Allen et al. (2006). Esta condicion de
frecuencia diaria se tom6 como la cantidad de agua requerida para llenar el déficit de
humedad del suelo diariamente con el agua de riego aplicada (Bekele y Tilahun, 2007), y se
denomino riego normal (RN). En el presente trabajo, de acuerdo a la uniformidad de
aplicacion de agua por los emisores, formacion del bulbo de humedad y a la textura del
suelo asegurando que todas las plantas quedaran regadas a capacidad de campo, el
programa de riego se ajustd de la siguiente manera: 15-30 minutos durante la fase inicial
del cultivo (20 dias), 20-40 minutos en las fases de desarrollo e intermedia (37 dias), y 15-
20 minutos para la fase final (7 dias). Después de ese periodo el riego se suspendio hasta la
cosecha (7 dias). El riego también dependié de los eventos de precipitacion diaria. Ahora
bien, la condicion de déficit hidrico (DH) se indujo mediante una menor frecuencia de riego
(Fernandez y Gyenge, 2010), aplicando el riego cada tres dias a partir de los 20 ddt, tiempo
en el cual se consider6 que habia terminado la etapa inicial del cultivo de acuerdo con Allen
et al. (2006), y para evitar mortalidad de las plantas durante la fase de establecimiento en
campo porque el trasplante se considera como un momento sensible dentro del ciclo del
cultivo (Castro et al. 2009). De esta manera, se irrigo cada 96 h con tiempo de riego igual
al de la parcela RN segun la fase del cultivo. La lamina total de riego para RN y DH se
calcul6 con la sumatoria final de la cantidad de agua aplicada diariamente a las parcelas RN
y DH respectivamente, de acuerdo al tiempo de riego utilizado y al caudal conocido. La
eficiencia del uso del agua de riego por el cultivo (EUA,, kg m™) o productividad del agua
de cultivo, se calcul6 mediante la ecuacion: EUA; =Y / IW ; donde Y es el rendimiento de
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la cebolla en kg ha™, e IW es la cantidad total de agua de riego aplicada en m* ha* (Kumar
et al., 2007; Semida et al., 2017; Temesgen et al., 2018; Mugoro et al., 2020).

Variables microclimaticas e integral térmica

Los datos climaticos se registraron cada 15 minutos desde el dia del trasplante hasta
la cosecha, a través de microestaciones de cuatro canales con sensores externos de
temperatura, humedad relativa, radiacion global y contenido de humedad del suelo (HOBO
Onset Corp.), los tres primeros colocados a una altura de 0,40 m sobre el suelo y el ultimo
(5-10 cm) por debajo del suelo. La precipitacion y la evaporacion fueron registradas en la
estacion agrometeoroldgica de la estacion experimental del 1HAP-ULA en San Juan de
Lagunillas, Mérida. EI CHS también se monitored en un momento del cultivo (43 — 47 ddt)
durante cuatro dias continuos (intervalo de riego), a través de la diferencia entre pesos
himedos y secos del suelo (5-15 cm) secado a 105 °C por 24 h (Pla, 1983), en cada
condicion de riego. Durante este tiempo la precipitacion registrada fue cero o insignificante,
por lo que se considerd que el CHS dependid Unicamente del agua de riego durante el
monitoreo. Con base en estos datos se determind la integral térmica del cultivo de cebolla
solo para la condicion RN. La fenologia se determin6 de forma cualitativa identificando las
fases de crecimiento para esta especie segin Maroto (2000) e Yzarra y Lopez (2011), luego
del trasplante y hasta la cosecha, identificando el inicio de cada fase cuando hubo el 20%
de ocurrencia en el total de plantas observadas. La Tb es la temperatura basal del cultivo
por debajo de la cual se detiene el desarrollo vegetativo, y en este caso para la cebolla la Th
es 6 °C (Tascon et al., 2011). Conociendo la temperatura media diaria Tm y la Tb se
calcularon los grados-dia acumulados (GDA, °Cd) para el cultivo mediante la férmula
GDA= (Tm-Th)*ciclo (Hassan et al., 2007). La radiacion global acumulada se establecio
con la sumatoria de la radiacion media diaria (>_Rm) recibida por el cultivo durante las 12 h
luz al dia (MJ m2d™).

Caracteristicas, preparacion y aplicacion del in6culo

Se usaron dos cepas rizobianas autoctonas del estado Meérida-Venezuela,
pertenecientes al cepario del Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA. El in6culo estuvo
compuesto por el consorcio microbiano de las cepas rizobianas MEOl1+Leu2A que
resultaron promisorias para el crecimiento de la cebolla en fase de semillero (Capitulo 2;
Blanco et al., 2021). Las caracteristicas de las cepas MEOL y Leu2A como promotoras del
crecimiento vegetal se observan en la Tabla 2. Para efectos del andlisis el in6culo se
denomin6 CM por las iniciales de consorcio microbiano.
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Tabla 2. Caracteristicas de las cepas MEOL y Leu2A como promotoras del crecimiento vegetal.

Cepa Origendela Identificacion  Produccion Produccién Disolucion — Actividad
cepa molecular de AIA de de fosfatos ureasa

sideroforos

Actividad Antagonismo
nitrato contra

reductasa Fusarium

oxysporum
MEO1 Nodulo de Rhizobium + - + + + ++
Phaseolus tropici
vulgaris San
Juan de
Lagunillas,
Meérida
Leu2A  Nodulo de Bradyrhizobium + + - - + +
Leucaena japonicum

leucocephala.
Mérida

Fuentes: Marquina et al. (2011); Blanco et al. (2018); Blanco y Castro (2021); Blanco et al. (2021).
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Las cepas rizobianas crecieron en medio agarizado extracto de levadura-manitol YMA
modificado con 0,5 g L™ K,HPO,4, 0,2 g L™* MgS04.7H,0, 0,1 g L™ NaCl, 05 g L™
extracto de levadura, 2,5 g L™ manitol, 7,5 g L™ sacarosa, 2,5 mg mL™ rojo congo pH 6,7-
6,8 (Vincent, 1975) a 29 °C. El periodo de incubacién de los rizobios se realizd segun la
dinamica de crecimiento de cada cepa, hasta su fase exponencial-estacionaria (24-36 h)
utilizando como modelo la curva de crecimiento para rizobios determinada por Blanco et al.
(2013) en este medio de crecimiento. El inoculo se prepar6é de forma mixta con el cultivo
de cada cepa mediante el conteo celular con una camara de Neubauer a una concentracion
1x10® cel mL™ en solucién salina 0,89 % NaCl. Seguidamente, el inéculo se mantuvo
durante 20 minutos a 90 rpm en una agitadora a temperatura ambiente con la finalidad de
homogenizar la suspension celular. El indculo se aplico a las plantulas del semillero a los
46 dds, el mismo dia antes de ser trasplantadas a campo. Para esto se humedecieron las
bandejas con agua corriente, y las bandejas destinadas a ser inoculadas se regaron con el
indculo preparado con la ayuda de una regadera de jardineria, con un total de 500 mL por
bandeja (2,5 mL de indculo por plantula). Luego, las bandejas drenaron entre 3-4 h antes
del trasplante. Las bandejas control no se inocularon. Las plantas se reinocularon en campo
a los 15 dias después del trasplante (ddt) con aproximadamente 5 mL del inéculo CM 1x10°
cel mL™ por planta, aplicado con una bomba de aspersion eléctrica.

Fertilizacion y disefio experimental

Se aplicd un disefio bifactorial 2x4 en bloques completamente aleatorizados con tres
repeticiones. El factor riego consistio en los dos niveles ya descritos RN y DH. La
fertilizacion fue edéafica y se realizé basada en el requerimiento nutricional segun el criterio
de fertilizacion quimica por extraccién de nutrientes para un rendimiento de 40 t ha™* (185
N, 96 P,0s, 192 K,0), de acuerdo a la experiencia practica y tomando en cuenta el % de
eficiencia de nutrientes (Silva, 1988; Blanco y Lagos, 2017; Gémez et al., 2007; Homeck,
2004). De esta forma, la extraccion neta de nutrientes establecida fue 247 kg N, 240 kg
P,0s, 240 kg K0, para un total de 577 g de la formula edafica comercial 15-15-15 N-P-K
(N amoniacal 10,3%, N nitrico 4,7%; fosfato soluble 15%; cloruro de potasio 15%) mas 5,4
g de urea para cada parcela de 3,36 m? segln el area efectiva de siembra. La dosis se
fracciond en tres porciones (60 %, 20 % y 20 %) de la siguiente manera para cada parcela
de 3,36 m* lera fertilizacion 9 ddt a razon de 346 g 15-15-15/parcela; 2da fertilizacion 20
ddt empleando 115,2 g 15-15-15/parcela; y para la 3ra fertilizacion a los 37 ddt se uso
115,2 g 15-15-15 + 5,4 g urea/parcela. La fertilizacion se aplico en bandas a nivel de las
parcelas. Los cuatro tratamientos de fertilizacion fueron: 100% NPK no inoculado, 100%
NPK + CM, 50% NPK + CM, y 0% NPK + CM. De acuerdo al total del requerimiento
nutricional (100% NPK), se calculé el total de fertilizante para la dosis 50% NPK y se
aplico de la misma forma y en los mismos momentos durante el ciclo del cultivo. Todos los
tratamientos estuvieron separados fisica y espacialmente a través de zanjas para evitar
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contaminacion entre ellos. Finalmente, los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos
vias y la prueba de medias LSD (p<0,05) con el programa Statgraphics 5.1 (Statistical
Graphics Corporation, 2002).

RESULTADOS

Variables microclimaticas y contenido de humedad en el suelo durante el cultivo

Los datos microclimaticos durante el ciclo del cultivo se muestran en la Tabla 3.
Adicionalmente, la precipitacion y la evaporacion total estimada durante el tiempo del
ensayo fueron 175,6 mm y >289,6 mm, respectivamente. La precipitacion incrementd los
ultimos dias del ciclo cuando los bulbos ya estaban en fase de maduracién, por tanto se
decidié efectuar la cosecha para evitar mayores pérdidas comerciales (Figura 2).

Tabla 3. Variables climaticas registradas durante el ciclo del cultivo en IIAP-ULA San Juan
de Lagunillas, Mérida-Venezuela (7 de abril al 17 de junio 2017).

Parametros Temperatura Humedad Radiacién global Velocidad del
relativa viento

(°C) (%) MJIm?d? (ms?)

Media diaria 246+1,1 80,9157 16,5+4,3 0,6+0,3

Minima media 19,2+0,9 471+70 0,2+0,2 -

diaria

Maxima media 338+2,1 99,4+1,4 389174 -

diaria

Minima absoluta 17,1 30,3 0,03 0,03

Maxima absoluta 38,8 100 50,9 1,7
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Figura 2. Precipitacion diaria durante el ciclo de cultivo de cebolla. ddt = dias después del
trasplante.

Por otra parte, en la Figuras 3 y Figura 4 se puede observar la variacion del
contenido de humedad en el suelo (CHS) de las parcelas tanto para el tratamiento RN como
para el tratamiento DH. En la Figura 3 se muestra el CHS medido con los sensores de
humedad de las microestaciones de cuatro canales, en donde el CHS para la parcela RN
solo fue posible monitorear hasta el dia 29 después del trasplante ya gue los sensores
dejaron de funcionar en ese momento; sin embargo, se logré observar que a partir de los 20
ddt cuando el DH comenzd, las parcelas muestran un CHS diferente entre si. En la Figura 4
se observo que la humedad del suelo con RN estuvo entre 67 % y 41 %, mientras que con
DH estuvo entre 67 % y 11,8 % de CHS. El efecto del DH se evidenci6 entre 24 h'y 96 h
sin riego, por debajo de 42 % de CHS (Figura 4).
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Figura 3. Condiciones de humedad del suelo durante el ciclo del cultivo determinadas con
los sensores de humedad del suelo.
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Figura 4. Contenido de humedad en el suelo (CHS) para las dos condiciones de riego. El
tramo de la linea continua azul 0-24 h indica el CHS en la parcela con RN y el tramo de la
linea continua azul 0-96 h indica el CHS en la parcela con DH. UCR: umbral critico de
riego para la cebolla (Duarte et al., 2012). CRA: capacidad maxima de retencion de agua.

Grados-dia y radiacion acumulada de A. cepa

Los grados-dia acumulados y la radiacién global acumulada para el cultivo de
cebolla bajo condiciones de RN en cada fase fenoldgica se observan en la Figura 5.
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Figura 5. Fenologia, grados-dia acumulados (°Cd), y radiacién global acumulada (MJ m™ d
1) para el cultivo de A. cepa solo para la condicion de RN 100% requerimiento hidrico
(control de produccion 100% NPK no inoculado).

La duracion del ciclo en el hibrido de cebolla utilizado (F1 2000) fue 71 ddt. Se
determind que para el término del cultivo el indice térmico GDA fue 1334 °Cd. La
radiacion acumulada para el cultivo fue 1187,6 MJ m2d™, con un promedio diario de 16,5
MJ.m? d* (Figura 5). Se observé también que los bulbos de las plantas del tratamiento
100% NPK no inoculado en DH hubieran podido ser cosechados a los 59 ddt (12 dias antes
de la fecha en la que se realiz6 la cosecha). Mientras que, con el tratamiento 0% NPK +
CM se observo un retraso en la fase de maduracion en ambas condiciones de riego.

Rendimiento y eficiencia del uso del agua en A. cepa

En la Tabla 4 se muestra el rendimiento de la cebolla en condiciones de RN y DH.
De acuerdo con la ld&mina de riego, la condicion de DH correspondié a un aproximado del
66,7 % del requerimiento hidrico del cultivo, o en otras palabras, del riego. De acuerdo al
calculo del agua aplicada segun las fases fenologicas mostradas en la Figura 4, las laminas
de riego (mm) en la fase de crecimiento herbaceo, formacion del bulbo, y maduracion
fueron 90,04; 101,90; 0 con RN, mientras que con DH fueron 81,07; 47,08; O,
respectivamente. Ademas, la EUA, por el tratamiento DH fue 47 % mas que en RN, en los
tratamientos no inoculados. Esto representd un ahorro de agua del 35 % aproximadamente.

101



Capitulo 3

En cuanto al ndmero total de riegos fueron 37 en RN y 20 en DH, lo que supone una
frecuencia de riego del 54,1 % durante el ciclo para DH, es decir que se regd apenas un
poco mas de la mitad de veces que para RN.

Tabla 4. Rendimiento del bulbo, eficiencia del uso del agua de riego (EUA) y otros
pardmetros bajo condiciones de riego normal (RN) y déficit hidrico (DH).

Condicion  Numero Lamina Fertilizacion Rendimiento EUA,
de riego total de  deriego 1 3
riegos total (tha™) (kg m™)
(mm)
0 % NPK + 23.96 + 2.46 d 125+1.28d
CM
50 % NPK + 35.0+2.02abc  18.2+1.05bc
CM
RN 37 19203 100% NPK +  2837+6.07cd  14.8+3.16cd
CM
100 % NPK 36.40+4.46a 19.0+2.32bc
No inoculado
(control de
produccién)
0 % NPK + 25.35+4.39d 19.8 + 3.43b
CM
50 % NPK + 28.70+1.98hcd 224+155h
CM
DH 20 128.21
100 % NPK + 29.30 +5.80 229+452h
CM abcd
100 % NPK 35.71+397a 27.9+3.09a
No inoculado

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), £ indica
la desviacion estdndar. RN= frecuencia de riego diaria 100% demanda hidrica. DH=
frecuencia de riego cada tres dias 66,7% demanda de riego. CM= consorcio microbiano.

El rendimiento obtenido fue de 36 t ha™ y representd el 90 % del rendimiento
potencial segun el requerimiento de nutrientes previsto. Asimismo, el rendimiento de la
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cebolla sometida a DH fue similar al del tratamiento con RN (P>0,05), mostrando entonces
que el DH no disminuyd el rendimiento de la cebolla, y logré un importante ahorro de agua
del 33,7 %, en condiciones no limitates de nutrientes. De la misma forma, el déficit hidrico
parece no haber afectado ni la absorcidn ni el transporte de nutrientes en la cebolla, ya que
ademas, entre ambos tratamientos (RN y DH) no se presentaron diferencias (P>0,05) al
menos en el contenido de N foliar y en bulbos (datos no mostrados; ver Capitulo 6). El
rendimiento obtenido con el tratamiento 50 % NPK + CM bajo condiciones no limitantes
de agua (RN), fue similar al tratamiento control de produccion, lo que indicé que con el uso
de los microorganismos en condiciones no limitantes de agua se logra obtener el mismo
rendimiento con el ahorro del 50 % de NPK. La aplicacion del 100 % NPK + CM con RN
redujo significativamente el 22,06 % del rendimiento, mostrando asi que la disponibilidad
exagerada de nutrientes desfavorecid la produccién. Pero, en condiciones de DH la
presencia del CM redujo la produccion entre 19,5 % y 30,36 % con respecto al control de
produccién, y también disminuyo la EUA.. EI menor rendimiento se obtuvo con el
tratamiento 0% NPK + CM con RN. En general, el hibrido de cebolla F1 2000 resulté
resistente al DH inducido por la aplicacion de una menor frecuencia de riego.

DISCUSION

Influencia del contenido de humedad en el suelo sobre el cultivo

Como se menciond en la introduccion, el cultivo de cebolla sufre estrés hidrico por
debajo de 45 % del CHS (Duarte et al., 2012). En consecuencia, claramente el tratamiento
DH se encontrdé sometido a un déficit hidrico durante todo el ciclo en cada intervalo de
riego.

Otros investigadores han analizado el efecto del estrés hidrico sobre el cultivo de
cebolla midiendo de forma analoga a nuestro trabajo el estatus hidrico del suelo. Ghodke et
al. (2018) encontraron una reduccion del CHS entre 10 % y 17 % con el tratamiento de
suspension de riego durante 40 dias continuos a partir de los 45 ddt, en comparacion con el
riego normal, a lo que indican un moderado estrés por sequia de acuerdo a la reduccion del
contenido relativo hidrico foliar. Por esta razon, consideramos que el estrés hidrico
inducido en nuestro trabajo al que estuvo sometido el cultivo de cebolla fue mucho mayor.

Asimismo, Estrada-Prado et al. (2015) determinaron el CHS con la aplicacion de los
niveles de humedad 100 %, 75 % y 50 % de capacidad de campo, y encontraron que
estaban representados en el suelo por 67,75 %, 50,81 %, y 33,87 % de CHS,
respectivamente. Este resultado es similar a nuestro trabajo, con lo que podemos inferir que
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el estrés hidrico inducido en nuestra investigacion se mantuvo aproximadamente entre el 61
% y 17,4 % de capacidad de campo entre cada episodio de riego, lo que representd un
estrés severo.

Integral térmica de A. cepa

La duracion del ciclo del cultivo fue corta con respecto a otras variedades o
hibridos. El indice térmico GDA se puede establecer en una determinada localidad
dependiendo de las caracteristicas propias de temperatura media diaria 0 mensual de la
zona, con fines de planificacion agricola. Ademas, dependiendo de la variedad o cultivar de
cebolla utilizado, la acumulacion de grados-dia puede ser menor o mayor (Saluzzo et al.,
1998). Igualmente, la duracién del ciclo en otra localidad dependerd de la radiacion
promedio diaria de esa zona determinada.

En este sentido, Tascon et al. (2011) reportaron una sumatoria térmica similar a la
de nuestra investigacion, en donde la cebolla presentd rendimientos éptimos con una
sumatoria (grados/dia) superior a 1300 °C-dia, independientemente si el trasplante se
realizo en enero o en abril. En dicho estudio, las variedades de cebolla morada de Tenerife
con mayor rendimiento fueron Carrizal Bajo, Carrizal Alto, Guayonje, y cebolla amarilla
variedad La Palma. El rendimiento 6ptimo alcanzado estuvo entre 67.000 a 109.000 kg ha™
alcanzado entre los 117 y los 169 ddt. Al respecto, estos mismos investigadores proponen
que el rendimiento parece estar asociado al factor temperatura media en cuanto a dias con
temperatura media <17 °C, lo cual produce un ciclo mas largo pero incrementa el
rendimiento. Asimismo, los GDA obtenidos para el inicio de la bulbificacion en la presente
investigacion (505 °Cd), son similares a los obtenidos por Tesfay et al. (2011), quienes
determinaron 597 °Cd para la induccién de la bulbificacion en tres variedades de cebolla de
dia corto con 12 h luz y 35-18 °C pero condiciones controladas; por lo tanto, en
condiciones de naturales, la cebolla podria alcanzar esta fase cuatro dias antes
aproximadamente.

Por otra parte, hasta este momento es dificil encontrar los valores de radiacion
requerida para el cultivo de cebolla, pero el valor promedio diario obtenido se considera
como una radiacion Optima para el desarrollo de cultivos segin INTAGRI (2020);
especialmente el obtenido es similar a la minima radiacion requerida por el cultivo de
hortalizas como el pepino para no tener pérdidas en el rendimiento, y mayor que la
requerida por el pimenton y el tomate. Sin embargo, para otros cultivos de
monocotiledoneas si se ha reportado la radiacion global acumulada por ejemplo para el
maiz a razon de 3654.7 MJ m?d™* (Diaz-Lépez et al., 2013).
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Efecto del déficit hidrico sobre el rendimiento y la eficiencia del uso del agua en A.

cepa

La l&mina de riego total aplicada presentd valores acordes con el requerimiento
hidrico de la cebolla determinado mediante lisimetro (Castro et al., 2009), lo que indica que
la cantidad de agua de riego aplicada estuvo en consonancia con su demanda hidrica. De
acuerdo con Temesgen et al. (2018), la demanda neta de riego calculada seria equivalente al
requerimiento hidrico del cultivo representado por la evapotranspiracion del cultivo (ETc),
por lo tanto, en DH el 66,7 % de la demanda de riego representaria 0,67 ETc 0 67% ETc,
mientras que en RN el 100 % corresponderia a 1,0 ETc o 100% ETc. Asimismo, el
volumen de agua total aportado fue al menos 58 % menor al volumen usado durante el ciclo
de cultivo de cebolla a partir de riego por surcos en Quibor, estado Lara, Venezuela (Lépez
y Dennett, 2007), destacando asi los beneficios de usar riego por goteo. Igualmente, la
lamina total de riego en ambas condiciones fue menor que la del rango reportado por Pérez-
Ortold y Knox (2014) para la cebolla, indicando ademés, que la demanda hidrica también
depende de la variedad o hibrido de A. cepa; aunado a que en la presente investigacion se
utilizé menor volumen de agua, porque se suspendio el riego durante la fase de maduracion
hasta la cosecha.

El rendimiento obtenido fue similar a los reportados en los principales paises
productores de cebolla (Japén 44,1 t ha™, Egipto 36,7 t ha™*, Holanda 36,3 t ha*, Algeria
29,6 t ha). El rendimiento fue considerablemente superior al rendimiento de 21 t ha™
reportado en Venezuela y otros paises (FAO, 2020a). Es decir, que con el requerimiento
nutricional planteado y la dosis aplicada de fertilizante en esta investigacion es posible
incrementar la produccién en el cultivo de la cebolla. Ahora bien, contrario al presente
trabajo, en otros estudios se ha observado que la cebolla es una planta muy sensible al
estrés hidrico (Bosh, 1999; Kumar et al., 2007; Patel y Rajput, 2013; Rao, 2016; Khokhar,
2018), y que la disminucion de la humedad en el suelo entre 75-50 % produce una
disminucion en el peso de los bulbos entre 46 % y 62,7 % (Estrada-Prado et al., 2015).
Mugoro et al. (2020) obtuvieron una reduccién del 18 % del rendimiento con la
disminucion del 30 % del requerimiento hidrico del cultivo de cebolla, aunque hubo un
ahorro de agua; y con el 50 % del requerimiento hidrico hubo una pérdida de rendimiento
considerable del 29 % comparado con el 100% del requerimiento hidrico del cultivo. Estos
autores reportaron un rendimiento de 21,3 t ha™, el cual también es menor al rendimiento
conseguido en la presente investigacion. Igualmente, la EUA, fue 18 % mayor con el
requerimiento hidrico 70 % que con el requerimiento 100 %, la cual también fue menor a la
EUA: obtenida en el presente trabajo.

Abdelkhalik et al. (2019) consiguieron un bajo rendimiento y menores ganancias
para los productores con la aplicacion de riego deficitario correspondiente al 75 % del
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requerimiento hidrico de la cebolla (10.3 % y 10.9 % menos, respectivamente). No
obstante, el ahorro del agua fue importante (26,6 %), mejorando asi la EUA, de riego para
la cebolla cultivar Hamaemi (cebolla amarilla adaptada a condiciones mediterraneas). En
este sentido, la EUA, para un 100% de riego fue 17,64 kg.m™, un valor cercano al de
nuestra investigacion con RN, pero que solo representd un 3% menos EUA, que con el
tratamiento del riego deficitario en dicha investigacion. Similar a nuestro trabajo,
Abdelkhalik et al. (2019) observaron una reduccion de 12 dias en la duracion del ciclo con
la condicion de riego deficitario. En consecuencia, se puede considerar que el estrés hidrico
es un factor que adelanta la maduracion de la cebolla.

Sin embargo, Temesgen et al. (2018) en Etiopia, usaron cebolla morada bombay red
con una estrategia de riego en la que no aplicaron agua durante los 15 primeros ddt (etapa
inicial) y luego aplicaron el 75 % del riego durante todo el cultivo, y consiguieron un
ahorro del 33,6 % de agua, con una disminuciéon solo del 7,5 % del rendimiento en
comparacion al tratamiento control (P>0,05). Adicionalmente, ellos reportaron un
incremento de 40 % en la EUA,. Pero, a pesar de que sus resultados son similares a los
mostrados en el presente trabajo, los beneficios encontrados en la presente investigacion
muestran una mayor EUA; con la frecuencia de riego cada tres dias a partir de los 20 ddt.

En la necesidad de explicar la similitud del rendimiento entre ambas condiciones de
riego obtenido en el presente trabajo, y con base en Chapin et al. (2002) y Azcén-Bieto y
Talon (2013), es posible plantearse dos hipotesis: a) la disponibilidad limitada de
fertilizantes disueltos o asimilables entre cada episodio de riego en DH indujo una mayor
eficiencia del uso de nutrientes en la planta, lo que contribuyd a una rapida absorcion y
asimilacion de estos, y b) la falta de disponibilidad de agua entre cada episodio de riego en
DH permitié una mayor concentracion de nitratos en el suelo que promovio la actividad
nitrato reductasa y con esto la incorporacion al menos de N a la planta en condiciones no
limitantes de nutrientes, y por ello su rendimiento fue similar al tratamiento RN. Aunado a
esto, en condiciones de DH posiblemente existio un incremento en la temperatura del suelo,
lo que pudo haber contribuido a una mayor actividad enzimatica en este a nivel de la
rizosfera y por ende una mayor absorcion de nutrientes (Navarro, 2003), que compenso la
falta de nutrientes disueltos con relacion al tratamiento RN.

La tolerancia a la sequia de una determinada especie vegetal, en este caso la cebolla,
podria estar relacionada con una mayor actividad enzimatica del suelo junto con los
exudados radicales, los cuales pueden estar influenciados por el estrés hidrico, como se
presento para el caso de otra monocotiledonea como el maiz hibrido Baidan 9 (Song et al.,
2012). En este aspecto, es importante mencionar que el suelo de la parcela utilizada en este
trabajo presentd una alta actividad enzimatica nativa (datos no mostrados; Capitulo 5).
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Efecto de los microorganismos sobre el rendimiento de A. cepa

Investigaciones previas mostraron el efecto PCV de los microorganismos utilizados
en esta investigacion sobre cebolla y otras especies vegetales en condiciones in vitro, y
umbraculo. En el presente estudio en condiciones de campo, el efecto biofertilizante
obtenido en condiciones no limitantes de agua con el CM MEO1 + Leu2A (Rhizobium
tropici y Bradyrhizobium japonicum), pudo deberse a la capacidad que tienen estas cepas
para producir &cido indol acético, disolver fosfatos, favorecer la produccion de clorofila,
aumentar el contenido de N foliar, presentar actividades ureasa y nitrato reductasa
positivas, e incrementar la actividad fotosintética (Marquina et al., 2018; Blanco et al.,
2018; Blanco et al., 2021). Otros estudios han reportado resultados similares con el uso de
CM en cebolla al lograr reducir el 50% NPK con la aplicacion de vermicompost y un CM
de Azospirillum + Azotobacter asi como una mejor relacion costo/beneficio (Jayathilake et
al., 2003); mientras que mas recientemente, Krestini et al. (2020) reportaron un mayor
rendimiento con el uso del 50 % NPK + un consorcio de Azospirillum + Azotobacter en ajo,
siendo esta una especie muy relacionada con la cebolla.

Por otro lado, y a pesar del bajo rendimiento obtenido con los tratamientos
inoculados con el 0% de NPK con respecto al rendimiento Optimo alcanzado, este
rendimiento fue similar al reportado por la FAO (2020a) para Venezuela y otros paises (21
t ha™). El resultado obtenido en este tratamiento se corresponde con el resultado obtenido
por Mahala et al. (2018), quienes demostraron que sin fertilizantes quimicos y solo con la
inoculacion de bacterias disolventes de fosfato + Azospirillum se logra un incremento de
hasta el 46% en el rendimiento, ademéas de una mayor calidad nutricional del bulbo con
respecto a las plantas no inoculadas. Por lo tanto, el consorcio microbiano propuesto en la
presente investigacion se presenta como una alternativa agroecoldgica, ademas del uso de
insumos biolégicos autdctonos para la produccion de cebolla, especialmente para el hibrido
F1 2000 usado en este trabajo, y con el que se puede ahorrar el 100 % de fertilizantes
inorganicos y conseguir un rendimiento igual al promedio a nivel nacional. Vale acotar que
este efecto sobre el rendimiento de la cebolla seria causado unicamente por el consorcio
microbiano MEO1+Leu2A ya que sus caracteristicas como PCV se mostraron desde la
produccién de plantulas de Allium cepa (Blanco et al., 2021), en donde se observd que la
aplicacion del consorcio microbiano en este mismo suelo en condiciones de umbréaculo
incrementd una serie de variables como el nimero de hojas, el diametro de la base del
pseudotallo, la longitud de la parte aérea y de raiz, peso fresco y peso seco tanto de la parte
aérea como de la raiz, y la tasa de asimilacion de CO,, con respecto al tratamiento control
no inoculado. Contrario a lo que se esperaba, en la presente investigacion en condiciones de
estrés hidrico los microorganismos inoculados causaron un efecto negativo sobre el
rendimiento de cebolla, el cual pudo deberse a una mayor tasa de transpiracion mostrada en
las plantas inoculadas que incidi6 directamente en la pérdida de agua del cultivo (datos no
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mostrados, ver Capitulo 4). Con base en los resultados obtenidos, se puede producir un
biofertilizante de amplio rango de accion para conseguir buenos rendimientos, y el ahorro
en costos de produccion del cultivo de cebolla en condiciones no limitantes del recurso
hidrico utilizando biotecnologia amigable con el ambiente.

En este estudio se propone un ahorro sustancial del 35 % de agua, para una
obtencion del mismo rendimiento que con el uso del riego completo, lo que incide en una
aplicacion del 65 % del riego requerido por el cultivo de cebolla para el hibrido F1 2000
especialmente. Esto representa un déficit menor que 50 % del requerimiento hidrico en
donde con este ultimo ya se han reportado pérdidas significativas del cultivo a pesar del
ahorro de agua. Y por otra parte, se propone la sustitucion del 50% de fertilizante NPK con
el uso del CM MEO1+Leu2A en cebolla en condiciones no limitantes de agua, obteniendo
el mismo rendimiento que con 100% NPK. Es notorio, que la diferencia en rendimiento y
EUA, también podria depender del hibrido o variedad de cebolla utilizado, a su resistencia
a la sequia, asi como de las dosis de fertilizantes y la densidad de siembra aplicada. En todo
caso, no es recomendable comenzar la aplicacion del riego deficitario durante el periodo de
bulbificacion por ser este el periodo critico del cultivo y en donde se absorbe el 47 % de su
requerimiento hidrico (Castro et al., 2009), porque podria reducir entre 30 % y 45 % el
rendimiento (Temesgen et al., 2018), sino comenzar su aplicacién en la etapa fenoldgica
anterior para permitir que el cultivo de cebolla desarrolle mecanismos fisiologicos en
respuesta al estrés hidrico. De esta manera, se propone la presente metodologia de riego
como una estrategia de produccién para el cultivo de cebolla en el hibrido F1 2000 en
condiciones de limitacion de agua disponible para riego, teniendo en cuenta su aplicacion
luego del periodo de establecimiento en campo (20 ddt) y de esta forma no afectar el
rendimiento. De esta forma, se puede incrementar la produccion regional y nacional
especialmente, asi como incrementar el area de siembra en el pais bajo condiciones
abioticas similares a las detalladas en el presente trabajo, de esta manera cumpliendo con la
seguridad agroalimentaria para este rubro, sobre todo en un escenario de cambio climatico
y constante crecimiento demografico.

CONCLUSIONES

La integral térmica determinada para el ciclo de cebolla permitira establecer la
duracién del ciclo en condiciones similares de cultivo en otras zonas semi-aridas dentro o
fuera del territorio venezolano. La dosis Optima de fertilizacién aplicada no limit6 el
rendimiento aun en condiciones de estrés hidrico, y fue superior a la produccién nacional
reportada por fuentes oficiales. El biofertilizante permitié ahorrar la mitad de la dosis de
fertilizacion inorganica en condiciones no limitantes de agua, pero en condiciones de estrés
hidrico el biofertilizante redujo la EUA; y el rendimiento. En la presente investigacion, el
hibrido de cebolla F1 2000 resulté tolerante al déficit hidrico, mostrando un rendimiento
similar con respecto al riego normal y una mayor EUA,. El uso de variedades o hibridos
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que se adapten al estrés hidrico en ensayos de este tipo es esencial para asi disminuir
pérdidas de produccion. Se recomienda incluir esta practica a nivel de productores como
una estrategia eficiente y sostenible en VVenezuela para el cultivo de cebolla.
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CAPITULO 4

Efecto de un consorcio microbiano sobre las relaciones hidricas y el intercambio

gaseoso de Allium cepa L. bajo condiciones de déficit hidrico y nutricional
RESUMEN

La accion sinérgica de consorcios microbianos promotores del crecimiento vegetal es una
de las biotecnologias mas utilizadas en la ultima década. No obstante, su efecto ha sido
mayormente estudiado por su accion biofertilizante sobre algunas variables de crecimiento
y el rendimiento de cultivos. En este estudio se determin6 el efecto de un consorcio
microbiano (CM) sobre el intercambio gaseoso de Allium cepa hibrido F1 2000 bajo déficit
hidrico (DH) y nutricional. En una parcela experimental en San Juan de Lagunillas, Mérida,
se realiz6 un ciclo de cultivo de cebolla, con riego normal (RN) (100 % ETc) y DH (67 %
ETc) y fertilizacion (0 %, 50 %, 100 % NPK) e inoculacion con el consorcio MEO1
(Rhizobium tropici) y Leu2A (Bradyrhizobium japonicum). Se midié el intercambio
gaseoso (Conductancia estomatica (Gs), tasa transpiratoria (E) y asimilacion de CO, (A)) y
el potencial hidrico foliar a primeras horas de la mafiana y al mediodia a los 45, 80 y 110
dds, y se hicieron curvas presion-volumen a los 48 ddt. Se us6 un disefio bifactorial en
bloques completamente aleatorizados con tres repeticiones. El tratamiento CM+50 % NPK
sin DH permitio mantener valores de A similares al control de produccién. La cebolla
disminuyd drasticamente la Gs, alrededor de un 50 %, como evasién ante la carencia de
agua. La mayor eficiencia en el uso del agua fotosintética (EUAf) se obtuvo con el
tratamiento CM+50 % NPK sin DH vy el tratamiento 100 % NPK con DH no inoculado en
tempranas horas del dia, y en horas del mediodia, respectivamente. La E se incrementd en
condiciones de DH + CM. La cebolla incrementd en 65 % el moédulo de elasticidad en el
tratamiento 100 % NPK No inoculado en respuesta al estrés hidrico. Las bacterias benéficas
facilitan la disponibilidad de nutrientes bajo riego normal, lo que permite reducir la
aplicacion de altas dosis de fertilizacion y mitigar el déficit nutricional. EI hibrido de
cebolla F1 2000 resulto tolerante al estrés hidrico, por lo que en condiciones no limitantes
de nutrientes se puede reducir el volumen de riego aplicado sin afectar el rendimiento del
cultivo en lugares donde el agua es un factor limitante, mientras que en condiciones no
limitantes de agua, el CM permitio disminuir el 50 % de fertilizantes NPK sin afectar el
rendimiento obtenido de la cebolla como una estrategia agroecologica.

Palabras clave: cebolla, estrés hidrico, estrés nutricional, RPCV, variables ecofisiologicas.
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INTRODUCCION

El uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV o PGPR en
inglés) ha aumentado intensamente en la agricultura como una alternativa para reemplazar
o disminuir el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas (Kumar et al., 2019). Se ha descrito
ademds, que la accion sinérgica (co-inoculacién) de cepas de diferentes especies
microbianas compatibles es més efectiva sobre la promocion del crecimiento vegetal, que la
inoculacion de una cepa de forma individual (Santiago et al., 2017; Blanco y Reyes, 2018).
Dentro de las RPCV, el orden Rhizobiales representa un importante grupo. Los rizobios,
ademas de la simbiosis con leguminosas, pueden facilitar la produccion de sideroforos,
acido cianhidrico, antibioticos, enzimas micoliticas, mejorar la expresion de diferentes
genes en contra de patdgenos, facilitar la mineralizacion de fésforo organico en el suelo
regulando positivamente genes implicados en la produccion de enzimas especificas para
este fin, y funcionar como agentes biocontroladores (Kumar et al., 2019; Volpiano et al.,
2019). Incluso, algunas cepas rizobianas pueden presentar mecanismos de biorremediacion
del suelo (Zhengwei et al., 2005; Blanco et al., 2013). Yang et al. (2009) propusieron el
término Tolerancia Sistémica Inducida (TSI) a la serie de cambios fisicos y quimicos
inducidos en las plantas por las RPCV que resultan en una mayor tolerancia al estrés
abiotico. Especialmente, las RPCV pueden modificar la concentracion de fitohormonas
para mejorar su tolerancia a la sequia (Aroca y Ruiz-Lozano, 2009). La produccion de
exopolisacaridos EPS (polimeros de alto peso molecular compuestos de residuos de
mososacaridos) por los microorganismos, juega un papel esencial en el desarrollo de la
planta en condiciones de estrés ambiental como la sequia, ya que los EPS influyen sobre el
mantenimiento del potencial hidrico, agregados del suelo, y la facilitacion de la interaccion
planta-microorganismo (Pawar et al., 2013; Taiwo et al., 2019). Los rizobios son bacterias
con alta y variada produccion de EPS (Lancheros et al., 2002), estos facilmente detectables
por sus colonias muy mucoides y gomosas ricas en polisacaridos, y con propiedades
higroscépicas que ayudan a mantener la pelicula de agua requerida para la actividad
fotosintética y el crecimiento de las plantas (Marquina et al., 2011; Moreno et al., 2018).

Las respuestas ecofisiologicas en las plantas pueden darse de forma simultanea a
través de distintos mecanismos de resistencia (Martinez et al., 2018). Entre los estreses
abioticos, la limitacion hidrica es un factor critico en la productividad de los cultivos, y el
mantenimiento del turgor de una planta es de particular importancia en estas condiciones.
La disponibilidad de agua en el suelo y la transpiracion son los factores que determinan el
suministro y la pérdida de agua, respectivamente. Asimismo, los estomas ejercen el mayor
control sobre las relaciones hidricas en una planta debido al gradiente de potencial hidrico
entre la hoja y el aire (Azocar y Rada, 2006; Saxena et al., 2019). El potencial hidrico foliar
y el contenido relativo hidrico, son solo algunos de los atributos vegetales usados para
medir el estatus hidrico en las plantas bajo estrés. En este sentido, los principales efectos en
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las plantas en respuesta al estrés hidrico son el cierre estomatico, la disminucion del
namero de hojas y de la expansion foliar, los ajustes osméticos, una mayor eficiencia de
uso del agua (EUA) tanto de riego como fotosintética, la activacién de sistemas
antioxidantes para regular la produccién de especies reactivas al oxigeno (ERO), y la
disminucion de la actividad Rubisco, lo que conlleva a una disminucion de la actividad
fotosintética (Mafakheri et al., 2010; Farroq et al., 2012; Saxena et al., 2019; Blanco et al.,
2021a). Mientras que el estrés por déficit nutricional puede causar disminucion de la tasa de
respiracion celular, disminucién de la tasa de crecimiento, interrupcion del metabolismo,
modificacion de la morfologia radical, manifestacion de sintomas de deficiencia y
susceptibilidad ante fitopatdgenos (Lambers y Oliveira, 2019; Taiz y Zeiger, 2010). Sin
embargo, tanto el estrés hidrico como el estrés nutricional pueden ser mejorados con la
aplicacion de RPCV (Yang et al., 2009; Moreno et al., 2018).

La cebolla es un cultivo originario de Asia, y representa una de las especies méas
importantes del grupo Alliums que son usados por su sabor, aroma y gusto (Patil y
Subramaniam, 2020). A nivel mundial la cebolla es la segunda hortaliza de mayor valor por
su alto consumo e importancia comercial, con un rendimiento mundial promedio de 19t ha’
! para el afio 2018, y China, Estados Unidos, Japén, Espafia, Egipto, India y Argelia como
los mayores productores (FAO, 2020). La cebolla, ademas de sus propiedades culinarias, es
una especie de hortaliza que ha mostrado ser una planta fitorremediadora del suelo con
concentraciones de arsénico, al metabolizar este compuesto incrementando el contenido de
clorofila a y b, la altura de la planta y la biomasa foliar en concentraciones crecientes de
este semimetal en la solucion de riego y el suelo (Singh et al., 2010). Investigaciones
previas han mostrado que el cultivo de cebolla puede incrementar su contenido de proteinas
solubles como ajuste osmotico ante el déficit hidrico, y desarrollar una mayor EUA que
demuestra cierta tolerancia a este estrés en términos de rendimiento, con la aplicacién entre
80 % y 85 % ETc (evapotranspiracion del cultivo) (Kumar et al., 2007; Zheng et al., 2013;
Mebrahtu et al., 2018). Aun mas, que la inoculacion con dos especies de micorrizas
(Funneliformis mossesae y Claroideoglomus etunicatum) en condiciones de sequia
incrementan el contenido de prolina, proteinas solubles, y carotenoides totales en cebolla
(Muhsen et al., 2019); y en otros estudios las micorrizas incrementaron la conductancia
estomatica, la transpiracion, el potencial hidrico, la cantidad de clorofila y la tasa
fotosintética, entre otros, en diferentes cultivos (Auge, 2001).

Hasta ahora, la informacion de las RPCV con respecto a sus mecanismos
promotores del crecimiento vegetal ha sido extensa, pero la literatura referente a como
pueden influir las RPCV sobre aspectos ecofisioldgicos en las plantas ha sido escasa. Es
por esto, que tomando como modelo vegetal el cultivo de A. cepa, el objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto de un consorcio microbiano compuesto por dos cepas
rizobianas sobre algunas respuestas ecofisiologicas concernientes con el intercambio de
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gases Yy las relaciones hidricas del cultivo de cebolla en condiciones de deficit hidrico y
nutricional.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del ensayo

El experimento se realiz0 en la Estacion Experimental del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la
Universidad de Los Andes (IIAP-ULA), ubicada en San Juan de Lagunillas, municipio
Sucre, estado Mérida, con una altitud de 1100 msnm, y las coordenadas UTM 240946E —
941369N, 240737E — 941369N, 240737E — 941754N, 240946 E — 941759 N. El suelo de la
estacion experimental fue clasificado como un Aridisol (USDA, 2020). De acuerdo al
sistema de zonas de vida de Holdridge, la zona de vida corresponde a un bosque seco
premontano, con una temperatura entre 18 °C y 24 °C, en la transicion entre el bosque
espinoso y el bosque muy seco en la region tropical; mientras que Ataroff y Sarmiento
(2004) se refieren a esta zona como una unidad ecologica de arbustal espinoso. La
precipitacion en la zona tiene un comportamiento bimodal con dos picos de lluvia en abril y
octubre, la precipitacion anual es de 509 mm, y la temperatura promedio es 23,7 °C
(Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). La evaporacion anual es mayor a los 1500 mm, por lo
que supera a la precipitacion durante todo el afio, lo cual determina que ningdn cultivo
supla su requerimiento hidrico y sea dependiente del riego, permitiendo realizar en el sitio
experimentos con condiciones de déficit hidrico (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). El
experimento se realizd desde finales de febrero hasta mediados de junio de 2017. Las
caracteristicas del suelo de la parcela entre 0-15 cm de profundidad son: textura franco
arenosa, materia organica 3,61 %, N total 0,12 %, P disponible 30 mg kg™, pH 6.04,
conductividad eléctrica 0,14 mS cm™, K 568 mg kg™, Ca 2060 mg kg™, Mg 1872 mg kg™,
y capacidad de retencion de agua 27 % (Capitulos 2 y 3; Blanco et al., 2021a).

Establecimiento del experimento en campo

Inicialmente, se desinfectaron las semillas de cebolla hibrido F1 2000 segun
protocolo descrito en el capitulo 2 (Blanco et al., 2021b) y se establecid el semillero en
bandejas de horticultura de 200 celdas con las condiciones descritas en el capitulo 3
(Blanco et al., 2021a). Luego, en la parcela experimental acondicionada con un pase de
arado de disco, un pase de rastra, y la aplicacion de herbicida preemergente y selectivo (i.a
s-metalocloro) en dosis 2 L ha™ para el control de las malezas un mes antes del trasplante,
se levantaron canteros con parcelas de 2,4 m de largo x 1,4 m de ancho (3,36 m?),
separadas entre si fisica y espacialmente a través de una zanja, con el fin de evitar
contaminacién entre los tratamientos aplicados. En cada parcela de 3,36 m?, se dispusieron
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las plantulas de cebolla provenientes del semillero de 45 dias después de la siembra (dds)
(Capitulo 3; Blanco et al., 2021a), en seis filas para un total de 120 plantas por parcela, con
un marco de siembra de 10 cm x 20 cm para una densidad de siembra de 360.000 plantas
ha™'. El deshierbe durante el ensayo se realizé6 manualmente y el riego fue localizado.

In6culo microbiano

El biofertilizante aplicado fue el consorcio microbiano (CM) de las cepas MEO1
(Rhizobium tropici) + Leu2A (Bradyrhizobium japonicum), que fue seleccionado por su
efecto promotor del crecimiento vegetal en plantulas de cebolla (Capitulo 2; Blanco et al.,
2021b). Los tratamientos biofertilizados se inocularon con 2,5 mL del CM (1 x 108 cel mL’
1) por pléantula en las bandejas el dia del trasplante, y se reinocularon en campo a los 15 ddt
con aproximadamente 5 mL del indéculo CM por planta con la ayuda de una bomba de
aspersion eléctrica (Capitulo 3, Blanco et al., 2021a). El biofertilizante pertenece al cepario
del Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA.

Tratamientos y disefio experimental

En el experimento se usdé un disefio bifactorial en bloques completamente
aleatorizados con 3 repeticiones. El factor riego consistié en dos frecuencias de riego y
correspondiente a una determinada ETc: riego normal RN (riego diario; 100 % ETc) y
déficit hidrico (riego cada tres dias; 67 % Etc) a partir de los 20 dias después del trasplante
(ddt) (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). El factor fertilizacion consistio de cuatro niveles de
acuerdo al 100 % del requerimiento nutricional de NPK de cebolla para un rendimiento de
40 tn ha, para el cual se establecié una extraccién neta por ha de 247 kg N, 240 kg P,Os,
240 kg KO para un total para cada parcela de 3,36 m? 577 g de fertilizante inorganico de
férmula comercial 15-15-15 N-P-K (N amoniacal 10.3%, N nitrico 4.7%; fosforo
asimilable 15%; cloruro de potasio 15% ) mas 5,4 g de urea para cada parcela de 3,36 m?,
segun al area efectiva de siembra (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). Estos niveles de
fertilizacion se combinaron con la aplicacion del biofertilizante CM quedando establecidos
los tratamientos de la siguiente manera: 0 % NPK + CM; 50 % NPK + CM; 100 % NPK +
CM; 100 % NPK No inoculado (control de produccion). La fertilizacion fue edéafica y se
aplicé en banda. La dosis para el 100 % del requerimiento nutricional se dividié en tres
partes (60 %, 20 % y 20 %) de la siguiente manera para cada parcela de 3,36 m? de 3,36
m?: lera fertilizacion 9 dias después del transplante (ddt) 346 g 15-15-15 /parcela; 2da
fertilizacion 20 ddt 115,2 g 15-15-15 /parcela; 3ra fertilizacion 37 ddt 115,2 g 15-15-15 +
5,4 g urea/parcela. La cantidad total de fertilizante inorganico se consideré como el 100 %
NPK y con base en esta cantidad total se calculé el total de fertilizante para el tratamiento
50 % NPK, el cual se aplico de la misma forma y en los mismos momentos durante el ciclo
del cultivo. Las mediciones de las variables ecofisioldgicas se realizaron en una hoja en dos
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plantas por cada repeticion por tratamiento (n=3 por tratamiento, con dos submuestras por
repeticion). Las mediciones se llevaron a cabo en dos momentos del dia, a primeras horas
de la mafana cuando las condiciones ambientales son menos extremas y a horas del
mediodia bajo las condiciones son mas estresantes.

Mediciones de temperatura y humedad relativa

La temperatura de la hoja (Tp) y del aire (T,) se obtuvieron usando termopares de
cobre constantan conectados a un termometro digital y la humedad relativa (HR) se midio
con un higrémetro digital. Estas temperaturas y HR se usaron para calcular la diferencia de
presion de vapor entre la hoja y el aire (DPV) a través de la ecuacion DPV=pnga —
(pairex(HR/100)) donde: phoja Y paire SON la presion de saturacion de vapor de agua a la
temperatura foliar y del aire, respectivamente. Las mediciones de estas variables se
realizaron en una hoja en una planta por cada repeticion por tratamiento (n=3).

Intercambio gaseoso

Se midieron las variables conductancia estomatica (Gs), transpiracion (E) y de
asimilacion de CO; (A) en tres fases del cultivo: TO 45 dds y antes de la inoculacion
(semillero-inicio de desarrollo foliar), luego de la inoculacion T1 35 ddt (fin de desarrollo
foliar-inicio de bulbificacion) 'y T2 69 ddt (fin de bulbificacién-maduracion). El
intercambio gaseoso se determind utilizando un sistema portatil de intercambio de gases
(LC-Pro, ADC Bioscientific Ltd., Hoddesdon, Reino Unido). Los parametros se
determinaron realizando mediciones en todos los tratamientos, en dos momentos del dia al
cabo de cada fase fenoldgica de la cebolla. Las tasas de A y E se utilizaron para calcular la
eficiencia en el uso del agua fotosintética (EUA=A/E) (Lambers y Oliveira, 2019).
Ademas, con las variables A, E, y Gs se elaboraron curvas fenoldgicas para comparar el
efecto de los tratamientos durante el desarrollo del cultivo.

Relaciones hidricas

Las determinaciones referentes a las relaciones hidricas como el potencial hidrico y
las curvas presion-volumen se determinaron con una bomba de presion (PMS, Instrument
Co, USA). El potencial hidrico (W.) se determind en campo en tres fases del cultivo TO 45
dds (semillero-inicio de desarrollo foliar), T1 35 ddt (fin de desarrollo foliar-inicio de
bulbificacion) y T2 69 ddt (fin de bulbificacion-maduracion), en horas del mediodia. Las
curvas presion-volumen se determinaron en el laboratorio a los 48 ddt (formacion del
bulbo) segin metodologia de Ferndndez y Gyenge (2010), en donde el mddulo de
elasticidad (g) es representado por la pendiente de la curva (Apotencial de presion/
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Avolumen de agua simpléstica) y representa la rigidez o elasticidad de la pared celular en
respuesta a un factor de estrés hidrico (Vega y Mejia, 2017). Ademas con estas curvas se
determind para cada tratamiento el contenido relativo de agua en el punto de pérdida de
turgor (CRH®) y el potencial osmético en el punto de turgencia maxima (¥.'°) y a
turgencia cero (¥,°) (Lenz et al., 2006).

Ademas de los parametros ecofisiologicos se determind el rendimiento a los 71 ddt,
pesando el total de bulbos cosechados en cada parcela por tratamiento.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vias y la prueba de medias
LSD (p<0,05) con el programa Statgraphics (Statistical Graphics Corporation, 2002). Se
comprobo el supuesto de homogeneidad de varianza con el test de Bartlett. En los casos en
los que los datos no cumplieron con este supuesto, los datos se sometieron a la prueba de
Kruskall Wallis (p<0,05) con el programa Infostat a un nivel de confianza del 95%
(InfoStat Statistical Software, 2002; Montgomery, 1991). Los datos del modulo de
elasticidad solo entre los tratamientos no inoculados en ambas condiciones de riego se
analizaron mediante un ANOVA de una via, para evaluar el efecto del estrés hidrico sobre
esta variable en el cultivo de cebolla por la tendencia observada en el analisis de dos vias en
esta variable (Blanco et al., 2021a).

RESULTADOS

Analisis ecofisioldgico en el Ty 45 dds en semillero

En las Tablas 1 y 2 se observan los valores iniciales de las variables ecofisiologicas
presentados por las plantulas en estado de semillero (45 dds) antes de aplicar los
tratamientos y el déficit hidrico. Estos valores iniciales permitieron corroborar que en los
dos momentos de medicion no hubo diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos de
plantulas para ninguna variable. A primeras horas de la mafana, los valores se encontraron
en los siguientes rangos: densidad de flujo fotonico fotosintético (DFFF) 975 a 1109 umol
m? s, temperatura foliar 34,7 a 40,5 °C, tasa de transpiracion 1,4 a 3,2 mmol m?s?,
conductancia estomatica 46,7 a 52,5 mmol m?s™, tasa de asimilacién de CO, 12,2 a 14,8
umol m?s™, y EUA; 6,67 a 11,95 pmol mmol™ (Tabla 1).
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Tabla 1. Valores promedios iniciales de las variables ecofisioldgicas
con réplicas sin los tratamientos de fertilizacion y déficit hidrico en
semillero Ty 45 dds a primeras horas de la mafiana 8:30 am.

Variable Unidades Tratamientos
CM + 0 % NPK CM + 50 % NPK CM + 100 % NPK No inoculado +

100% NPK
(control)

DFFF umol m?s? 975,0 + 175,57 1109,0 + 131,65 | 816,17 +£263,71 | 1056,17 + 132,71

T foliar °C 34,67 £ 0,49 36,98 + 0,50 38,87 + 1,08 40,5+0,76

E mmol m?s* 1,41+ 0,46 1,46 + 1,09 1,90 + 0,39 3,16 +2,35

Gs mmol.m™ s? 50,0 +17,32 52,5+ 22,17 46,67 + 11,55 47,5+ 34,03

A umol m?s? 13,99 +1,73 13,66 + 3,38 14,76 + 3,38 12,15+ 2,10

EUA umol mmol? 10,45 + 2,47 11,95 + 6,21 7,73+0,32 6,67 £5,18

DFFF= densidad de flujo fotdnico fotosintético, T foliar= temperatura foliar,
E= tasa de transpiracion, Gs= conductancia estomatica, A= tasa de asimilacion
de CO,, EUA= eficiencia en el uso del agua. * indica la desviacién estandar.

n=3

Igualmente, estas variables se midieron en horas cercanas al mediodia (Tabla 2). En

este punto, el rango de valores para cada variable fue mayor quedando de la siguiente

manera: densidad de flujo foténico fotosintético (DFFF) 1513 a 1575 pmol m? s,

1

temperatura foliar 38,3 a 40,73 °C, tasa de transpiracion 4,28 a 5,54 mmol m? s*,
conductancia estomética 110 a 126 mmol m?s™, tasa de asimilacién de CO, 19,8 a 21,4
umol m? s, y EUAs 4,50 a 4,89 umol mmol™ (Tabla 2). Los valores se utilizaron como
punto de partida para la dindmica de las variables medidas a lo largo del ciclo del cultivo.
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Tabla 2. Valores iniciales de las variables ecofisiologicas con réplicas
sin los tratamientos de fertilizacion y déficit hidrico en semillero To 45
dds en horas cercanas a mediodia 11:30 am.

Variable Unidades Tratamientos
CM + 0 % NPK CM + 50 % NPK CM + 100 % NPK No inoculado +

100% NPK
(control)

DFFF pmol m?s* 1513,20 + 1555,0 + 36,45 | 1574,67 +29,30 | 1529,67 + 26,54

120,45

T foliar °C 40,73 £ 0,29 40,20 + 0,14 38,80 + 0,61 38,30 £ 0,73

E mmol m?s™? 4,28 + 0,68 5,54 + 3,03 5,37 + 1,80 5,50 + 1,57

Gs mmol.m? s 116,67 + 5,77 110,0 + 60,83 126,0 + 43,93 123,33 + 34,45

A pmol m? st 19,79 +1,25 21,39 + 4,79 20,34 + 3,87 21,11 +3,59

EUA¢ pmol mmol™® 4,64 + 0,98 450+ 2,51 4,56 + 2,01 4,80+ 1,94

DFFF= densidad de flujo fotonico fotosintético, T foliar= temperatura foliar,
E= tasa de transpiracién, Gs= conductancia estomatica, A= tasa de
asimilacion de CO,, EUAs= eficiencia en el uso del agua fotosintetica. +
indica la desviacion estandar. n=3

En esta fase del cultivo (45 dds) se intentdé medir el potencial hidrico, pero
inmediatamente al cortar la lamina foliar de la cebolla se observo el agua sin aplicar
presion. Por lo tanto, se parte de la idea de que todas las plantas tenian un W, cercano a cero
MPa.

Variables ecofisioldgicas en el T1 35 ddt.

En la Tabla 3 se pueden observar algunas variables ecofisioldgicas determinadas a
primeras horas de la mafiana con una DFFF alrededor de 500 umol m? sy en horas
cercanas al mediodia con una DFFF de 1700 umol m?s™a los 35 ddt. Por su parte, para el
potencial hidrico a pesar de que se obtuvo un p<0,05 entre los tratamientos se observé que
el consorcio microbiano no presento un claro efecto sobre este parametro en esta fase del
cultivo asi como tampoco lo tuvo el factor riego ya que no hubo diferencias entre los
tratamientos, especialmente entre los que no tenian déficit nutricional No inoculado +
100% NPK RN y No inoculado + 100% NPK DH; sin embargo, se observo una reduccion
significativa del potencial en el tratamiento con menor dosis de fertilizante CM+0% NPK
DH con respecto al mismo tratamiento en condiciones de RN, y en términos generales, se
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vié una tendencia a disminuir el potencial hidrico en todos los tratamientos con DH. Los
valores entre todos los tratamientos variaron desde -1,85 MPa hasta -1,05 MPa. En la
primera medicion del dia en ambas condiciones de riego, la temperatura foliar tendio a ser
menor en los tratamientos inoculados con respecto a los no inoculados. Esta tendencia varié
en horas del mediodia, pues en la condicion de DH los tratamientos inoculados tendieron a
mostrar una Tf méas elevada que el tratamiento no inoculado, siendo los mayores valores en
los tratamientos CM+50% NPK DH y CM+100% NPK DH; y en estos mismos
tratamientos particularmente se observo el efecto del estrés hidrico porque dicho factor
produjo el incremento de la temperatura foliar entre 5,1 % y 8,4 % con respecto al factor
RN. Se observo ademés que el DPV no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos en los dos momentos de medicion del dia variando desde 1,09 kPa hasta 1,76
kPa en la primera medicion, y desde 1,41 hasta 2,46 kPa en la segunda medicion, pero si se
observé una tendencia del DPV a ser mayor en los tratamientos inoculados en la condicién
DH en la segunda medicién realizada en horas del mediodia (p=0,08), conforme a lo
observado con la Tf.
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Tabla 3. Temperatura foliar, potencial hidrico y diferencia de presion de vapor hoja-aire en el T 35 ddt.

Tratamientos / Condicion de riego
CM + 0 % NPK CM + 50 % NPK CM + 100 % NPK No inoculado
+100% NPK
(control)
Variables Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
DFFF ul’IlOl 486,50+77,89 367,00+23,02 368,56+27,70 367,50+16,36 350,2049,07 525,29+104,37 | 387,14+44,86 | 755,86+50,60
2 1 ab c c c c a bc a
£ m-s
ST foliar °C 26,23+0,25 27,870,40 26,90+1,74 27,87+0,42 27,07+2,29 28,300,56 29,63+1,14 28,90+0,61
8 d abed cd abed bed abc a ab
Iee) DPV kPa 1,16+0,22 1,09+0,23 1,35+0,44 1,26+0,09 1,21+0,59 1,22+0,22 1,76+0,32 1,37+0,08
DFFF ul’IlOl 1789,50+144,35 | 2024,29+106,18 | 1672,50+35,97 | 1814,83+156,12 | 1860,78+134,14 | 1857,29+95,36 | 1918,40+77,19 1865,80
2.1 be a c bc b b ab +358,66
m-s ab
e lIIL MPa -14+0,1 -1,85+0,1 -1,37+£0,15 -1,6 £0,15 -1,05+0,05 -1,23 £ 0,08 -1,35+0,15 -1,53+0,48
g bc d abc cd a ab abc bed
T foliar °C 32,20,87 32,4%0,72 30,720,26 33,270,45 30,57+1,10 32,2740,67 31,67+1,05 31,5740,51
: ab ab c a c ab bc bc
DPV kPa 2,17+0,23 2,21+0,14 1,41+1,02 2,46+0,06 1,95+0,17 2,20£0,12 2,25+0,33 2,11+0,11

+ indica la desviacion estandar. DFFF= densidad de flujo foténico fotosintético, T foliar= temperatura foliar, W, = potencial hidrico foliar,

DPV=diferencia de presion de vapor hoja-aire ddt=dias después del trasplante. RN= riego normal, DH= déficit hidrico,

CM= consorcio microbiano. % indica la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

a un nivel de confianza del 95%.
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Las principales variables determinadas en esta investigacion se observan en la
Figura 1. La tasa de asimilacion de CO; no se vio afectada por el estrés hidrico en ningln
momento de medicién. Los valores de A variaron entre 17,43 pmol m?s™y 22,98 pmol m’
%5 con una DFFF alrededor de 500 pmol ms™, mientras que los valores de A con una
DFFF mayor a 1700 umol m?s™? variaron desde 20,44 umol m?s? hasta 31,31 umol m?st.
Cabe destacar que a primeras horas del dia, en la condicion RN, el valor de A con el
tratamiento CM+50% NPK fue similar al control de produccion No inoculado + 100%
NPK, incluso con un valor superior de asimilacion de CO; correspondiente a 22,99 umol m’
25 y 21,28 umol m's™®, respectivamente (Figura 1a), situacién que se repitié en horas del
mediodia entre estos tratamientos con 27,9 pmol ms™ y 27,8 umol m™s™, respectivamente
(Figura 1b). También se observd que en la condicidn de estrés hidrico la A tiende a ser
mayor con el tratamiento No inoculado + 100% NPK a primeras horas de la mafiana, y que
la misma tiende a disminuir a medida que tiene efecto el déficit nutricional en el resto de
tratamientos adn con la presencia del CM (Figura 1a).

En relacion a la variable de transpiracién, en la Figura 1c se muestra que a primeras
horas de la mafiana no hubo un efecto importante de los tratamientos sobre la E,
especialmente en condiciones de RN. Sin embargo, se observo un incremento significativo
del 55 % en la transpiracion en el tratamiento CM + 100 % NPK con DH, con respecto a
los tratamientos controles No inoculado + 100 % NPK con RN y No inoculado + 100 %
NPK con DH, mostrando asi una mayor pérdida de agua en estas plantas con la presencia
del CM aunado al 100 % de fertilizantes requeridos y al estres hidrico. Los valores de E en
este momento del dia variaron entre 3,0 mmol m?s™y 6,21 mmol ms™ (Figura 1c), siendo
el menor valor en el tratamientos CM + 50 % NPK con RN. También se pudo observar que
los mayores valores de transpiracion se presentaron en horas del mediodia oscilando entre
5,33 mmol m?s™*y 9,91 mmol m?s™ (Figura 1d) en respuesta al mayor DPV mostrado en
este mismo momento de medicion con una DFFF superior a 1700 pmol ms™ (Tabla 3),
siendo el menor valor el del tratamiento No inoculado + 100% NPK con DH. En la segunda
medicion realizada en esta fase del cultivo correspondiente a horas del mediodia, se
observo que los tratamientos inoculados en la condicién de déficit hidrico mostraron
incremento de la transpiracion de forma significativa entre 35,8 % y 50,6 % mas en
relacion al tratamiento No inoculado + 100 % NPK DH (Figura 1d), causando asi una
mayor pérdida de agua en estos tratamientos.

La cebolla a primeras horas de la mafiana presentd una tendencia a mostrar mayor
conductancia estomatica en los tratamientos bajo déficit hidrico (Figura 1le). En este
primera medicién del dfa los valores se encontraron entre 247 mmol m?s™y 367 mmol m’
%s: no obstante, los tratamientos no presentaron diferencias significativas entre ellos
(p>0,05). Ahora bien, en horas de mediodia, en la segunda medicion del dia los valores

oscilaron entre 160 mmol m?s™ y 336 mmol m?s™, y se observé que independientemente
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del tratamiento de fertilizacion, la cebolla mostr6 claramente un cierre estomatico en
condiciones de déficit hidrico como mecanismo evasor ante este estrés, mostrando
diferencias altamente significativas (p<0,01) con respecto a la condicion de riego normal,
disminuyendo drasticamente la conductancia estomatica alrededor de un 50 % como
respuesta ante la carencia de agua (Figura 1f).

En las primeras horas del dia la mayor EUA se obtuvo con el tratamiento CM+50 %
NPK con RN y con el tratamiento CM + 100 % NPK con DH (Figura 1g), de acuerdo a las
mayores tasas de asimilacion de CO, y bajas tasas de transpiracién mostradas por este
mismo tratamiento (Figura la y Figura 1c). En horas del mediodia, la mayor EUA se
obtuvo con el tratamiento No inoculado + 100 % NPK con DH (Figura 1h), en
concordancia con la menor tasa de transpiracion registrada en este tratamiento (Figura 1d).
Los valores de EUA variaron entre 3,39 pmol mmol™y 7,90 pmol mmol™ a primeras horas
de la manana, mientras que en la segunda medicion del dia oscilaron entre 2,81 umol
mmol™y 4,49 umol mmol™.
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Figura 1. Variables ecofisiolégicas determinadas a los 35 ddt. A= tasa fotosintética, E=tasa de transpiracion, Gs=conductancia estomatica,

EUA= eficiencia del uso del agua (A/E). Hora de medicion DFFF~500 umol m?s™ 8:30 am; DFFF > 1700 pmol m? s™ 11:30 am. RN=
riego normal, DH= déficit hidrico, CM= consorcio microbiano Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) a un nivel de

confianza del 95%.
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Variables ecofisioldgicas en el T, 69 ddt

En una tercera fase del cultivo se pudo determinar el efecto de los tratamientos
sobre las mismas variables ecofisiologicas a los 69 ddt (Tabla 4). Para esta fase de
crecimiento solo fue posible realizar una medicion durante el dia, la cual correspondio a las
horas de mediodia con una DFFF superior a 1400 pmol ms™. En la variable potencial
hidrico, no se observd algun efecto importante de los tratamientos sobre esta variable, a
excepcion del tratamiento CM+0 % NPK DH el cual mostré una disminucién significativa
(p<0,05) con respecto al resto de tratamientos (Tabla 4). Particularmente en este
tratamiento se observo el efecto del estrés hidrico y nutricional a pesar de la presencia del
inbculo CM; ademas, esta disminucion del W_ coincidid con las mayores tasas de
transpiracion mostradas por este mismo tratamiento en horas del mediodia en la condicion
DH (Figura 2d y Figura 3d). En esta Tabla 4 se observa un patron de incremento en la
temperatura foliar entre 2,5 % vy 8,7 % en los tratamientos con el factor DH con respecto a
los tratamientos del factor RN, acorde con el cierre estoméatico observado en la Figura 2c
para esta condicion. Con respecto al DPV, no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos y vario desde 1,59 kPa hasta 2,20 kPa. No obstante, se observo la misma
tendencia que a los 35 ddt en donde los mayores valores se encontraron con los
tratamientos inoculados en la condicién de DH (p=0,0562) en horas del mediodia.
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Tabla 4. Temperatura foliar, potencial hidrico y diferencia de presion de vapor hoja-aire en el T, 69 ddt.

Tratamientos / Condicion de riego
CM + 0 % NPK CM + 50 % NPK CM + 100 % NPK No inoculado + 100% NPK
(control)
Variables | Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
DFFF umo] m~ | 1403,57£61,05 | 1747,86+221,30 | 1518,88+101,30 | 1627,00£132,07 | 1637,36+44,71 | 1775,07+141,68 | 1798,36+80,17 | 1816,40+144,21
zs.l d ab cd bc c ab a ab

\PL MPa -1,08 +0,18 -1,73+0,63 -0,58 + 0,13 -0,78 £ 0,08 -0,58 + 0,48 -0,68 + 0,33 -0,55+0,2 -0,57 £ 0,15

a b a a a a a a
T foliar °C 28,4+ 0,53 30,7+1,2 29,10+0,87 31,63+0,47 29,13+0,51 31,17+1,59 29,33+1,24 30,07+0,06

c ab bc a bc a bc ab
DPV kPa 1,59 +£0,30 1,89+0,37 1,69+0,24 2,20 +0,27 1,76 £0,21 2,19+0,08 1,81+£0,21 1,82 £ 0,06

+ indica la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a un nivel de confianza del 95%. DFFF=
densidad de flujo foténico fotosintético, T foliar= temperatura foliar, W, = potencial hidrico foliar, DPV=diferencia de presién de vapor hoja-aire.
Estos datos corresponden a horas del mediodia.
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En la Figura 2 se observan las principales variables ecofisiologicas medidas
nuevamente a los 69 ddt con una DFFF superior a 1400 pmol m's™. En la variable A los
mayores valores de fijacion de CO, se encontraron en los tratamientos sin DH (Figura 2a),
repitiéndose el patrén de la medicion anterior en donde el tratamiento CM + 50% NPK
mostrd un valor superior al del tratamiento control No inoculado + 100% NPK con RN
(Figura 2a y Figura 1a), observandose una tasa 33% mayor que en el control, aunque no
hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos, ni en el resto de tratamientos
inoculados. Vale destacar que las plantas de la condicion DH ya estaban listas para
cosechar, por lo que se supone un estado fisioldgico mas maduro que el de las plantas en la
condicion RN, y que esto haya influido sobre las diferencias obtenidas en los tratamientos,
y no precisamente se deba al efecto de los tratamientos sobre el cultivo. En la Figura 2b se
observé que los valores de transpiracion oscilaron entre 2,75 mmol m?s™y 4,71 mmol m'%s’
'y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05). Los valores
de conductancia estomaética se encontraron entre 102 mmol m?s™y 184 mmol m?s?, y de
acuerdo a esta variable el cultivo de cebolla mostrd en estas horas del mediodia un cierre
estomatico en los tratamientos con el factor DH con diferencias altamente significativas
(p<0,01) con respecto a los tratamientos de la condicion RN en respuesta al estrés hidrico
(Figura 2c), como ya se habia observado en la medicién durante la fase anterior (Figura 1f).
La EUA fue mayor en el tratamiento No inoculado + 100% NPK con DH (Figura 2d),
acorde a lo ya observado en la medicion anterior para este tratamiento con estas mismas
condiciones de luz (Figura 1h). Los valores de EUA variaron entre 2,12 umol mmol™y
6,98 umol mmol™, para los tratamientos CM + 100% NPK con DH y No inoculado + 100%
NPK con DH, respectivamente, evidenciando de esta manera el efecto negativo que tuvo la
aplicacion del indculo CM bajo condiciones de estrés hidrico en cuanto a la eficiencia del
uso del agua por el cultivo, y sin ninguna limitacion nutricional (Figura 2d).
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Figura 2. Variables ecofisiolégicas determinadas a los 69 ddt. A= tasa fotosintética, E=tasa de transpiracion, Gs=conductancia estomatica,

EUA-= eficiencia del uso del agua (A/E). Hora de medicion 12 m. DFFF > 1400 pmol m?s™. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) a un nivel de confianza del 95%.
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A continuacion en la Tabla 5 se pueden observar las variables determinadas con las
curvas presion-volumen realizadas en la etapa climax del cultivo, cuando el mismo se
encontraba aproximadamente al 75% de la etapa de bulbificacion (48 ddt). Con respecto a
estas variables, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos para el
potencial osmotico en el punto de saturacion, el potencial osmético en el punto de pérdida
de turgor, en el contenido relativo hidrico en el punto de pérdida de turgor, ni en el modulo
de elasticidad evidenciando asi que la cebolla no realizd ajustes osmaticos ni elésticos
como mecanismo de respuesta ante la presencia del CM ni al estrés nutricional. No
obstante, en vista de la tendencia a incrementar el mddulo de elasticidad en el tratamiento
no inoculado en condiciones de DH, se realizo un ANOVA de una via para comparar
unicamente el efecto del déficit hidrico entre los tratamientos no inoculados o controles de
produccidn, con lo cual se pudo obtener un resultado interesante en donde se demostré que
la cebolla per se bajo condiciones de estrés hidrico increment6 significativamente el
moédulo de elasticidad (p<0,05). De esta forma, el cultivo respondi6 al estrés hidrico
incrementando la rigidez de la pared celular en un 65 % en el tratamiento No inoculado +
100 % NPK con DH, respecto al control de produccion No inoculado + 100 % NPK con
RN (Tabla 6).
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Tabla 5. Variables determinadas a través de las curvas presion-volumen realizadas a los 48 ddt o durante la etapa climax del cultivo de la

cebolla.
Tratamientos / Condicion de riego
CM + 0 % NPK CM + 50 % NPK CM + 100 % NPK No inoculado + 100% NPK
(control de produccidn)
RN DH RN DH RN DH RN DH
P
(MPa) -0,70£0,20 -0,63+£0,12 -0,78+0,04 | -0,56+£0,14 | -0,78 £ 0,04 -0,65+0,13 -0,76 £0,19 | -0,62+0,18
0
(|3|11|:t>a) -1,12+£0,10 -0,93+£0,15 -1,12+0,10 | -0,92+0,13 | -0,97 £ 0,06 -1,19 £ 0,20 -1,03+£0,24 | -1,22+0,21
0
C(I;;' 82,38 £ 9,75 8595+7,19 | 8580+3,07 | 88,95+4,50 | 85,73+3,72 | 7854+17,16 | 84,70+6,40 | 8551+ 3,51
(M(Ci:’a) 7,13+ 3,48 9,85+ 5,57 1055+4,16 | 9,36 £2,55 7,09+£1,79 6,56 + 3,08 7,88+1,15* | 12,97 £2,83*

*Indica diferencias significativas p<0,05 a un nivel de confianza del 95% entre estos tratamientos con ANOVA de una via. £ indica la desviacion estandar.
wr'® = potencial osmético en el punto de saturacion, ¥n° = potencial osmético en el punto de pérdida de turgor, CRH® = contenido relativo

hidrico, € = mddulo de elasticidad de la pared celular.
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La dindmica de las principales variables ecofisiologicas durante el cultivo se puede
observar en la Figura 3. Las més altas tasas de asimilacion de CO, se produjeron a los 80
dds (correspondiente a los 35 ddt) y fueron superiores en la condicion RN. Las menores
tasas se presentaron en ambas condiciones en el tratamiento CM + 0 % NPK, mostrando asi
el efecto del déficit nutricional sobre la actividad fotosintética (Figura 3a y Figura 3b). En
este mismo punto, se observo que a lo largo del cultivo, el tratamiento CM + 50 % NPK en
ambas condiciones de riego mostrd tasas similares o discretamente superiores a las del
tratamiento control No inoculado + 100 % NPK, es decir, que el indculo CM favorecio la
actividad fotosintética a pesar del 50 % de déficit nutricional en que se encontraban las
plantas de este tratamientos. Con relacion a este incremento de la actividad fotosintética es
importante destacar que este tratamiento CM + 50 % NPK con RN a los 80 dds (momento
de la mayor actividad fotosintética) mostr6 un contenido de N foliar similar (p<0,05) al
tratamiento control de produccion No inoculado + 100 % NPK con RN, incluso el valor de
N fue 2 % superior al del tratamiento control (datos no mostrados; ver Capitulo 6). En
condiciones no limitantes de agua (RN), los tratamientos no influyeron durante el cultivo
sobre la E (Figura 3c); pero, no ocurrié lo mismo en condiciones de estrés hidrico (DH)
como ya se menciond anteriormente, ya que para esta condicion de riego se observd un
efecto negativo del inéculo CM durante el desarrollo del cultivo, debido a que los
tratamientos inoculados produjeron un incremento importante entre el 42 % y 62 % en la
tasa de transpiracién con relacion al tratamiento no inoculado entre los 80 dds y 115 dds
(correspondiente a los 69 ddt), respectivamente (Figura 3d), y a pesar de que la Gs fue igual
entre tratamientos inoculados y no inoculados (Figura 3f). Sin embargo, es oportuno
recordar gque en los tratamientos inoculados en la condicion DH se observo una tendencia
(aunque no significativa) del DPV a ser mas alto en comparacién con el tratamiento no
inoculado (Tabla 3 y Tabla 4). La conductancia estomatica fue mayor en las plantas bajo la
condicion RN y a los 80 dds (Figura 3e), y se observd que el factor hidrico afect6
drasticamente este parametro y las plantas de la condicion DH respondieron con un cierre
estomatico a los 80 dds y 115 dds mostrando valores de Gs considerablemente inferiores
(Figura 3f). En cuanto a la actividad fotosintética, la menor captura de CO, en las plantas
con DH en horas del mediodia por el cierre estomético, se contrarrestd con las mayores
tasas de asimilacion de CO, en estos mismos tratamientos en tempranas horas del dia, en
comparacion con las plantas de RN. En términos generales, independientemente del
tratamiento, el cierre estomatico observado en condiciones de DH permitié conservar el
potencial hidrico similar a las plantas con condiciones de RN.
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Figura 3. Dinamica de la tasa fotosintética (A), tasa de transpiracion (E) y conductancia estomatica (Gs) en los tres momentos de medicion
durante el ciclo de cultivo. Valores determinados en horas del mediodia con DFFF entre 1400 y 1800 umol m?s™. RN = riego normal, DH= déficit
hidrico, CM= consorcio microbiano, dds= dias después de la siembra.

138



Capitulo 4

Es importante destacar que ademas del analisis entre los tratamientos y el efecto del
consorcio sobre el cultivo en condiciones de déficit hidrico y nutricional, se logro
determinar los valores referenciales de las variables ecofisioldgicas A, E, Gs, EUA de la
cebolla en tres fases del cultivo (semillero 45 dds, desarrollo foliar-bulbificacion 80 dds,
final de la bulbificacién-maduracién 115 dds), y las variables ¥, ¥n'®, ¥z°, CRH®, ¢ en el
momento climax del cultivo, utilizando el tratamiento control No inoculado + 100% NPK
sin déficit hidrico. Ahora bien, el efecto agregado de todas estas variables se pudo observar
en el rendimiento obtenido en cada tratamiento (Figura 4). El cultivo evaluado se cosecho a
los 117 dds (correspondiente a los 71 ddt) debido al incremento de la precipitacion durante
la Gltima semana; sin embargo los bulbos en la condicion DH pudieron haberse cosechado
12 dias antes como se menciono en el Capitulo 3.

El mayor rendimiento se obtuvo con el tratamiento control de produccién No
inoculado + 100% NPK con RN y el tratamiento No inoculado + 100% NPK con DH con
36,40 t ha’ y 35,71 t ha™ respectivamente (Figura 4), siendo estos tratamientos similares
(p>0,05) mostrando asi que el estrés hidrico no afectdé el rendimiento del cultivo en
condiciones no limitantes de nutrientes como se demostrd en el Capitulo 3 (Blanco et al.,
2021a). El rendimiento obtenido por el tratamiento No inoculado + 100% NPK con DH se
asocié con una mayor eficiencia de la asimilacion de CO, observada de acuerdo con la
mayor A mostrada a primeras horas de la mafiana (Figura 1a) y a la mayor EUA en horas
del mediodia® (Figura 1h y Figura 2d) las cuales permitieron conseguir el mismo
rendimiento que con el control de produccién a pesar del estrés hidrico severo de solo el 67
% del requerimiento hidrico del cultivo aplicado en el ensayo.

Asimismo, el efecto positivo del consorcio microbiano sobre el rendimiento del
cultivo se observd al obtener un rendimiento similar (p>0,05) entre los tratamientos CM +
50 % NPK con RN (35,0 t ha?) y No inoculado + 100 % NPK con RN (control de
produccidn), es decir, que con la presencia del biofertilizante MEO1+Leu2A en condiciones
no limitantes de agua RN se logro obtener el mismo rendimiento comercial con el ahorro
del 50 % de fertilizantes quimicos sustituyendo este déficit nutricional con la presencia del
CM, y solamente tener la reduccion insignificante del 3,8 % en el rendimiento (Figura 4).
Este efecto positivo del indculo CM sobre el rendimiento del cultivo en condiciones de
riego normal, especialmente en el tratamiento indicado con el 50 % de déficit nutricional,
se relaciond con los mayores valores obtenidos en la tasa de asimilacion de CO; en los
tratamientos inoculados (Figuras 1a, 1b, 2a y 3a), el contenido de N foliar a los 80 dds
similar al tratamiento control de produccion, y a que esto influyd en la incorporacion de
biomasa a la planta y se reflejo en el peso seco del bulbo y el peso seco total de la planta a
los 115 dds con respecto al tratamiento control de produccion no inoculado (datos no
mostrados, ver capitulo 6). Ademas, en términos generales se observé que los tratamientos
inoculados en condiciones de estrés hidrico mostraron mayor transpiracion (Figuras 1c, 1d
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y Figura 2b), probablemente asociada a los cambios del DPV observados en las Tablas 3 y
4, y por consiguiente hubo mayor pérdida de agua que afectd el rendimiento del cultivo en
estas condiciones (Figura 4).
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Figura 4. Rendimiento del cultivo de cebolla segin los tratamientos aplicados a los 71 ddt 0 117
dds. RN= riego normal, DH= déficit hidrico; CM= consorcio microbiano. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) a un nivel de confianza del 95%. Ver Capitulo 3.

DISCUSION

Efecto de los tratamientos sobre el intercambio gaseoso de A. cepa

En general, el rango de valores de la A para el momento del trasplante son
ligeramente superiores a los mostrados por Blanco et al. (2021b) (Capitulo 2) quienes
reportaron alrededor de 11 pmol CO, m? s en pléantulas de cebolla de 60 dias aunque en
condiciones de umbréculo, y los valores obtenidos a los 35 ddt son similares a los
reportados por Nava-Sanchez et al. (2004) y Wheeler et al. (2004) quienes mostraron entre
11y 29 pmol CO, m? s™ aproximadamente para la fase de bulbificacion, sin el efecto de
inoculantes en cebolla, sin DH, y en condiciones normales de CO,, respectivamente.
Mientras que, para cualquier momento de medicion son superiores a los reportados por
Bachie et al. (2019), tanto los de la A como los de la Gs para seis variedades de cebolla en
condiciones de dia corto. Por otro lado, las respuestas obtenidas en la presente
investigacion en condiciones de DH no inoculadas son similares a las obtenidas por Kutty
et al. (2014) para el genotipo AK-649 de A. cepa (tolerante al estrés hidrico) en cuanto a la
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reduccion leve de la A, disminucion significativa de la E y la Gs, y el incremento de la
EUA, en un ensayo realizado sin biofertilizantes. A diferencia de los resultados presentados
en esta investigacion, en otros estudios encontraron que la aplicacion del déficit hidrico
durante una, dos, tres y cuatro semanas en los cultivares Arka Kalyan y Agrifound Dark
Red de cebolla, redujo de 84% a 92% la tasa fotosintética, lo cual afectd negativamente la
biomasa de los bulbos entre 44,4% y 54% (Rao, 2016), ademas que los valores de A de
ambos cultivares son inferiores a los obtenidos en la presente investigacion con el hibrido
F1 2000, tanto para las condiciones de RN como para las de DH. Con respecto a la Gs, los
resultados del presente trabajo si son consistentes con los de Rao (2016), quien mostro una
reduccion drastica de la Gs con el déficit hidrico entre una y tres semanas de estrés, con
valores similares a los presentes a los 80 y 115 dds. No es usual encontrar que el déficit
hidrico no afecte considerablemente la tasa fotosintética como ocurrié en el presente
estudio. Generalmente, el estrés hidrico ocasiona una disminucion de la A y la Gs, como
ocurrio en otra especie monocotiledénea importante tal como el maiz (Song et al., 2020).

En condiciones de déficit nutricional, la presencia de microorganismos puede
incrementar la disponibilidad de nutrientes a través de mecanismos como la produccion de
acidos organicos que modifican el pH rizosférico y pueden producir un efecto positivo
sobre la disponibilidad de minerales para las plantas especialmente el fdsforo, la
produccién de sider6foros que forman complejos hierro-sideréforos y con otros metales
como Al, Cd, Cu aumentando asi la disponibilidad de este elemento y otros para la planta, y
la fijacion bioldgica de nitrégeno que facilita la disponibilidad de N a las plantas para su
nutricion (Dimkpa et al., 2009; Kumar et al., 2019). En vista de estos mecanismos, el CM
pudo haber incidido sobre un mayor aporte de nutrientes, puesto que estos mecanismos ya
han sido evaluados en los rizobios inoculantes usados (Marquina et al., 2018; Blanco y
Castro, 2021), y por consiguiente promover una mejor actividad fotosintética observada en
los tratamientos inoculados con y sin limitacion hidrica con el aporte del 50% de NPK.
Igualmente, el CM produjo la mayor area foliar en condiciones no limitantes de agua con
esta dosis de fertilizante, que pudo favorecer su actividad fotosintética (datos no mostrados;
ver Capitulo 6). El efecto positivo del CM sobre la actividad fotosintética ya habia sido
observado a nivel de plantulas de cebolla, en comparacion con plantas no inoculadas
(Blanco et al., 2021b). Ahora bien, el rendimiento similar al del control de produccion con
el ahorro del 50% de fertilizantes NPK y el uso del CM en condiciones no limitantes de
agua, pudo deberse a una mayor asimilacion de CO, observada y mayor EUA a tempranas
horas del dia. Con respecto a esto, en otro estudio se evalud un consorcio formado por la
cepa MEO1 y YE1 (Bradyrhizobium sp.) sobre el crecimiento del pimentdn, y en dicho
estudio se demostré el efecto de los microorganismos sobre el incremento del contenido de
clorofila (Castro y Blanco, 2018). En términos generales, los valores mayores obtenidos en
la A a los 35 ddt, responden a una mayor demanda de asimilados para el desarrollo de
nuevos Grganos que ocasiona un aumento en la fotosintesis, que por su fenologia se conoce
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para la cebolla en la etapa de bulbificacion ocurrida en este tiempo (Blanco et al., 2021a;
ver capitulo 3), aumenta la actividad fotosintética debido a la necesidad de la planta en
fabricar asimilados para el engrosamiento del bulbo (Casierra y Vargas, 2015).

Los resultados de la presente investigacion se relacionan con los de otros
investigadores, quienes encontraron que la inoculacion con biopeliculas de dos bacterias
con efecto biofertilizante tendié a aumentar la tasa fotosintética en plantas de té en el
tratamiento con el 50% de la dosis de fertilizantes recomendada, esto con respecto a la
inoculacién con la biopelicula de una sola bacteria, y que ademas esta inoculaciéon ayudo a
incrementar el crecimiento foliar, todo esto comparable con el tratamiento no inoculado con
el 100% de la fertilizacion recomendada (Seneviratne et al., 2009). Estos autores proponen
que la inoculacion con la biopelicula compuesta por rizobios (Bradyrhizobium sp.) y
hongos no micorrizicos (Penicillium sp.) conducen a la formacion de una zona radicular
Ilamada pseudonddulo en plantas de té, arroz y anturios, gracias a la biopelicula microbiana
acoplada por los EPS producidos, y protege la actividad metab6lica microbiana
favoreciendo asi el aporte de nitrogeno a la planta derivado de la actividad nitrogenasa por
accion rizobiana en especies no leguminosas, y el aporte de otros nutrientes. Con base en
estos resultados, es posible que en la presente investigacion, una vez que el CM esta
presente en el suelo forme biopeliculas con especies de hongos no micorrizicos y permita la
fijacién biologica del nitrégeno, incrementando de esta manera el aporte de nitrégeno y
fosforo al cultivo de cebolla, y de esta manera induzca una mejor actividad fotosintética.
No obstante, la posible formacion de esta biopelicula no influy6 significativamente sobre el
estatus hidrico de la planta.

Efecto de los tratamientos sobre las relaciones hidricas de A. cepa

Para la medicion del TO (45 dds), los valores obtenidos de W, y E en horas del
mediodia son similares a los mostrados en plantulas de cebolla variedad Prince de 45 dds
sin déficit hidrico (Caldwell et al., 2003). En este mismo estudio se reportaron incrementos
de hasta el 100% en la EUA entre potenciales del suelo entre 0 y -1,23 MPa que sugieren
una rapida respuesta fisiologica de las plantulas de cebolla ante el déficit hidrico, que
difiere de realizar ajustes osmasticos (no acumulacion de glicina betaina en las plantulas)
(Caldwell et al., 2003). Aungue existen pocos datos de referencia en la literatura sobre
variables ecofisiologicas en A. cepa, los datos obtenidos del potencial hidrico foliar a los 69
ddt en condiciones no limitantes de nutrientes, e independientemente de la condicion de
riego, concuerdan con los valores obtenidos por Millar et al. (1971) en horas de mediodia
en hojas de cebolla al término del cultivo en campo. Con respecto al potencial osmotico,
Millar et al. (1971) determinaron la relacion entre el potencial osmoético y el potencial
hidrico, y encontraron que a potencial hidrico foliar muy cercano a cero, el potencial
osmotico foliar esta alrededor de -0,4 MPa, el cual es muy alto en comparacion a muchas
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especies vegetales que con potencial hidrico cercano a cero alcanzan alrededor de -1,0
MPa. lgualmente, encontraron que la presion de turgor de la cebolla es muy baja en
comparacion con otras especies. Es por esto que el resultado de las curvas presién-volumen
es coherente en cuanto a la no modificacion de estos potenciales. Otras investigaciones
sobre relaciones hidricas en cebolla han mostrado que en condiciones de estrés hidrico
durante cuatro semanas a partir de los 30 ddt y 50 ddt, el CRH del tejido foliar varia
significativamente entre plantas estresadas y no estresadas dependiendo del genotipo
utilizado, permitiendo de esta manera seleccionar como variedades tolerantes al estrées
hidrico las que mantengan un alto CRH en condiciones de estrés, asi como gran area foliar
y alta cosecha de bulbos, como los genotipos AK-649 y AFLR (Kutty et al., 2014).

Segun Millar et al. (1971), las hojas de cebolla operan a muy baja presion de
turgencia, por lo que esto influye sobre la apertura estomaética y la absorcion de CO,. Un
pequefio cambio en la presion de turgor ocasiona grandes cambios en la conductancia
estomatica en cebolla, por lo que estos autores consideraron que los estomas de esta
hortaliza son muy sensibles al déficit hidrico, hecho que se corrobor6 con los resultados del
presente trabajo luego del drastico cierre estomatico en horas del mediodia en condiciones
de DH. Ademas, Pérez-Ortola y Knox (2014) confirmaron que la conductancia estomatica
correlaciona linealmente con el potencial hidrico foliar en cebolla.

En este sentido, ya ha sido reportado que las plantas pueden disminuir la pérdida de
agua a través del cierre estomatico para hacer un uso mas eficiente del agua (Chelli-
Chaaboum, 2014; Azécar y Rada, 2006), y este mecanismo a su vez podria afectar los
procesos de absorcion de agua, nutrientes, y la fotosintesis. Sin embargo, en el presente
estudio, la absorcién de CO, no se vid afectada con el cierre estomatico, sino que solo se
relaciond con la transpiracion. El cierre estomatico ocasiond ademas el incremento de la
temperatura foliar, lo que podria haber resultado en la desnaturalizacién de proteinas,
especialmente enzimas, asi como cambios en la flexibilidad de la membrana, lo cual puede
incidir sobre aspectos metabolicos y producir disturbios en procesos como la fotosintesis, la
respiracion, la captura de iones, la nutricién mineral, y la sintesis de aminoacidos (Salehi-
Lisar y Bakhshayeshan-Agdam, 2016). No obstante, en el presente trabajo esto no afectd el
rendimiento obtenido en la condicién de DH, sin la presencia del CM.

En contraste con los resultados presentados, el estudio realizado por Creus et al.
(2004) demostré que plantas de trigo inoculadas con Azospirillum brasilense Sp245 en
condiciones de estrés hidrico durante 25 dias, mostraron un mayor potencial hidrico, y
redujeron su médulo de elasticidad (mayor elasticidad) de la pared celular en respuesta al
factor de estrés, mejorando la tolerancia ante este estrés inducido debido a que el inoculante
contrarresto el 16,4 % de los efectos negativos de la sequia sobre el rendimiento del grano y
promovié un mayor rendimiento de este y un aumento de la calidad de semillas; asimismo,
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identificaron un ajuste osmético (disminucion del ¥n*™) en presencia o no del inéculo en

condiciones de sequia. Por otro lado, otras variedades de cebolla también han mostrado
ajustes osmoticos y alteracion de su ruta bioquimica (acumulan prolina, sélidos solubles
totales y mayor actividad enzimatica antioxidante) bajo condiciones de estrés hidrico como
mecanismos de tolerancia, pero con una reduccion significativa del rendimiento (Ghodke et
al., 2018). Sin embargo, en la presente investigacion el modulo de elasticidad para la
cebolla bajo el tratamiento DH no inoculado presentd paredes celulares mas rigidas
resultando esto como una mayor capacidad para resistir los potenciales hidricos mas
negativos en el suelo y asi sobrevivir a mayores pérdidas de agua. Esto puede interpretarse
como un mecanismo para extraer mas agua del suelo bajo potenciales hidricos foliares méas
bajos (Lambers y Oliveira, 2019; Azcén-Bieto y Taldn, 2013). Estos autores también
mencionan que un maddulo de elasticidad mas alto conduce a menores ajustes osmoticos en
la planta. Bajo este mismo enfoque, Vega y Mejia (2017) también reportaron un aumento
en la rigidez de la pared celular (>¢) en respuesta a las limitaciones de agua en tratamientos
con riego controlado en frijol comun.

Estas observaciones indican que la respuesta fisioldgica de las plantas ante el déficit
hidrico no es Unica, y que esta depende de la especie utilizada e inclusive de la variedad de
la misma especie, y que segun los parametros evaluados a posteriori como el rendimiento,
se pueda indicar si la planta fue tolerante ante el estrés evaluado; y dependiendo de ello, la
presencia de un indculo bacteriano puede ser una ventaja 0 una desventaja en cultivos
estresados.

En el presente estudio el incremento de la transpiracion en los tratamientos
inoculados en la condicién de DH podria tener al menos una posible explicacién, y esta es
que de acuerdo a que no hubo diferencias en la Gs entre los tratamientos inoculados y no
inoculados en esta condicion de estrés, la diferencia en la transpiracién pudiera estar
asociada a cambios en el DPV, que aunque no fueron significativos se observd una
tendencia clara soportada por las diferencias de Tf entre tratamientos inoculados y el
tratamiento no inoculado. Es preciso mencionar que en el presente estudio también se
observO menor area foliar en estos tratamientos inoculados en la condiciéon DH (ver
Capitulo 6), que podria haber ocasionado una menor difusién de calor en la hojas de estos
tratamientos y por ello la Tf més elevada.

Para Yang et al. (2009), en condiciones de sequia, las RPCV pueden producir
citoquininas, lo cual contrarresta el aumento de acido abscisico (ABA) que se incrementa
en las plantas en respuesta al factor de estrés hidrico y que es necesario para que las plantas
toleren la sequia (Davies et al., 2005). En lo concerniente a la presente investigacion, la
produccion de citoquininas y el resto de fitohormonas en rizobios ya ha sido reportado
(Kumar et al., 2019). Boiero et al. (2007) determinaron la produccién de zeatina (una
citokinina) por tres cepas de Bradyrhizobium japonicum (similar al género de la cepa
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Leu2A) asociada a la promocién del crecimiento en soja; asimismo, la producciéon de
antioxidantes por parte de las rizobacterias podria regular el aumento de especies reactivas
al oxigeno (ERO) que también aumentan en respuesta al estrés hidrico conforme
incrementa el ABA y que posteriormente causan un cierre estomatico (Schulze et al., 2019;
Yang et al., 2009; Taiz y Zeiger, 2010), siendo entonces este un efecto reductor del estrés
oxidativo en la planta.

Es también importante mencionar que los flavonoides actlan como agentes
antioxidantes y que estos disminuyen la acumulacion de ERO, por lo tanto, también
contrarrestan la accion del ABA en las plantas inoculadas (Watkins et al., 2014; Watkins et
al., 2017). Adicionalmente, se sabe que el control de ERO via produccion de flavonoides
también es regulado hormonalmente, ya que la auxina y el etileno incrementan la sintesis
de flavonoides a través de cambios en la expresion de los genes que codifican las vias
enzimaticas (Lewis et al., 2011). La presencia del CM podria ocasionar un incremento en la
produccion de flavonoides indirectamente a través de la produccion de &cido indolacético
por las cepas del CM que a su vez induce la produccion de etileno mejorando la actividad
de la ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilico) sintasa (Marquina et al., 2018; Taiz y
Zeiger, 2010); y directamente debido a la quimiotaxis por efecto de la interaccion planta-
microorganismo (Lemanceau et al., 2017), aunado a la producciéon de forma natural de
flavonoides estimulada en las plantas en condiciones de estrés ambiental, que permite
autorregular el estrés inducido por la sintesis de ERO (Watkins et al., 2014), y a su vez la
sintesis de flavonoides. Incluso, la produccion de antioxidantes sugerida para el CM en
condiciones de DH, podria haber disminuido el posible dafio al aparato fotosintético como
consecuencia de las ERO, observandose esto en las mayores tasas de asimilacion de CO, en
el tratamiento inoculado + 50 % NPK para estas condiciones de estrés hidrico. Estos
resultados son apoyados por Gururani et al. (2012), quienes demostraron que las RPCV
(Bacillus pumilus y Bacillus firmus) en Solanum tuberosum bajo condiciones de estrés
hidrico, estrés salino, y presencia de metales pesados, funcionaron como elicitores de una
mayor tolerancia de las plantas ante estos estreses abidticos en comparacion con plantas no
inoculadas, a través del incremento de la eficiencia fotosintética, de la actividad enzimatica
especifica inhibidora de ROS, actividad ACC deaminasa, y del contenido de prolina, este
ultimo considerado como un ajuste osmotico. En el presente estudio, la presencia del CM
no estimuld un ajuste osmotico, pero si incidié sobre una mayor eficiencia fotosintética y
posiblemente sobre el control del estrés oxidativo. Con respecto al efecto del déficit hidrico
y los tratamientos sobre el rendimiento de la cebolla, este punto ya fue discutido
detalladamente en el Capitulo 3 (Blanco et al., 2021a).
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CONCLUSIONES

En lo concerniente al presente capitulo, se destaco el efecto del CM sobre una
mayor actividad fotosintética en condiciones no limitantes de agua que permitié alcanzar el
mismo rendimiento que el control de produccion, ademas con el ahorro del 50% de NPK.
Por otro lado, se demostro que el hibrido de cebolla utilizado en ausencia del CM
incrementd su mddulo de elasticidad en condiciones de déficit hidrico, ademas no realizé
ajustes osmaticos, y el cierre estomético fue el mecanismo de evasion méas importante en
respuesta ante la falta de agua, lo que conllevo a una mayor EUA;. En general, en términos
ecofisioldgicos por la EUA; observada, se recomienda el uso del CM + 50% NPK en
condiciones de riego normal, y en términos de produccion evitar someter el cultivo a estrés
nutricional en condiciones de déficit hidrico, para de esta forma lograr el mismo
rendimiento que el control de produccion con el ahorro de casi el 35% de agua en el
cultivo. El hibrido F1 2000 de cebolla se consideré como tolerante al estrés hidrico, y este
permitiria reducir el volumen de riego aplicado para incorporar esta estrategia
agroecologica en lugares donde el agua es un factor limitante con un sentido practico,
productivo, y agroecoldgico.
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CAPITULO 5

Efecto de un consorcio microbiano promotor del crecimiento vegetal sobre la actividad
microbioldgica y enzimética de un suelo cultivado con cebolla bajo condiciones de déficit
hidrico y nutricional

RESUMEN

Las actividades de los microorganismos para producir y liberar metabolitos que estimulan el
crecimiento de las plantas y favorecen la salud vegetal son consideradas como uno de los
factores mas importantes en la fertilizacion bioldgica de los suelos, siendo las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) una de las biotecnologias més utilizadas. En este
estudio se determind el efecto de un consorcio microbiano sobre la actividad biolégica
(respiracion basal), la biomasa microbiana y los diferentes indices ecofisiolégicos (gMic,
gCO, y qCO, C-org™) y sobre la actividad enzimatica de un suelo cultivado bajo déficit
hidrico y fertilizacion inorganica. En una parcela experimental en San Juan de Lagunillas,
Meérida, se realizo un ciclo de cultivo de Allium cepa, bajo déficit hidrico y fertilizacidn (0 %,
50 %, 100 % NPK) e inoculacién con el consorcio MEO1 (Rhizobium tropici) y Leu2A
(Bradyrhizobium japonicum) en un disefio bifactorial en bloques completamente aleatorizados
con tres repeticiones. EI consorcio rizobiano logré incrementar la biomasa microbiana con 0%
NPK en condiciones no limitantes y limitantes de agua, favoreciendo de esta manera a las
comunidades microbianas autdctonas, mejorando ademas el cociente microbiano y tendiendo a
mejorar el cociente de eficiencia metabolica. Por su parte, la dosis 100 % NPK causo un estrés
metabolico en las bacterias inoculadas, ya que tendi6 a disminuir la eficiencia ecofisiolégica
de la microbiota. Las variables bioguimicas del suelo deshidrogenasa, fosfatasa alcalina,
ureasa, y amonificacion de arginina resultaron sensibles a la aplicaciéon del inoculante y el
estrés hidrico. Se sugiere que los consorcios microbianos podrian resistir mejor los periodos de
limitacion de nutrientes debido a la diversidad metabdlica disponible por la variedad de
especies, y que el consorcio microbiano planteado podria ser una alternativa para mejorar la
calidad y salud del suelo en condiciones de baja concentracién de fertilizantes, en especies
tolerantes a la sequia y en zonas semiaridas.

Palabras clave: actividad enzimatica del suelo, biofertilizantes, fertilizacion inorgéanica,
indices ecofisioldgicos, propiedades microbiolédgicas del suelo.

INTRODUCCION

En el suelo, como en el ambito de la rizosfera de los sistemas agricolas, las interacciones
biolégicas tienen mayor significado porque se les relaciona con la produccion vegetal
(Altamirano, 2003; Marinari et al., 2014). Para estudios de la comunidad bacteriana del suelo
es muy utilizado el enfoque o criterio funcional, el cual es una alternativa para estimar la
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diversidad que se basa en las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos y constituye
asi una herramienta Util, pues es consecuencia de la diversidad genética, de los efectos
ambientales sobre la expresion genética y de las interacciones ecoldgicas con otros taxa y
toma en cuenta un atributo de la comunidad microbiana como lo es la funcion (Zak et al.,
1994; Zamora et al., 2012). Ademas, el enfoque funcional evita subestimar la comunidad total
microbiana como ocurre al utilizar el enfoque estructural (conteo directo en medios de
cultivo), ya que solo hasta el 10% del total de microorganismos puede ser cultivable (Barriuso
et al., 2008). Los microorganismos son indicadores sensibles por responder a précticas de
manejo de suelos en cortos periodos (meses, afios) y resultan de facil evaluacion (Frioni et al.,
2003). Aunque con frecuencia se hace referencia a la calidad y salud del suelo como
sindnimos, en la calidad se considera a las caracteristicas fisicas y quimicas por encima de las
biologicas, mientras que, la salud del suelo es principalmente una caracteristica ecoldgica
(Van Bruggen y Semenov, 2000), y por lo tanto, debe ser reflejada a través de un conjunto de
parametros estandarizados que muestren el estado de equilibrio dindmico y los cambios
inducidos en el mismo por sistemas de produccion, practicas de manejo, clima y actividad del
hombre, en los que los indicadores biolégicos pueden ser por ejemplo los recuentos, la
biomasa microbiana, la actividad enzimética, la respiracion, la medida de la biodiversidad, y el
N-mineralizable (Frioni et al., 1999; Dash et al., 2019).

Las propiedades microbioldgicas del suelo responden a la actividad de los organismos
vivos y a sustancias producidas por ellos. Asi, la deteccion de una mayor actividad enzimética
puede ser interpretada como una mayor diversidad funcional de la comunidad microbiana de
la rizésfera, y la funcion de los exudados radicales tienen un efecto directo sobre la expresion
o la represion de la actividad enzimatica extracelular de la rizosfera (Gianfreda, 2015).
Aunado a la actividad enzimatica, que puede ser intracelular o extracelular, otras propiedades
se determinan para conocer la biomasa microbiana y estdn muy relacionadas con el ciclo del
carbono en el suelo, pues se sabe que la materia seca microbiana esta compuesta por 50 % de
carbono (Coyn, 2000); y entre estas propiedades se determina el C organico total.

La biomasa microbiana (Cnic) es definida por Jenkinson y Ladd (1981) como el
componente biodtico fungico y bacteriano presente en la materia organica del suelo (MOS)
excluyendo a la microfauna y las raices de las plantas. La biomasa microbiana también precisa
el componente funcional de la microbiota del suelo, responsable principalmente de la
descomposicion y reconversion de la materia organica y la transformacion de nutrientes (Dalal
y Meyer, 1987; Smith y Paul, 1990; Witter, 1996). Las medidas de biomasa microbiana por
varios métodos indican que entre el 1 % y el 5 % de C orgéanico total del suelo se almacena en
los tejidos vivos (Alef y Nannipieri, 1995). Con esta variable se cuantifica indirectamente la
cantidad de microorganismos presentes en el suelo y es una fraccion muy sensible que permite
inferir cambios en la MOS ocasionados por las practicas de manejo agricola (Paolini, 2018).
Por otra parte, la actividad microbiana o respiracion basal (RB) permite medir el
desprendimiento de CO,, producto de la mineralizacion de la MOS en condiciones controladas
de laboratorio, siendo esta una actividad fundamental del ciclo del C en la que los
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microorganismos devuelven este elemento a la atmosfera en forma de CO, (Paolini, 2018).
Ahora bien, existe una forma de encontrar la relacion entre la RB, la biomasa microbiana y el
C organico (C-orgénico) y esta es a través de los cocientes metabolicos como el cociente
microbiano (gMic), el cociente metabdlico o ecofisioldgico (qCO,), y el cociente respiratorio
o cociente de eficiencia metabodlica (qCO,/C-organico) (Sparling, 1992; Dilly et al., 2001;
Insam y Haselwandter, 1989; Dilly, 2005).

La actividad bioldgica global del suelo se considera como toda la actividad realizada por
los organismos vivos, y a sustancias producidas por ellos. Esta actividad también puede
reflejarse a través de la medicion de la actividad enzimatica, y con esta, medir el impacto
agricola (Frioni, 1999; Piotrowska-Dlugosz, 2014). En el suelo existen variadas enzimas
intracelulares o endoenzimas liberadas de células desintegradas, extracelulares o exoenzimas
liberadas de células vivas, y enzimas unidas a constituyentes celulares (Tabatabai, 1995;
Jupinder et al., 2020). Dicho pool enzimatico contiene las enzimas producidas por los
microorganismos (bacterias y hongos), y las derivadas de la MOS (raices, residuos vegetales
lisados, tracto digestivo de animales pequefios, etc.) (Rao et al., 2014). Algunas de las
actividades enzimaticas mas detectadas son: actividad deshidrogenasa, actividad nitrato
reductasa, ureasa, celulasa, glucosidasa, y fosfatasa (Piotrowska-Dlugosz, 2014). Las practicas
agronomicas pueden influir en la comunidad microbiana del suelo y con ello inhibir la
actividad enzimatica de los microorganismos por la presencia del producto (como los
fertilizantes quimicos). El uso de las enzimas del suelo ha sido reportado como bioindicador
de la calidad del suelo porque provee informacién sobre los ciclos de nutrientes como C, P, N
y S, y sobre la capacidad del suelo para realizar reacciones biogeoquimicas (Jupinder et al.,
2020; Ebrahimi et al., 2021). Dada esta importancia, en recientes estudios se han utilizado
programas de inteligencia artificial como las redes neuronales artificiales (ANN) y la
programacion de expresion génica (GEP) como técnicas alternativas de los estudios
estadisticos cléasicos, para estudiar tanto las propiedades bioldgicas del suelo como su
actividad enzimaética, y en donde destaca la determinacion de la actividad ureésica con estos
modelos (Ebrahimi et al., 2021).

Por lo general, se considera que la fertilizacion inorganica incrementa el contenido de
los elementos minerales en el suelo, pero esta practica también disminuye varias actividades
enzimaticas en la rizésfera; mientras que, la fertilizacion organica incrementa o mejora la
mayoria de las actividades enzimaticas tanto en la rizosfera como en el suelo (Gianfreda,
2015). Por ejemplo, Armado et al. (2009) determinaron una menor actividad ureasica y
actividad de amonificacion de arginina en suelos cultivados en donde normalmente se aplica
urea como fertilizante, y con esto se libera amonio (producto) al suelo. De la misma forma, el
pH del suelo favorece ciertas actividades enzimaticas como la fosfomonoesterasa, siendo méas
activa la fosfatasa alcalina en suelo neutro-alcalinos (pH > 6,5), y més activa la fosfatasa acida
en suelos con pH mas acidos (pH = 4) (Ruiz, 2001; Armado et al., 2009). Igualmente se ha
observado que el fésforo organico y el nitrgeno total estan fuertemente correlacionados con

la actividad fosfatasa, y que el efecto del nitr6geno total influencia mas esta actividad,
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especialmente en la fosfatasa acida, durante la evolucién del ecosistema a largo plazo, asi
como la baja disponibilidad de agua en zonas aridas y semiaridas también se asocian a una
actividad fosfatasa muy baja (Margalef et al., 2017). Otros estudios sugieren que los
microorganismos modifican su actividad enzimatica por efecto de los estreses ambientales.
Entre estos, Sanaullah et al. (2011) proponen que factores abidticos como la sequia, y factores
bioticos como la composicion de especies vegetales son los factores que influencian la
respuesta de las enzimas de la rizosfera. Con respecto al déficit hidrico se ha propuesto que las
enzimas del suelo mas los exudados radicales participan en la tolerancia a la sequia en algunas
variedades de maiz (Song et al., 2012). La actividad bioldgica del suelo también puede
afectarse por la adicion de sustratos de C organico al suelo, o por el incremento del CO,
atmosférico, que pueden causar un efecto priming en la rizésfera, y acelerar el metabolismo
microbiano (Haichar et al., 2014; Gianfreda, 2015).

La fertilidad del suelo es afectada por la comunidad microbiana, y en este sentido, con la
adicion de biofertilizantes se incorporan nutrientes a través de procesos naturales que
incrementan la salud del suelo como la fijacién de N, la disolucion de P y K, reducen el ataque
de fitopatogenos, y estimulan el crecimiento de las plantas gracias a la sintesis de
fitohormonas, disminuyendo de esta manera el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas (Dash
et al.,, 2019). Pocos han sido los estudios concernientes al efecto de la aplicacion de
biofertilizantes sobre las propiedades biologicas y la actividad enziméatica del suelo
(Piotrowska-Dlugosz, 2014). Sin embargo, Vazquez et al. (2000) sugieren que la inoculacién
con microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV) como Azospirillum,
Pseudomonas, y Trichoderma, mas micorrizas arbusculares, incrementan la actividad
enzimatica (esterasa, fosfatasa, trealosa y quitinasa) en la rizésfera de maiz, y que a partir de
este manejo se produce una modificacion en la ecologia y estructura de la comunidad
microbiana. Un estudio reciente sugiere un efecto sinérgico entre extractos de células lisadas
de Corynebacterium glutamicum y Saccharomyces cerevisiae, y &cido salicilico aplicado
foliarmente y la inoculacion con una RPCV (Pseudomonas chlororaphis), sobre una mayor
colonizacion microbiana en la rizdsfera, incremento de carbono de la biomasa microbiana, del
carbono organico total del suelo, la actividad enzimatica (deshidrogenasa y fosfatasa), y que
esta sinergia favorece la altura de la planta y la longitud de la raiz en plantulas de arroz
(Bowya y Balachandar, 2020).

Con relacién a estos planteamientos, en esta investigacion se pretende evaluar el efecto
de la adicion de biofertilizantes (un consorcio microbiano) sobre la actividad bioldgica y
enzimética del suelo, y su influencia sobre la microbiota nativa en un suelo cultivado con
cebolla en condiciones de déficit hidrico y nutricional.

MATERIALES Y METODOS
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Ubicacién del ensayo

El experimento se realizo en la Estacion Experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la Universidad de Los
Andes (IIAP-ULA), ubicada en San Juan de Lagunillas, municipio Sucre, estado Mérida, con
una altitud entre 1050 y 1100 msnm, y las coordenadas UTM 240946E — 941369N, 240737E —
941369N, 240737E — 941754N, 240946 E — 941759 N. El suelo de la estacion experimental
estd clasificado como un Aridisol de acuerdo a la taxonomia de suelos (USDA, 2020). De
acuerdo al sistema de zonas de vida de Holdridge, el area de estudio corresponde a un bosque
seco premontano, con una temperatura entre 18 °C y 24 °C, en la transicion entre el bosque
espinoso y el bosque muy seco en la region tropical. Mientras que Ataroff y Sarmiento (2004)
se refieren a esta zona como una unidad ecoldgica de arbustal espinoso. La precipitacion en la
zona tiene un comportamiento bimodal con dos picos de lluvia en abril y octubre, la
precipitacion anual es de 509 mm, y la temperatura promedio es 23,7 °C (Capitulo 3; Blanco
et al., 2021a). La evaporacién anual es mayor a los 1500 mm, por lo que supera a la
precipitacion durante todo el afio, lo cual produce que ningun cultivo supla su requerimiento
hidrico y sea dependiente del riego, permitiendo realizar en el sitio experimentos con
condiciones de déficit hidrico (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). El experimento se realizo
desde finales de febrero hasta mediados de junio de 2017. Las caracteristicas del suelo de la
parcela entre 0-15 cm de profundidad son: textura franco arenosa, materia organica 3,61 %, N
total 0,12 %, P disponible 30 mg kg™, pH 6,04, conductividad eléctrica 0,14 mS cm™, K 568
mg kg*, Ca 2060 mg kg™, Mg 1872 mg kg™, y capacidad de retencion de agua 27 %
(Capitulos 2 y 3; Blanco et al., 2021a), y se determinaron previo al ensayo. lgualmente, antes
de la mecanizacion del terreno, se tomo6 una muestra compuesta de seis puntos en zigzag de la
parcela experimental para determinar los valores de referencia de la actividad microbioldgica
y enzimatica de este suelo previo al disturbio, utilizando los protocolos que se describen mas
adelante. Segun informacion del personal responsable de la estacién experimental, al menos
durante los ultimos tres afios previos al ensayo no se cultivd ningun rubro en esta parcela
especificamente.

Establecimiento del experimento en campo

Inicialmente, se desinfectaron las semillas de cebolla hibrido F1 2000 segun protocolo
descrito en el capitulo 2 (Blanco et al., 2021b) y se establecio el semillero en bandejas de
horticultura de 200 celdas con las condiciones descritas en el capitulo 3 (Blanco et al., 2021a).
Luego, en la parcela experimental acondicionada con un pase de arado de disco, un pase de
rastra, y la aplicacion de herbicida preemergente y selectivo (i.a s-metalocloro) en dosis 2 L
ha™ para el control de las malezas un mes antes del trasplante, se levantaron canteros con
parcelas de 24 m de largo x 1,4 m de ancho (3,36 m?), separadas entre si fisica y
espacialmente a través de una zanja, con el fin de evitar contaminacion entre los tratamientos
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aplicados. En cada parcela de 3,36 m?, se dispusieron las plantulas de cebolla provenientes del
semillero de 45 dias despues de la siembra (dds) (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a), en seis
filas para un total de 120 plantas por parcela, con un marco de siembra de 10 cm x 20 cm para
una densidad de siembra de 360.000 plantas ha™. El deshierbe durante el ensayo se realizé
manualmente y el riego fue localizado.

In6culo microbiano

El biofertilizante aplicado fue el consorcio microbiano (CM) de las cepas MEO1
(Rhizobium tropici) + Leu2A (Bradyrhizobium japonicum), que fue seleccionado por su efecto
promotor del crecimiento vegetal en plantulas de cebolla (Capitulo 2; Blanco et al., 2021b).
Los tratamientos biofertilizados se inocularon con 2,5 mL del CM (1 x 10® cel mL™) por
plantula en las bandejas el dia del trasplante, y se reinocularon en campo a los 15 ddt con
aproximadamente 5 mL del in6culo CM por planta de forma localizada con la ayuda de una
bomba de aspersidn eléctrica en la base de cada planta (Figura 1a) (Capitulo 3, Blanco et al.,
2021a). El biofertilizante pertenece al cepario del Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA.

Tratamientos y disefio experimental

En el experimento se uso6 un disefio bifactorial en bloques completamente aleatorizados
con 3 repeticiones. EIl factor riego consistié en dos frecuencias de riego y correspondiente a
una determinada ETc: riego normal RN (riego diario; 100 % ETc) y déficit hidrico (riego cada
tres dias; 67 % Etc) a partir de los 20 dias después del trasplante (ddt) (Capitulo 3; Blanco et
al., 2021a). El factor fertilizacion consistié de cuatro tratamientos de acuerdo al 100 % del
requerimiento nutricional de NPK de cebolla para un rendimiento de 40 t ha™, para el cual se
establecié una extraccion neta de 247 kg N, 240 kg P,Os, 240 kg K,O con un total de 577 g de
fertilizante inorganico de formula comercial 15-15-15 N-P-K (N amoniacal 10.3%, N nitrico
4.7%; fosforo asimilable 15%; cloruro de potasio 15% ) mas 5,4 g de urea para cada parcela
de 3,36 m? (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). Los niveles de fertilizacién se combinaron con la
aplicacion del biofertilizante CM quedando establecidos los tratamientos de la siguiente
manera: 0 % NPK + CM; 50 % NPK + CM; 100 % NPK + CM; 100 % NPK No inoculado
(control de produccién). Ademas, se tomo6 el suelo no rizosférico de las parcelas del
tratamiento 0 % NPK + CM, estableciendo de esta manera una especie de control absoluto que
supone un tratamiento 0 % NPK No inoculado para cada condicion de riego, y que permitio
observar el efecto de la rizosfera. La fertilizacion fue edéafica y se aplico en banda. La dosis
para el 100 % del requerimiento nutricional se dividio en tres partes (60 %, 20 % y 20 %) de la
siguiente manera para cada parcela de 3,36 m% lera fertilizacion 9 dias después del
transplante (ddt) 346 g 15-15-15 /parcela; 2da fertilizacién 20 ddt 115,2 g 15-15-15 /parcela;
3ra fertilizacion 37 ddt 115,2 g 15-15-15 + 5,4 g urea /parcela. La cantidad total de fertilizante
inorganico se consideré como el 100 % NPK y con base en esta cantidad total se calculd el
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total de fertilizante para la dosis 50 % NPK, el cual se aplico de la misma forma y en los
mismos momentos durante el ciclo del cultivo.

Toma de muestras del suelo

Las muestras de suelo para los analisis se tomaron en un solo momento del ensayo (64 ddt o
110 dds), correspondiente a la etapa final de la fase de bulbificacion (Capitulo 3), por
considerarla la etapa climax del cultivo. Para los analisis se tomo el suelo rizosférico hasta
aproximadamente 3 cm alrededor del centro del sistema radicular (Figura 1b y Figura 1c),
recuperando este cuidadosamente de cada planta con la ayuda de una pala de jardineria y en
bolsas de pléstico (se uso el suelo rizosférico proveniente de 4 plantas por cada repeticion por
tratamiento). Para el control absoluto se tomaron las muestras del suelo no rizosférico a una
profundidad entre 0-15 cm, de acuerdo a la longitud de la raices observada. Las muestras se
trasladaron al laboratorio, y se cernieron en un tamiz de 2 mm, preservando lo mejor posible la
humedad natural del suelo que contenia al momento de la recoleccion de las muestras. Luego
se determind la humedad presente en cada muestra a través de la diferencia entre peso himedo
y seco a 105 °C por 24 h, para realizar la correccién correspondiente en el pesaje de cada
muestra para cada prueba. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C durante 4
semanas, tiempo en el que se realizd la evaluacion de las propiedades bioldgicas. Posterior a
este tiempo, las muestras se mantuvieron en el congelador para preservar su actividad
enzimatica mientras se realizaban las pruebas correspondientes.

Figura 1. Toma de muestras del suelo rizosférico por tratamiento a los 64 ddt. a.
Reinoculacion localizada con el CM. b. Recuperacion del suelo rizosférico por planta. c. Area
de suelo rizosférico 3 cm aproximadamente desde el centro del sistema radicular.

Parametros fisico-quimicos
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Carbono organico total

El carbono organico total (Corg) Se determind mediante la oxidacion himeda de 0,2 g de suelo
seco con 4 mL de &cido sulfarico concentrado y 2 mL dicromato de potasio 2N, y la cantidad
de carbono organico oxidado por el Cr(VI) se midi6 espectrofotométricamente a 600 nm
(Walkley y Black, 1934) utilizando un espectrofotometro 320 R constant de PROLABO. Se
compar6 el color con las lecturas de una curva de calibracion preparada con glucosa,
sometidas al mismo tratamiento que las muestras (Sims y Haby, 1971). Se determiné la
concentracion de C para cada muestra corrigiendo el valor del carbono segun el calculo: %C=
(mg C/ mg suelo) x 100. Los resultados se expresaron en g C kg™.

Nitrégeno en el suelo

El contenido de N total en el suelo se determind a través del método de Kjeldahl de acuerdo
con el protocolo descrito en el manual del laboratorio de Ecologia Vegetal del ICAE. Los
miligramos de nitrogeno se calcularon de la siguiente forma:

mg de N = (T-B) * N * PA

Donde:

T = mL de &cido sulfarico gastados en la valoracion de la muestra
B = mL de &cido sulfarico gastados en la valoracion del blanco

N = normalidad del &cido sulfarico valorador (0,01 N)

PA = peso atémico del nitrogeno (14,01)

Y el porcentaje de nitrégeno se calculd asi:
% de N = (mg de N/ peso de la muestra en mg) * 100

Posteriormente con el valor obtenido de Coq (%) se determino la relacion carbono/nitrogeno
(C/N) del suelo.

pH y conductividad eléctrica

Se determind el pH y la conductividad eléctrica (CE) del suelo en una relacion 1: 2,5, y 1:5 en
H,O destilada, respectivamente. Se coloc6 en una agitadora horizontal durante 30 min.
Posteriormente se centrifugd a 2000 rpm por 10 min. Finalmente se leyo el pH y la CE en un
pHmetro y conductimetro digital marca HANNA modelo HJ9811.

Determinacion de la actividad microbiolégica del suelo
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Respiracion basal

La respiracion basal (RB) se midié por el método de trampa de alcali, en donde 20 g de suelo
se colocaron en un frasco de vidrio hermético de 500 mL de capacidad, y se ajustd con agua
destilada al 50-60 % de su capacidad de retencion de humedad (determinada por diferencia de
peso en una muestra de suelo secada en la estufa durante 24 h a 105°C), y se incubd por siete
dias a temperatura de 22 + 2 °C en oscuridad (Alef, 1995; Pell et al., 2006). EI CO, liberado se
atrapé en un vial con 15 mL de 0,2 M NaOH,; al final del periodo de incubacion el vial se
trasvasd cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer, y se afiadieron 2 mL 0,5 M BaCl, para
precipitar el CO; y el exceso de hidroxido se titul6 con 0,2 N HCI patrén usando fenolftaleina
como indicador. La cantidad de CO; liberado se calculé mediante la férmula:

mg C-CO; = (VB-VM) x 6 x NHCI

donde:

VB = cantidad de acido clorhidrico gastado para valorar el blanco (frasco sin suelo),

VM = cantidad de &cido clorhidrico gastado para valorar la muestra del suelo,

6 = peso equivalente del carbono,

NHCI = normalidad del &cido clorhidrico.

Los resultados se expresaron en mg C-CO, kg™suelo seco dia™.

Biomasa microbiana

La biomasa microbiana se determind por el método de respiracion inducida por sustrato (RIS)
(Anderson y Domsch, 1978) y se usé el mismo suelo proveniente de la respiracién basal al
cual se le afiadio 1 mL de glucosa 8% y el CO, liberado en 6 h se estimd por el mismo método
(trampa de alcali) pero la concentracién de NaOH fue 0.05 N (15 mL) y el HCI 0.05 N. Se usé
el factor de conversion propuesto por Beck et al. (1995) para el célculo de la biomasa
microbiana: 1 mg C-CO, 100 g™'ss h™ = 20,6 mg Cuic 100 g *suelo seco.

Indices ecofisiol6gicos
Los indices ecofisioldgicos se calcularon de la siguiente manera:

Cociente microbiano gMic = Cric Corg™™ = [(Mg Cric kg™) (Mg Corg kg ) *] x 100 (Anderson y
Domsch, 1989),

Cociente ecofisioldgico qCO, = RB Cpic® = mg C-CObasal x g*Cmic x h™ (Anderson y
Domsch, 1990; Dilly y Munch, 1998),

Cociente de eficiencia metab6lica gCO, Cory” = (Mg C-COzbasal x g Cryic X h™) (g Corg g ) *
(Dilly, 2005).
Mineralizacion de N
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El fundamento se baso en incubar por siete dias una muestra de suelo en condiciones
anaerobicas a 30 °C, y luego se extrajo el amonio con KCI (Waring y Bremner, 1964;
Bremner, 1965). Por cada muestra se pesaron en dos tubos de centrifuga de 50 mL 8 g de
suelo y se agrego a uno de ellos 10 mL de H,Od (condiciones de anoxia para evitar la
formacion de nitrato) y se incubd a 30 °C por 7 dias. Al otro tubo se agrego 40 mL de KCI 2
M (tiempo cero) y se agitd horizontalmente por 1 h. Luego se centrifugé a 2000 rpm por 10
min, y con el sobrenadante se procedi6é a determinar el amonio liberado de la misma forma
que con las muestras de ureasa y amonificacion de arginina. La curva de calibracion que se
uso para el tiempo cero fue la misma de la amonificacion de arginina. A los siete dias, se
agregaron 30 mL de KCI 2,7 M a los tubos incubados y se agitaron durante 1 h de forma
horizontal. Luego se centrifugaron las muestras por 10 min a 2000 rpm y se tomd el
sobrenadante para realizar el mismo procedimiento de la metodologia para la amonificacion de
arginina. Los resultados se expresaron como pg N mineralizado g™ suelo seco, tomando la
diferencia entre el tiempo cero y el tiempo de 7 dias.

Relacion Rizosfera/Suelo (R/S)

Se determind el efecto de la rizésfera sobre la poblacion microbiana utilizando los valores de
biomasa microbiana de acuerdo con Frioni et al. (1999), sustituyendo en la formula el N° de
microorganismos por el valor de Cy,. determinado por el método de RIS, quedando el calculo
de la siguiente forma:

R/S = Cnjc de suelo rizosférico (para cada tratamiento) / Cpic de suelo no rizosférico (control
absoluto).

Determinacién de la actividad enzimatica del suelo

Actividad deshidrogenasa

El método se basd en la extraccién con metanol y la determinacion colorimétrica del
trifenilformazan que se origind después de incubar el suelo con cloruro de tetrazolium (TTC) a
37 °C por 24 h (Casida et al.,, 1964). La determinacion de la actividad de la enzima
deshidrogenasa se realiz6 pesando 2 g de suelo y colocandolos en un tubo de ensayo con tapén
de goma. Al suelo se le agreg6é aproximadamente 10-15 mg de CaCOs, y se agitd con un
vortex. Seguidamente se agregé 0,5 mL de TTC a las muestras y 0,5 mL de H,Od a los
blancos. Luego se adiciond 2 mL de H,0 a todos los tubos, se taparon, agitaron, e incubaron a
37 °C por 24 h. Finalizada la incubacion, se agrego6 2,5 mL de metanol a cada tubo, se agito e
inmediatamente se filtro con papel whatman N° 42 y se complet6 a 25 mL. Los filtrados se
recogieron en tubos de centrifuga de vidrio de 25 mL. Finalmente se midid la absorbancia de
las muestras a 485 nm. La curva patrén se realizé a partir de una solucién de trabajo 100 pg
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TFF mL™ (trifenil formamida). Se tomd el volumen necesario para obtener patrones de 4, 8,
12, 16, 20 pg TFF mL™ de metanol. Los resultados se expresaron como pg TFF gt h™.

Hg TFF gt h™ = (Cu-Cg)) conc en pg TFF mL™ * 25 mL/(2 g suelo fresco * Factor
solido * 24 horas)

donde Cy = concentracion de la muestra en pg TFF mL™,
Cgi = concentracion del blanco en ug TFF mL™,
25 =volumen del filtrado,
2 = peso fresco del suelo,
FS = factor de solido para transformar el peso del suelo a peso seco,
24 = tiempo de incubacion en horas

Hidrolisis del diacetato de fluoresceina

El método usado fue el propuesto por Adan y Duncan (2001). Para determinar la cantidad
de fluoresceina producida en el suelo por la microbiota, se pesaron 2 g de suelo fresco
tamizado 2 mm, y se colocaron en un tubo de centrifuga de 50 mL de capacidad. Se afiadi6 15
mL de solucién buffer fosfato 60 mM pH 7,6, y 0,2 mL de una solucién stock 1000 pg.mL™
DAF (diacetato de fluoresceina). Para cada muestra de suelo se preparé un duplicado y un
blanco, en este Gltimo sustituyendo el sustrato por el mismo volumen de buffer fosfato 60 mM
pH 7,6. Los frascos se incubaron en bafio de Maria a 30 °C y 75 rpm por 1 h. Luego de este
tiempo, se agregd 15 mL de acetona para detener la reaccion, se centrifugaron a 2000 rpm
durante 10 min. Se midi6 la absorbancia (490 nm) del sobrenadante en cada muestra, y se
resto el valor del blanco respectivo. La curva de calibracion de fluoresceina se preparo a partir
de una solucién 20 pug mL™ de fluoresceina, soluciones patrén desde 0 a 5,6 pg mL™, en
balones de 25 mL y se aford con buffer fosfato 60 mM pH 7,6. La deteccion se basé en que las
celulas no vivas son incapaces de tomar el derivado de la fluoresceina y por lo tanto no
muestran coloracidon fluorescente. Se utiliz la siguiente férmula para el calculo final:

ug de fluoresceina g* h™ = (M —BI) en pg mL™ de fluoresceina) x 30,2 mL )/ (PS g suelo

seco X t)
donde M = concentraci6n de fluorisceina en las muestras expresada en en pg Fluor. mL™,

BI = concentracion de fluorisceina en el blanco expresado en pg Fluor. mL™,

PS = Peso Seco del suelo = Peso fresco * factor sélido,

t =1 h tiempo de incubacion

30,2 mL = volumen de final

g suelo seco = gramos de suelo fresco * factor sélido
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Amonificacién de arginina

La amonificacion de la arginina se realizd de acuerdo al protocolo de Alef y Kleiner
(1987) y bajo la misma premisa de la determinacién del amonio liberado por la desaminacién
de la arginina de acuerdo a la reaccion de Berthelot. Se pesaron 2 g de suelo fresco en tubos de
centrifuga de 15 mL, se afadio 0,5 mL de la solucién sustrato (L-arginina 11,5 mM) a las
muestras y 0,5 mL de H,Od a los blancos. Se incubd durante 3 h a 37°C. Luego de la
incubacion, se agregd6 10 mL de la solucion KCI 2 M a todos los tubos. Se agito
horizontalmente durante 30 min. Finalmente se centrifug6 a 2000 rpm por 10 min. Se tomaron
2 mL del sobrenadante + 8 mL de agua. Posteriormente se agregaron 5 mL de la solucion
salicilato-nitroprusiato-hidréxido, y 2 mL del medio de oxidacién (Paolini, 2011), y se dejaron
reaccionar por 30 min en oscuridad. La curva de calibracion se realiz6 de forma similar a la
actividad ureésica.
Los célculos se hicieron con la siguiente formula:

ug N-NH4 g PS* h* = (M =BlI) en (ug N-NH; mL™) x 10,5 mL * 10 mL)/ (PS g suelo*V mL
(alicuota)*t h)
donde M = concentracién de amonio en las muestras expresada en en pug N-NH; mL™,

BI = concentracion de amonio en el blanco expresado en pg N-NH; mL™,

PS = peso seco del suelo = Peso fresco * factor sélido,

10,5 mL y 10 mL = volumen de extracto

V mL (alicuota) volumen alicuta del extracto = 2 mL,

t = tiempo de incubacién; 3 horas

Actividad fosfomonoesterasa acida y alcalina

Se realiz6 el protocolo de la actividad fosfomonoesterasa &cida y alcalina,
independientemente del pH del suelo. La medicion de la actividad fosfomonoesterasa
(fosfatasa) se determino colorimétricamente midiendo el p-nitrofenol liberado cuando el suelo
fue incubado con una solucién tamponada (pH 6,5 y 11) de p-nitrofenilfosfato a 37 °C por 1 h
(Tabatabai y Bremner, 1969). El procedimiento consistié en pesar 1 g de suelo y se agrego a
tubos de centrifuga de 15 mL. Seguidamente se afiadié 4 mL de buffer BUM pH 6,5, y 1 mL
del sustrato p-nitrofenilfosfato 17,7 mM (p-NFF), excepto a los blancos. A continuacién se
incubd en bafio de Maria a 37 °C por 45 min a 60 rpm. Al finalizar la incubacion se agrego 4
mL de NaOH 0,5 M y 1 mL de CaCl, 0,5 M para detener la reaccion. Se agrego la cantidad de
sustrato para los blancos. Se taparon los frascos y agitaron manualmente. Las muestras se
centrifugaron a 2000 rpm por 10 min, y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 420 nm.
Para la curva de calibracion de p-nitrofenol (p-NF) se prepararon soluciones patrén de 0, 20,
40, 60, 80 y 100 pg p-NF, a partir de una solucién de 200 mg 100 mL™, se agregé la cantidad
de mL de la solucién de p-NF y agua correspondiente a cada una, y se adicion6 1 mL de CaCl,
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0,5M y 4 mL de NaOH 0,5 M, se agitd con la mano y se centrifugé a 2000 rpm por 10 min.
Finalmente se leyo la absorbancia a 420 nm. La formula para los célculos fue la siguiente:

g p-NF g™ suelo seco h™* = (Muestra-Control) x FD/(PS x t)
donde Muestra = cantidad de p-NF liberado por la muestra,
Control = cantidad de p-NF en el control.
FD = factor de dilucion,
PS = peso seco de la muestra = Peso fresco * factor solido,
t = tiempo de incubacidn, 45 minutos = 0,75 horas

Actividad B-glucosidasa

La determinacion de la actividad B-glucosidasa se detectd por la liberacion del p-
nitrofenol después de incubar la muestra con una solucion de p-nitrofenil-b-glucopiranosido
por un tiempo de una hora y temperatura de 37 °C (Eivazi y Tabatabai, 1988). El
procedimiento se realizO de manera anadloga a la actividad fosfatasa, y se utilizd el buffer
BUM pH 6,5. La diferencia fue que en sustitucion de la solucion NaOH 0,5 M, se utilizo el
buffer pH 12 THAM 0,1 M, para evitar la formacién del precipitado. El sustrato que se usé fue
el p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (25 mM PNG). La férmula para los célculos fue la
siguiente:

g p-NF g suelo seco h* = (Muestra-Control) /(PS x t)

donde Muestra = cantidad de p-NF liberado por la muestra,
Control = cantidad de p-NF en el control,
PS = peso seco de la muestra = Peso fresco * factor solido,
t = tiempo de incubacion, 1 hora

Actividad ureésica

De acuerdo con Kandeler y Gerber (1988), y bajo la premisa de la determinacién del
amonio liberado a partir de la hidrélisis de la urea de acuerdo a la reaccion de Berthelot. Se
peso 1 g de suelo fresco mas un blanco para cada muestra en un tubo de centrifuga de 15 mL,
se agrego6 0,5 mL de la solucion sustrato de urea (79,9 mM), y a los blancos 0,5 mL de H,Od.
Las muestras se dejaron incubando por 2 h a 37 °C. Luego de la incubacién, se agreg6 a todas
las muestras 10 mL de KCI (1 M), a las muestras 0,5 mL de H,Od, y a los blancos 0,5 mL de
la solucion sustrato de urea para un volumen final de 11 mL. Los tubos se agitaron
horizontalmente durante 30 min, y se centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm.
Posteriormente se agregaron 2 mL de cada sobrenadante y se afiadio 8 mL de agua. Luego se
agregd 5 mL de la solucidn salicilato-nitroprusiato-hidréxido, y 2 mL del medio de oxidacién
(Paolini, 2011), y se dejaron reaccionar por 30 min en oscuridad. Para la curva de calibracion
se prepar6 una solucién de cloruro de amonio (250 pg N mL™), y se tomaron los volimenes
necesarios para obtener las concentraciones 0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2,5, en balones de 500 mL
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aforados con la solucion de KCI. Seguidamente se tomd 1 mL de cada solucion patron mas 9
mL de H,Od, y se agreg6 la misma cantidad de la solucién salicilato-nitroprusiato-hidréxido,
y del medio de oxidacién que se agreg6 a las muestras y de la misma forma se dejaron
reaccionar por 30 min en oscuridad. Finalmente se leyeron las muestras y la curva a 600 nm.

Los célculos se realizaron con la siguiente formula:
ug N-NH4 g PS* ht = (M =BI) en pg N-NH, mL™) * 11 mL *10 mL) / ( PS g suelo seco
*mL (alicuota)* t h)

donde M = concentracion de amonio en las muestras expresada en en pg N-NH4/mL,
BI = concentracion de amonio en el blanco expresado en pg N-NHs/mL,
PS = Peso seco del suelo = Peso fresco * factor solido,
11 mL y 10 mL = volumen de extracto
V mL (alicuota) volumen alicuta del extracto = 1 mL
t = tiempo de incubacién; 2 horas

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vias y la prueba de medias LSD
(p<0,05) con el programa Statgraphics (Statistical Graphics Corporation, 2002). Se comprobd
el supuesto de homogeneidad de varianza con el test de Bartlett. En los casos en los que los
datos no cumplieron con el supuesto de homogeneidad de las varianzas, se sometieron a la
prueba de Kruskall Wallis (p<0,05) con el programa Infostat a un nivel de confianza del 95%
(InfoStat Statistical Software, 2002; Montgomery, 1991). Adicionalmente se realiz6 un
ANOVA de una via para mostrar el efecto solo del estrés hidrico sobre el control absoluto
(suelo no rizosférico 0 % NPK no inoculado).

RESULTADOS
Propiedades fisico-quimicas

En la Tabla 1 se muestran las variables fisico-quimicas del suelo determinadas a los 64
ddt para cada tratamiento. El contenido de carbono total no mostré diferencias significativas
entre los tratamientos inoculados y/o fertilizados. Los valores variaron entre 10,92 y 13,64 g C
kg™ suelo. Se observé también que los valores més altos se muestran en la condicién RN.

El contenido de N total no presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
pero si se observo que los valores mas altos estan en los tratamientos 50 % NPK + CM en
condicion RN, 100 % NPK + CM en condicion DH, y 100 % NPK No inoculado (control de
produccion). La relacion C/N tampoco mostro diferencias significativas entre los tratamientos
y vario entre 6,48 hasta 8,88, mostrando los valores méas altos en los tratamientos con la
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condicion RN con respecto al control absoluto, y mostrando el valor mas alto en el tratamiento
0% NPK + CM en condicion RN. Con respecto al pH se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos; los valores variaron entre 4,6 y 6,4, y estos descendieron gradualmente
a medida que la dosis de fertilizante se incrementd, incluso, la presencia del consorcio
incrementd aun mas la acidez del suelo en el tratamiento 100 % NPK + CM en ambas
condiciones de riego. Los valores mas alcalinos de pH se observaron en los tratamientos 0%
NPK + CM vy control absoluto en ambas condiciones de riego. Ademas se observé que en
condiciones de déficit hidrico disminuy6 el pH en el tratamiento 50% NPK + CM en
comparacion con el mismo tratamiento sin la limitacion hidrica (Tabla 1). La variable
conductividad eléctrica incremento significativamente con la dosis de fertilizante quimico, y
tendié a ser mayor en la condicion DH con la dosis 100 % NPK inoculada y no inoculada
como era de esperarse por la mayor concentracion de sales en la condicidn de estrés hidrico,
mientras que esta variable tendié a ser menor en el tratamiento 0% NPK + CM en ambas
condiciones de riego.

Por otro lado, en la Tabla 2 se observa el efecto del estrés hidrico sobre los parametros
fisico-quimicos del suelo control (no rizosférico). El efecto de la disponibilidad de agua afectd
los pardmetros C organico, relacion C/N, y la conductividad eléctrica, mostrando valores
superiores en estas variables (p<0,05) en la condicién DH con respecto a la condicion RN en
29 %, 43 %, y 145 %, respectivamente. En esta misma Tabla 2 se puede observar en términos
generales que la mecanizacion no afectd los pardmetros fisico-quimicos del suelo, pues los
valores de referencia (antes de la mecanizacion) y luego del experimento (equivalente a la
condicion DH) son bastante similares.
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Tabla 1. Pardmetros fisico-quimicos del suelo para cada tratamiento evaluado

Tratamientos / Condicion de riego
0% NPK + CM 50% NPK + CM 100% NPK + CM 100 % NPK No inoculado
(control de produccion)
Pardmetros | Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
Corg gCkgT | 1285051 | 11,52+025 | 13,25:0,80 | 10,95:0,72 12,54+1,26 10,92+1,09 13,64%3,00 11,14+2,53
N total % 0,14+0,00 | 0,14%0,03 | 0,16%0,01 0,15+0,01 0,14%0,02 0,17+0,01 0,16+0,00 0,1620,00
CIN 8,88+0,13 8,61£2,25 | 8,12£0,93 7,3320,44 8,85+1,47 6,48+0,36 8,50+1,81 7,06+1,56
pH 6,4%0,17 6,4+0,17 5,4%0,1 4,830,15 4,60,17 4,60,3 5,0£0,17 4,97+0,21
125 a a b cd d d c c
CE 15 uScm® | 3000000 | 3333%577 | 5333577 | 63,33+2309 | 80,00+10,00 | 146,67+40,41 60,000,00 166,67+83,27
c c bc abc ab a abc a

Valores promedios (n=3) y desviacidn estandar (+). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%.
Condicién de riego: RN= riego normal, DH= déficit hidrico. El porcentaje representa el requerimiento del nutriente. CE = conductividad eléctrica. CM=
consorcio microbiano. El porcentaje representa la dosis aplicada del fertilizante NPK.
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Tabla 2. Pardmetros fisico-quimicos del suelo no rizosférico antes del ensayo y luego del ensayo bajo el efecto del déficit hidrico.

Suelo no rizosférico Suelo no rizosférico
(valores de (0% NPK No inoculado)
referencia)
Parametros Unidades Antes de la RN DH
mecanizacion
Corg gCkg" 8,16+0,02 6,29+0,74 8,12+0,33
b a
N total % 0,12+0,00 0,14+0,01 0,12+0,00
CIN - 6,94+0,06 4,66+0,56 6,70+0,22
b a
pH 1:2,5 - 6,56+0,04 6,23+0,06 6,23+0,06
CE 15 us cm™ 135,67+2,52 73,33+5,77 180,00+10,00
b a

valores promedios (n=3) y desviacion estandar (z). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%.

RN = riego normal, DH = déficit hidrico.
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Biomasa microbiana y propiedades microbiolégicas

El consorcio microbiano logré incrementar la biomasa microbiana (Cpic) con 0% NPK
de forma altamente significativa (p<0,01) en ambas condiciones de riego, siendo ain mayor el
efecto en la condicién de DH con respecto al resto de los tratamientos con incrementos entre
47 % (0 % NPK + CM RN) y 91 % (0 % NPK + CM DH) por encima de control de
produccion (Tabla 3); inclusive, los valores mostrados en este tratamiento fueron mas altos
que los valores de referencia para este suelo antes del disturbio (Tabla 4). También se observo
que la biomasa microbiana tendié a ser menor en el tratamiento 100 % NPK + CM RN con
respecto al resto de tratamientos. Por otro lado, los valores de gMic variaron entre 0,53 % a
2,19 %, mostrando el mayor valor en el tratamiento 0% NPK + CM en la condicién DH,
siendo este superior (p<0,05) al del resto de tratamientos, seguido por el valor del tratamiento
0% NPK + CM en la condicion RN. De esta manera el CM favorecio a las comunidades
microbianas autoctonas, mejorando los parametros biomasa microbiana y el cociente
microbiano especialmente en la condicion DH sin la presencia de fertilizantes NPK. Por su
parte, la dosis 100% NPK causd un estrés metabolico en las bacterias inoculadas, ya que
disminuyd la eficiencia ecofisiolégica de la microbiota, siendo esto evidente por los valores
mas bajos de Cnic, gMic, y los valores mas altos del cociente de eficiencia metabdlica
mostrados particularmente para la condicién RN en el tratamiento 100% NPK + CM, ya que, a
pesar de que en esta Ultima variable no se haya encontrado diferencias significativas entre los
tratamientos esto es notable (Tabla 3). En general, el CM mostr6 capacidad para mejorar las
propiedades microbioldgicas de la microbiota del suelo, siendo menor este efecto en la medida
en que el fertilizante quimico estaba mas concentrado (Tabla 3).

En la Tabla 3 se observd que las variables RB y cociente metabdlico y cociente de
eficiencia metabdlica no se afectaron por los tratamientos aplicados, pero se pudo observar
que apenas se logré alcanzar la mitad del valor de la respiracién basal de referencia para este
suelo (Tabla 4) con los tratamientos 0% NPK + CM en condicion de DH, y 100% NPK No
inoculado (control de produccién) en condicion RN, es decir, que esta variable (RB) se afectd
notablemente por la mecanizacion del suelo.

En la mineralizacion del N no hubo diferencias significativas entre los tratamientos,
pero se observO una tendencia a ser superior gradualmente acorde a la aplicacion de
fertilizante quimico (Tabla 3). Sin embargo, en los tratamientos 100 % NPK + CM y 100 %
NPK No inoculado en condicion DH, se observo una tendencia a disminuir esta actividad,
mostrando asi el efecto inhibitorio de la fertilizacién inorganica (presencia de amonio) sobre la
mineralizacion en condiciones limitantes de agua cuando estd ain mas concentrado el
fertilizante en el suelo. Los valores de la mineralizacion del N oscilaron entre 4,42 y 11,08 mg
de N mineralizado por kg de suelo. Mientras que, en la Tabla 4 esta variable de mineralizacién
de N fue la unica que se afecto significativamente por la condicion hidrica mostrando un valor
superior en la condicion DH.
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En términos generales, en la Tabla 4 se observa que la mecanizacion sobre los
pardmetros microbioldgicos afectd particularmente la biomasa microbiana y la respiracion
basal por los valores menores mostrados luego del disturbio (39 % menos y 66 % menos,
respectivamente), a pesar de no haber podido establecer esta disminucion estadisticamente.
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Tabla 3. Biomasa microbiana, actividad microbiologica, e indices ecofisiologicos del suelo en los tratamientos evaluados.

Tratamientos / Condicion de riego
0% NPK + CM 50 % NPK + CM 100 % NPK + CM 100 % NPK No
inoculado (control de
produccién)

Pardmetros Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
Cric Mg Crnic kg™ 194,14+44,66 252,10£17,57 140,68+42,49 108,61£17,57 64,71£29,65 83,28+38,06 132,24+21,25 78,83120,34

b a o cde e de cd e
RB mg C-CO, kgtd™ 8,95+2,55 10,62+3,48 9,42+2,09 11,56+1,86 7,75£2,21 8,80+2,73 11,56+3,61 5,88+0,51
gMic % 1,51£0,31 2,19+0,19 1,07£0,32 0,99+0,11 0,5310,26 0,7920,40 0,98+0,10 0,71£0,14

b a c c d cd c cd
qCO, mg C-CO,mg? Crich? 1,97+0,67 1,74+0,44 2,85+0,39 4,45+0,50 6,42+5,16 5,46+3,33 3,66+1,04 3,331,28
qCO,/ Corg mg CO,-C g1 Crich™ (g | 15451459,14 151,14+40,48 214,85+21,78 408,96+69,60 491,62+34959 | 488,56+264,80 | 274,37+93,51 | 319,88+170,67

Corgg ™ suelo)?

Mineralizacion mg N kg™ 6,78+0,43 7,76£5,41 8,31+3,80 9,075,80 9,20£8,22 4,4245,49 11,08+2,01 nd
del N

Valores promedios (n=3) y desviacion estandar (z). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%.
Condicion de riego: RN= riego normal, DH= déficit hidrico. Tratamientos 0 %, 50 %, 100 % NPK = suelo rizosférico. El porcentaje representa el requerimiento del nutriente. Corg= carbono

organico total, Cmic= carbono microbiano, RB= respiracion basal, qMic= cociente microbiano, qCO,= cociente metabdlico, qCOzl COrg = cociente de eficiencia metabdlica. nd= no determinado.
CM-= consorcio microbiano. El porcentaje representa la dosis aplicada del fertilizante NPK.
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Tabla 4. Biomasa microbiana, actividad microbiologica, e indices ecofisiologicos del suelo no rizosférico antes del ensayo y luego
del ensayo bajo el efecto del déficit hidrico.

Suelo no rizosférico Suelo no rizosférico
(valores (0% NPK No inoculado)

referenciales)
Parametros Unidades Antes de la RN DH

mecanizacion
Chic mg Cmic kg'l 146,5 + 23,05 95,66 + 35,14 88,91+9,75
RB mg C-C?z kg'l d 20,63+ 4,73 9,36 +2,84 6,95 +2,02
gMic % 1,80 +0,28 1,52 +0,56 1,09 +0,12
qCO, mg C-CO, mg™ 5,96 +0,98 4,13 +0,27 3,34 +1,31

Cmic h_l
qCO;/ Corg mg CO,-C g'l 730,13+120,58 656,82 +42.55 411,90 +161,80
Chic ht (9 Corg0’
! suelo)™

Mineralizacion mg N kg™ 2,858+1,38 2,86+1,38 5,64+0,90
del N b a

Valores promedios (n=3) y desviacion estandar (+). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%.
RN = riego normal, DH = déficit hidrico.
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Relacion Rizosfera/Suelo (R/S)

En la Figura 2 se muestra que el CM incrementd la relacion R/S de acuerdo a las
diferencias significativas observadas entre el tratamiento 0 % NPK + CM en ambas
condiciones de riego (especialmente en la condicion DH) y el resto de tratamientos inoculados
y no inoculados con fertilizantes. Se observo un incremento de la densidad microbiana nativa
por efecto de la rizosfera apenas entre 2 y 2,8 veces mas con este tratamiento 0 % NPK + CM.
Gracias a esta relacion también se observd que el efecto conjunto del consorcio con el
fertilizante inorganico en el tratamiento 100 % NPK + CM en la condicién RN redujo la
densidad microbiana con respecto al control de producciéon 100 % NPK + CM en condicion
RN, evidenciando asi un efecto toxico sobre la viabilidad de la microbiota del suelo al aplicar
un exceso de fertilizantes + biofertilizantes sin limitacion hidrica. Este efecto fue concordante
con lo observado en el cociente de eficiencia metabdlica y la biomasa microbiana en la Tabla
3. Los valores de la relacion R/S variaron entre 0,7 y 2,8 entre todos los tratamientos, y con
esta variable se logré ademas determinar el efecto de la rizosfera sobre la densidad microbiana
nativa, considerando que el suelo de la parcela tiene una alta fertilidad natural de acuerdo a los
valores bajos determinados en esta relacion R/S, por lo que se considerd que en este suelo la
microbiota nativa no es dependiente de la rizosfera pero este punto se discutirda mas adelante.

3,5 1
3 -

b T
bc
j cde cde od d
i B RN
. T T T 1 DH

0%NPK +CM  50%NPK+ CM 100%NPK + CM 100%NPK no
inoculado

(Control de

produccion)

a

Relacién R/S

o = N

v =L U1 NN U
1 1 1 1

o

Tratamientos

Figura 2. Relacion rizosfera/suelo de acuerdo a los tratamientos aplicados. R/S = Cy;c de
suelo rizosférico (para cada tratamiento) / Cnic de suelo no rizosférico (control absoluto).
Valores promedios (n=3) y desviacién estandar (barras). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%. Condicion de riego: RN=
riego normal, DH= déficit hidrico, CM= consorcio microbiano. El porcentaje representa la
dosis aplicada del fertilizante NPK.
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Actividad enzimatica del suelo

En la actividad enzimatica intracelular se encontr6 que para la actividad
deshidrogenasa, los tratamientos 0 % NPK + CM y 50 % NPK + CM en ambas condiciones de
riego favorecieron esta actividad respiratoria, es decir, que en ausencia de fertilizantes
inorganicos principalmente o en dosis 50 % NPK se favorece la actividad deshidrogenasa.
Mientras que, en la dosis completa del fertilizante inorganico inoculado o no inoculado esta
actividad inhibe significativamente, y se reduce ain mas con el efecto del déficit hidrico como
se observa en los tratamientos 100 % NPK + CM y 100 % NPK No inoculado en ambas
condiciones de riego; efecto que no se observo en presencia del CM en los demas tratamientos
sin fertilizantes inorganicos o en dosis moderada (Tabla 5). En la determinacién
correspondiente a la hidrolisis del diacetato de fluoresceina (DAF) no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo, se observé que los valores méas
altos se encontraron en la condicion DH y con menor presencia de fertilizantes NPK (0% y
50%). Por su parte, la actividad de la amonificacion de la arginina fue sensible a los
tratamientos, y fue superior (p<0,05) en los tratamientos 0 % NPK + CM en ambas
condiciones de riego y en el tratamiento 50 % NPK + CM en la condicion RN, seguida de del
mismo tratamiento en la condicion DH. Con la dosis 100% NPK se observo una inhibicion
significativa de la actividad amonificacion de la arginina en presencia o ausencia del
inoculante en ambas condiciones de riego (Tabla 5).

Asimismo se logré observar el efecto del déficit hidrico en esta actividad enzimatica
intracelular sobre el suelo no rizosférico, mostrando que la actividad deshidrogenasa y la
hidrélisis del diacetato de fluoresceina responden al estrés hidrico, siendo inhibida la
deshidrogenasa en condiciones de DH y favorecida la hidrdlisis del DAF en esta condicion de
DH (p<0,05) (Tabla 6). Vale destacar que este efecto inhibitorio o favorecedor del estrés
hidrico en ambas enzimas, también se sugirié anteriormente en algunos de los tratamientos de
la Tabla 5. En este sentido, se observd que la actividad de la deshidrogenasa de la microbiota
nativa se activd en un 266 % con la aplicacion del riego en este suelo con condiciones
semiaridas (Tabla 6).

Ahora bien, en la actividad de las hidrolasas extracelulares se observé que la fosfatasa
acida no fue sensible a los tratamientos, aunque los valores mas altos se encontraron en el
tratamiento 100% NPK + CM, conforme con el pH del suelo méas acido (pH=4.6) encontrado
en este tratamiento (Tabla 1). En contraste, la fosfatasa alcalina si fue favorecida
significativamente (p<0,05) por el tratamiento 0% NPK + CM (Tabla 5), notandose que el pH
del suelo en estos tratamientos fue el mas alcalino (Tabla 1). También fue evidente una
disminucion significativa de la actividad de la fosfatasa alcalina conforme al incremento de la
dosis de fertilizante NPK (Tabla 5). En general, se observo que en este suelo funciona mejor la
fosfatasa alcalina de acuerdo a los valores elevados mostrados (Tabla 5) y de acuerdo al pH
natural del suelo de la parcela (pH 6.04), y al valor referencial de esta variable (Tabla 6). En el
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caso de la actividad B-glucosidasa no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, ni se observé un patron de valores méas altos o menores; por tanto, se considerd
que esta actividad no fue sensible al experimento (Tabla 5).

Con respecto a la actividad ureasa, se observo que esta al igual que la amonificacion
de la arginina fue sensible a los tratamientos (p<0,05). De particular importancia resultaron los
tratamientos inoculados con 0% y 50% NPK por ser superiores al resto de tratamientos. En la
actividad ureasa se observo que los valores mas altos se encontraron en los tratamientos 0%
NPK + CM, y se observé también que esta actividad disminuy6 de forma gradual conforme a
la dosis de aplicacion de fertilizantes NPK; también se mostro que el factor hidrico inhibid
esta actividad en el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion DH, por lo que se
considerd que el inoculante CM incrementd esta actividad enzimética de acuerdo a lo
observado para esta misma condicion hidrica en el mismo tratamiento (100 % NPK + CM en
condicion DH) (Tabla 5).

El efecto del déficit hidrico también se pudo determinar para la actividad enzimatica
extracelular en el suelo no rizosférico, mostrando que la Unica enzima de las evaluadas que
respondid (p<0,05) al efecto hidrico fue la fosfatasa alcalina, incrementando su actividad en
19 % en condiciones de RN (Tabla 6). Desde el punto de vista ecolégico se sugiere que el
disturbio ocasionado (mecanizacién de la parcela) afectdé de forma negativa la actividad
deshidrogenasa (83 % menos actividad), amonificacién de arginina (17 % menos), fosfatasa
alcalina (25 % menos), y que favorecio la hidralisis DAF (92 % mas actividad) de acuerdo a la
observacién entre los valores de referencia y el suelo no rizosférico en condicién DH el cual es
parecido a las condiciones antes del ensayo (Tabla 6).
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Tabla 5. Actividad enzimatica del suelo en los tratamientos evaluados.

Tratamientos / Condicion de riego

0% NPK + CM

50% NPK + CM

100% NPK + CM

100 % NPK No inoculado
(control de produccién)

Parametros Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
Deshidrogenasa ug TFF gt h'? 3,57+0,67 3,14+0,28 2,27+0,17 2,50+0,30 1,38+0,33 0,12+0,11 1,60+0,06 0,20+0,17

E a a b b c d c d

=

% DAF ug de fluoresceinag™ | 39,15+17,12 42,77+8,30 32,11+10,82 | 49,74+753 | 32,45+8,02 | 39,1345,27 35,80+4,22 33,82+8,14

1R[-1

o h

E Amonificacion de pug N-NH, gt h! 3,27+0,27 3,22+0,55 2,84+0,28 1,62+0,81 0,36+0,62 0,02+0,03 0,56+0,29 0,00+0,00
arginina a a a b c c c c
Fosfatasa 4cida ug p-NFgth? 33,91+33,34 41,45+11,48 | 45,02+1091 | 41,85+8,36 | 65,26+8,58 | 68,83+31,14 | 47,40+18,48 46,21+13,73

j -

($]

S | Fosfatasa alcalina ug p-NFgth? 167,51+33,99 | 18354+14,43 | 99,99+20,28 | 72,64+2456 | 41,44+3.92 | 26,63+24,12 | 30,33+13,87 51,27+29,41

© a a b bc cd d d cd

§ B-glucosidasa ug p-NF gt hT 48,08+4,64 56,12#12,04 | 51,87+14,32 | 59,15+523 | 44,28+311 | 50,83+15,10 | 50,46+2,08 50,08+9,04

s

x

W | Ureasa pg N-NH, g1 h?! 19,31+3,55 20,73+1,85 12,15+2,64 10,23+1,26 5,59+0,92 4,38+0,92 6,350,96 0,37+0,33

a a b b C c C d

Valores promedios (n=3) y desviacion estandar (). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%.
Condicion de riego: RN= riego normal, DH= déficit hidrico. El porcentaje representa el requerimiento del nutriente. DAF = hidrélisis de fluoresceina. CM= consorcio microbiano. El porcentaje
representa la dosis aplicada del fertilizante NPK.
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Tabla 6. Actividad enzimatica del suelo no rizosférico antes del ensayo y luego del ensayo bajo el efecto del déficit hidrico.

Suelo no rizosferico Suelo no rizosférico
(valores referenciales) (0% NPK No inoculado)
Parametros Unidades Antes de la mecanizacion RN DH
Deshidrogenasa ug TFFg*h't 8,24+0,94 5,20+0,59 1,42+0,87
= a b
E
§ DAF pug de fluoresceina g’ 26,86+0,94 33,29+2,09 51,56+5,48
= Tht b a
= | Amonificacion ug N-NHs g™* ht 2,33 +0,16 1,52+0,20 1,94+0,17
de arginina
Fosfatasa 4cida ug p-NF gt bt 32,63+2,65 7,79+7,16 33,12+16,67
3
= | Fosfatasa ngp-NFg'h' 185,79 £1,79 164,09+7,83 137,60+3,92
8 | alcalina a b
E B-glucosidasa ug p-NFgth't 38,56+1,97 38,53+1,46 36,93+0,91
Ureasa ug N-NH; g™ h 16,78+0,51 19,32+0,92 18,00+0,97

Valores promedios (n=3) y desviacion estandar (+). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%.

RN = riego normal, DH = déficit hidrico.
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DISCUSION
Efecto sobre las propiedades fisico-quimicas del suelo

La relacion C/N en el suelo juega un papel fundamental en la conversion de la materia
organica por los microorganismos del suelo a formas inorganicas disponibles (mineralizacion),
y en la captura de las formas inorganicas de N disponibles dentro de los microorganismos
cuando el N en el suelo es insuficiente (inmovilizacién). En condiciones de baja presencia de
N en el suelo los microorganismos lo usan para su metabolismo, mientras que si las
condiciones del C son escasas, los microorganismos obtienen este del nitrégeno organico
disuelto, rompiéndolo y usando el C del esqueleto carbonado para el suministro de energia
requerida en su crecimiento y metabolismo y de esta manera secretar NH, al suelo (Chapin et
al., 2002). Se ha considerado que una alta relacion C/N (>25) produce inmovilizacion,
mientras que una baja relacion C/N (<25) en el suelo, produce mineralizacion (Chapin et al.,
2002). En consecuencia, los valores de la relacion C/N en general determinados en esta
investigacion se relaciond con un mayor proceso de mineralizacion, y se estimé que la
disponibilidad de agua en los tratamientos RN fertilizados e inoculados permitié tener una
mayor cantidad de carbono soluble aunado a las fuentes carbonadas presentes en la rizdsfera,
por lo que en estos tratamientos la relacion C/N tendié a ser mayor que en la condicion DH.
Otros estudios han mostrado que el N es un elemento imprescindible en el suelo, tanto para el
cultivo como para la actividad de la microflora nativa y la de los inoculantes para expresar los
mecanismos PCV o de promocion de crecimiento vegetal (Blanco y Reyes, 2018); razon por la
cual, en el tratamiento 0 % NPK + CM en condicién RN, la relacién C/N tendié a ser mayor
posiblemente porque la microbiota, especialmente la inoculada, incorporé en su biomasa las
formas disponibles de N, y por ello hubo un mayor proceso de inmovilizacion con respecto a
los otros tratamientos en donde habia mayor disponibilidad de fertilizantes, beneficiandose
principalmente la vida microbiana mas que el cultivo, como en los otros tratamientos en donde
las plantas si contaban con formas inorgénicas disponibles para incrementar su biomasa y su
rendimiento (Capitulo 6). De acuerdo con Gamarra et al. (2017), los valores obtenidos de C/N
en esta investigacion (cercanos a 10) reflejan una disponibilidad suficiente de nutrientes para
los microorganismos y los vegetales, y una eficiencia microbiana en cuanto a la
descomposicion de la MOS, y son muy cercanos a los valores reportados por Vasquez et al.
(2013) para suelos de cultivo fértiles con alta tasa de mineralizacion (C/N entre 10 y 11) y en
condiciones climaticas similares a las del presente trabajo. Ademas, se ha indicado que una
mayor disponibilidad de C labil genera una mayor produccion de enzimas y a su vez una
mayor descomposicion cometabolica de MOS, conocido como efecto priming de la rizosfera
(Haichar, 2014), para incrementar la disponibilidad de nitrégeno organico disuelto, el cual es
la forma que prefieren absorber los microorganismos a partir de la solucion del suelo
(Wilkinson et al., 2014), y, que en el caso de la presente investigacién se produjo por la
adicion del biofertilizante como una forma de sustrato de C orgénico al suelo. Desde el punto
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de vista de Pathak y Kumar (2016), los biofertilizantes deben integrarse con abonos organicos
y fertilizantes quimicos para mejorar el carbono organico del suelo y mantener la
sostenibilidad de cultivos horticolas. En todo caso, Gomez y Paolini (2006) mencionan que en
lugares con sequia, el rehumedecimiento del suelo induce a un incremento en la
mineralizacion, lo que pudo haber ocurrido en la parcela experimental utilizada en la presente
investigacion. El ligero incremento en el carbono organico de los tratamientos inoculados y/o
fertilizados sobre el suelo no rizosférico se debe a que las muestras de los tratamientos
corresponden a suelo rizosférico que estd en contacto estrecho con el bulbo y las raices de la
cebolla y con el consiguiente aporte de carbono también hay otro aporte por exudados
radiculares; por lo que en este ensayo fue importante destacar la influencia de la rizésfera en
algunas de las variables analizadas.

A pesar que en el presente estudio no hubo diferencias significativas entre el contenido
de N total del suelo, en otros estudios se ha observado que la inoculacién con
microorganismos disolventes de P y K como Pseudomonas y Bacillus, tienen un efecto como
mejoradores del contenido de N total del suelo y MOS, debido a que su presencia afecta la
densidad y funcién de microorganismos nativos secretando metabolitos que inciden en la
poblacién microbiana, y también se evidencio que el funcionamiento de las RPCV es mejor en
suelos con mayor fertilidad que en suelos con menor calidad nutricional (Akbar et al., 2019).
En este sentido, se considera gque el suelo de la parcela experimental utilizada de acuerdo a los
resultados mostrados se consideré como fértil y de alta actividad bioldgica nativa, por lo que
el in6culo CM funciono sobre las propiedades enzimaticas especialmente las relacionadas con
el N (amonificacion de arginina y ureasa). Akbar et al. (2019) sugieren que para el caso del
cultivo del trigo se puede reducir hasta en un 50 % el uso de fertilizantes inorganicos (NPK)
con el uso combinado de RPCV, y conseguir el mismo rendimiento que con la dosis completa
de fertilizante inorganico como se observo en el experimento de la presente investigacion con
la cebolla (Capitulo 2, Blanco et al., 2021a).

Por otro lado, Jaurixje et al. (2013) indicaron que en los suelos semiaridos
venezolanos, las escasas lluvias y la alta evapotranspiracion hacen que exista poco lavado, por
lo cual existen méas bases cambiables acumuladas superficialmente, y originan valores altos de
pH alrededor de 7,5, como fue el caso del presente trabajo. El efecto de la aplicacion del riego
frecuente (RN) desacidifica el suelo o lo mantiene en equilibrio natural o con los valores
referenciales, y desconcentra la presencia de fertilizantes NPK. En la actividad fosfatasa &cida
la presencia de mayor cantidad de NPK podria estimular la actividad disolvente de P, y por
ende la produccién de acidos organicos por parte de los microorganismos, especialmente por
el inoculante que tiene esta caracteristica, que a su vez acidifican ain mas el medio y
favorecen esta actividad que tendié a aumentar el pH en el tratamiento 100 % NPK + CM.

Aparte del efecto del CM también se pudo determinar el efecto neto de la fertilizacion
inorganica sobre ciertas propiedades del suelo entre el control de produccion y el control
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absoluto. En la la revision realizada por Geisseler y Scow (2014), se reporta el incremento del
Corg por efecto del fertilizante mineral, que si fuera el caso comparar con la presente
investigacion este efecto se sugiere en el tratamiento 100 % NPK No inoculado por la
tendencia a incrementar hasta 116 % el Cqyq, y el incremento del Cyic en un 38 % en
comparacion con el suelo no rizosférico (0 % NPK No inoculado) en la condicion RN. Con
respecto al pH también en el presente trabajo se observo la disminucion del Cic en 32 % en el
tratamiento 100 % NPK + CM (pH 4,6), un efecto del fertilizante inorganico que para
Geisseler y Scow (2014) estd asociado al pH, pues estos autores demostraron que la
fertilizacion mineral influye negativamente sobre la biomasa microbiana en suelos con pH < 5,
mientras que en pH elevados ocurre lo contrario, como también se observo en la presente
investigacion. Bajo esta premisa, es importante resaltar que una mayor cantidad de Cogyq
incidira positivamente sobre el Cpc y la actividad enzimatica, y que, por encima del efecto de
los fertilizantes inorganicos, en condiciones de Corq (alto) y el pH (bajo) son estos dos ultimos
los factores que mas afectan la biomasa microbiana (Geisseler y Scow, 2014), siendo sus
efectos méas pronunciados en ensayos a largo plazo (>10 afios).

Efectos sobre las propiedades microbiologicas del suelo

En Venezuela, existen estudios que reportan valores de Corq en suelos cultivados y no
cultivados en diferentes condiciones y manejos como se menciona a continuacion. Los valores
correspondientes al Cnic y a la RB son anélogos a los encontrados por Jaurixje et al. (2013)
para un suelo cultivado con cebolla en Quibor, Venezuela (Crmic 187 g C g™ yRB 12,84 ug C
g™l) en un suelo de ambiente semiarido bajo un manejo convencional, y en cuyo estudio
también se determin6 que el mejoramiento de las condiciones fisicas del suelo mediante un
manejo tradicional u organico incrementa la actividad biolégica de los microorganismos, en
comparacion a un manejo convencional que afecta la estructura fisica y compacta el suelo
como consecuencia de una mayor densidad aparente, menor macro y microporosidad en el
suelo, y menor conductividad hidraulica. Igualmente, los valores de biomasa microbiana en
los tratamientos inoculados sin presencia de fertilizantes son similares a los reportados por
Rodriguez et al. (2009) en suelos semiaridos del estado Falcon, incubados con herbicidas,
cuyo efecto fue estimular la respiracién y biomasa microbiana entre los 7 y 45 dias de su
aplicacion, al igual que la estimulacion que se observé con el CM en ambas condiciones de
riego sin la presencia del fertilizante inorganico. El rango de valores de Cnjc en este
experimento también son parecidos a los reportados por Gdmez y Paolini (2011) para suelos
de sabana sometidos al cambio de cobertura por el pasto Brachiaria brizantha en suelos del
oriente venezolano en época seca y época de lluvia como mejorador de la actividad
microbiana; aunque los valores de los tratamientos inoculados con 0 % NPK son superiores a
estos, y mostrarian una mejoria ain mayor en la actividad microbiana in situ. Los valores de
Corg: RB, Yy Cnic encontrados en la presente investigacion son inferiores a los reportados en
otro estudio correspondiente a suelos cafetaleros con distintos manejos agricolas (Paolini,
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2018), siendo entonces esta variable (Co) considerada como una fuente limitante para la
biomasa microbiana.

Ahora bien, el efecto de los microorganismos promotores del crecimiento vegetal sobre
las propiedades bioldgicas puede observarse en otros estudios con A. cepa. Colo et al. (2014)
encontraron que la aplicacion de los inoculantes Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis y
Pseudomonas fluorescens, tanto de forma individual como en consorcio influenciaron la
rizosfera de cebolla, incrementando el nimero total de microorganismos, el nimero total de
bacterias, y el nimero de Azotobacter con respecto al control no inoculado, mientras que la
mayoria de los inoculantes redujeron el nimero total de hongos y no afectaron el numero de
actinomicetes. Ademas, en un estudio actual, Pellegrini et al. (2020) determinaron que la
inoculacion de la cebolla (desde semillas) con un consorcio microbiano compuesto por cuatro
bacterias (Azospirillum brasilense, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, y Burkholderia ambifaria) incrementd el carbono orgéanico, y la diversidad
microbiana del suelo rizosférico en condiciones de campo, en comparacién con el tratamiento
control no inoculado, lo que indica el efecto positivo de la inoculacién con RPCV sobre la
salud del suelo, especialmente en el incremento de la fertilidad, y la estructura y diversidad de
la comunidad microbiana. Recientemente Javorekova et al. (2015) determinaron que la adicion
de biofertilizantes influye sobre la estructura de la comunidad microbiana del suelo luego de
un estudio del ADN microbiano antes y después de la inoculacion, incrementando el nimero
de unidades taxonémicas operativas en el suelo, ademas de incrementar significativamente la
biomasa microbiana a los 30 dias de su aplicacion. Ademas, no solo las rizobacterias son
usadas como biofertilizantes. Al-Maliki et al. (2019) utilizaron el alga Ascophyllum nodosum
como biofertilizante en el cultivo de cebolla bajo distintos niveles de riego y encontraron que
con la inoculacion + el nivel de riego 100% se logré incrementar la actividad microbiana (RB)
gracias al incremento en la MOS que influencié el desarrollo de la estructura del suelo, la
porosidad y la capacidad de retencion de agua del suelo, mejorando de esta forma la
comunidad microbiana. En concordancia, en la presente investigacion también se observo que
los inoculantes rizobianos (CM) modificaron la rizésfera al incrementar la biomasa
microbiana sin la influencia de los fertilizantes quimicos. De esta manera, se reconoce la
utilidad del enfoque funcional como una alternativa poderosa para estudiar la microbiota del
suelo como fue planteado por Zamora et al. (2012), pero en este caso para determinar el efecto
de los inoculantes sobre la biomasa microbiana y en condiciones limitantes y no limitantes de
agua, incluso, luego de un disturbio como la mecanizacién de la parcela.

El cociente microbiano (qMic = (C-biomasa/C-organico) x 100) es considerado como
un indicador de la actividad biolégica en el suelo y de la acumulacion de MOS, de la
disponibilidad de carbono de los microorganismos, de la eficiencia en la conversién del
carbono a biomasa microbiana y de la estabilizacion del carbono por la fraccion mineral del
suelo, y se reportan valores entre 1 — 4 %. (Sparling, 1992; Insam, 1990). De acuerdo con esta
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informacién, los tratamientos inoculados con 0 % NPK y no inoculados en ambas condiciones
de riego, y el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN cumplieron con estos valores,
mostrando que la mayor eficiencia en la conversion del carbono a biomasa microbiana se
realizd en el tratamiento 0 % NPK + CM en condicién DH (2,19 %). EI mayor gMic significa
mejor calidad del suelo y mayor eficiencia de las comunidades microbianas en el uso del C de
la materia organica del suelo (Pardo-Plaza et al., 2019). Por su parte, el cociente metabdlico o
cociente ecofisiolégico (qCO, = RB/C-biomasa) es la tasa de respiracion por unidad de
biomasa, y el término ecofisiolégico hace referencia a la influencia del medio ambiente sobre
la biomasa microbiana como unidad bioldgica, por ende el estado ecofisioldgico de la
microbiota del suelo (Dilly et al. 2001; Insam y Haselwandter, 1989). A mayor qCO,, se dice
que la comunidad microbiana est4 en condiciones de estrés, o que es una comunidad joven,
pues es mayor la respiraciéon de los microorganismos que el tamafio que ocupan y se
encuentran en crecimiento (Odum, 1969), o puede haber factores que estén influenciando su
crecimiento como los pesticidas, la salinidad, metales pesados. De esta manera, mas
recientemente el cociente respiratorio (qCO,/C-organico) hace referencia a la eficiencia
metabolica como la relacion entre el uso eficiente del C por los microorganismos y la calidad
de la materia organica en el suelo (Dilly et al., 2001). Dilly et al. (2001) y Dilly (2005)
propusieron este nuevo indice ecofisioldgico llamado cociente de eficiencia metabolica que se
refiere al cociente metabdlico normalizado por el contenido de carbono orgénico. Este
pardmetro integra la respiracion basal, la biomasa microbiana y el contenido de carbono
organico en un solo valor (Paolini, 2018). Los microorganismos son mas eficientes desde el
punto de vista energético si este cociente es menor; y se incrementa cuando la respiracion es
mayor, la biomasa microbiana disminuye y el sustrato es menos rico y de menor calidad en
carbono organico (Dilly, 2005).

Ruiz y Paolini (2004) reportaron valores de gMic entre 1,4 % y 4,1 %, en suelos
cultivados con banano y cafia de azlcar, con un promedio de 2,95 % para suelos cultivados, y
2,04 % para suelos bajo vegetacion natural, siguiendo la tendencia de este valor a ser menor en
suelos con vegetacion natural que en suelos cultivados, mostrando que a menores valores de
este indice posiblemente haya una considerable proporcion de carbono organico muy
humificado y por lo tanto dificilmente utilizable por los microorganismos, y por el contrario, a
mayores valores hay mayor cantidad de C labil, y por lo tanto disponible este para la
microbiota. Mas adelante, Paolini (2018) también determind que sobre este parametro influye
el manejo del suelo y el estado nutricional del mismo, consiguiendo valores del cociente
microbiano en suelos cafetaleros con manejo tradicional de 1,35%, y con manejo organico y
convencional entre 0,71% y 0,85%. Asimismo, se evidencio que las practicas de manejo
influyen sobre el qCO, (cociente metabdlico) y el qCO,/C-organico (cociente de eficiencia
metabolica), indicando que los valores méas altos estan en el tipo de manejo convencional, y
los valores méas bajos en los manejos tradicional y organico, mostrando asi que los
microorganismos estarian bajo un mayor estrés en un suelo con manejo convencional,
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posiblemente por la adicion de agroquimicos. A pesar de no haber obtenido diferencias
significativas en el cociente metabdlico, el intérvalo de valores encontrados concuerda con los
reportados por Pardo-Plaza et al. (2019) considerados como ecosistemas agroforestales
maduros, de manera que, la tendencia a disminuir este valor observado en los tratamientos 0 %
NPK + CM en ambas condiciones de riego, y en el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion
RN, sugieren que la presencia del CM podria inducir un uso mas eficiente del C por la
comunidad microbiana.

De acuerdo con Pardo-Plaza et al. (2019) en época seca la reduccién del contenido de
humedad causa estrés sobre los microorganismos y esto a su vez ocasiona un incremento en la
respiracion, lo cual podria observarse en el presente ensayo en la condicién de déficit hidrico.
Sin embargo, es importante resaltar que la aplicacion de biofertilizante CM tendié a mitigar
este efecto en la comunidad microbiana de acuerdo con los resultados obtenidos, en donde en
el tratamiento 0% NPK + CM en condicion de DH el cociente de eficiencia metabdlica fue tan
bajo como con el mismo tratamiento en condicién RN; ademas, el efecto benéfico del CM
sobre este indice ecofisioldgico se observo también en el tratamiento 50 % NPK + RN,
mitigando de cierta forma el impacto de dicha dosis de fertilizante inorganico en la salud del
suelo, e indicando que la presencia del CM tiende a favorecer el metabolismo de microbiota
del suelo en hacer un uso mas eficiente de los sustratos energéticos en estos tratamientos, aln
en condiciones limitantes de agua.

Con respecto a la mineralizacion de N en condiciones anaerobicas, estudios previos
han mostrado una alta correlacién entre esta y las actividades amidasa, glutaminasa, y
asparaginasa, por lo que el estudio de estas actividades también es util para determinar el N
disponible para las plantas (Abdel Magid y Tabatabai, 1991). De hecho, Sullivan (2003)
propuso que la prueba de mineralizacion de N seria mas precisa para recomendar el N para la
produccién de cultivos, que como generalmente se hace a partir del porcentaje de MOS o el
cultivo anterior, ya que el N mineralizable suministra entre el 5 % y 40 % de N, mientras que
el amonio y el nitrato disponibles en el suelo suministran entre el 5 % y 15 % del
requerimiento de N, y el resto proviene de los fertilizantes nitrogenados (40 % - 70 %)
(Anderson et al., 2010); ademas se considera que esta prueba tiene un menor costo de analisis,
y menos residuos de extracto que quedan en el laboratorio (Braos et al., 2016). Sin embargo,
en la presente investigacion los valores de N mineralizado son muy bajos respecto a los
trabajos mencionados (10 a 120) (Abdel Magid y Tabatabai, 1991; Anderson et al., 2010),
probablemente porque el nitrdgeno potencialmente mineralizable es méas sensible en suelos
agricolas sin fertilizantes sintéticos, es decir, bajo un manejo organico (USDA, 2014). Por otro
lado, a medida que aumenta el NPK las plantas se encuentran mejor nutridas y por esto
secretan mayor cantidad de exudados radicales como fuente de N mineralizable, y por ello
pudo haber mas actividad en estos tratamientos en condiciones RN tal como se observo.
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Efecto sobre la rizésfera

La relacion R/S se refiere a la relacion entre los microorganismos de la rizosfera frente
a los microorganismos que habitan en el suelo no rizosférico, y este valor suele encontrase
entre 10 y 50, lo que significa que hay entre 10 y 50 veces mas microorganismos en el suelo
rizosférico que en el suelo no rizosférico (Coyn, 2000). En este estudio el célculo de la
relacion R/S permitié dilucidar el efecto de la fertilidad natural del suelo y la dependencia de
los microorganismos a la rizosfera de acuerdo con Reyes y Valery (2007). Estos autores
indicaron que si un suelo es pobre, los microorganismos dependen mucho de los exudados
radicales, y por ende, la relacion R/S es muy alta (R/S 44,0) en comparacion con la del suelo
no rizosférico, o que si esa relacion es baja (R/S 4,6), entonces el suelo es rico o tiene una alta
fertilidad y los microorganismos no son dependientes de los exudados radicales. La relacion
R/S encontrada en la presente investigacion mostro valores muy bajos (a lo sumo 2,8 veces la
biomasa microbiana en la rizésfera, en comparacion con el suelo no rizosférico), lo que indica
que en este suelo existe una alta fertilidad natural que hace que la microbiota nativa no sea
dependiente de los exudados radicales para su nutricion, sino que, en este suelo fértil o rico los
microorganismos cuentan con cantidad suficiente de minerales para su nutricion, debido a la
acumulacion de nutrientes no lixiviados ni lavados en las condiciones del ambiente semiarido
del ensayo; y por esta razon ademas se justifica no haber establecido un tratamiento con suelo
rizosférico con 0 % NPK No inoculado, o mejor dicho cultivar la cebolla sin fertilizantes ni
inoculantes para poder observar el efecto del CM. En este sentido se determind que en el
tratamiento 0 % NPK + CM si hubo un incremento significativo de esta relacion con respecto
al resto de tratamientos, indicando que posiblemente la aplicacion del CM haya favorecido el
crecimiento de grupos funcionales en estas condiciones de suelo donde no hubo influencia de
los fertilizantes inorganicos, sino que fue evidente el ya discutido efecto priming en la
rizosfera, con mayor C disponible para la microbiota por efecto de la inoculacion. Por lo tanto,
se observd que el CM influyé sobre la estructura del suelo, especificamente sobre el
compartimiento microorganismos al incrementar la fraccion microbiota (mayor biomasa
microbiana como se discutié anteriormente).

Efecto sobre las propiedades enzimaticas

Los valores de hidrdlisis DAF obtenidos se encontraron dentro del rango reportado
también por Gémez y Paolini (2006) en suelos del oriente venezolano con manejo de pastos,
mientras que los valores de la actividad deshidrogenasa, y amonificacion de arginina son
inferiores y similares respectivamente a los reportados por Gémez y Paolini (2011) en suelos
con la misma textura que el del presente estudio, en una sabana nativa y una sabana sometida a
pastoreo extensivo, en condiciones de sequia y lluvia en el oriente venezolano. La medicion de
la actividad deshidrogenasa refleja el rango de la actividad oxidativa de los microorganismos
del suelo, y se presenta solo como parte integral de células intactas y no se acumula
extracelularmente en los suelos, por lo tanto puede ser tomada como un indicador del
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metabolismo activo de la microbiota, por ende, de la actividad microbiana del suelo (Balota et
al., 2013; Piotrowska-Dlugosz, 2014). Los valores obtenidos de la actividad deshidrogenasa en
los tratamientos inoculados sin fertilizacion inorganica o con dosis media son superiores a los
mostrados por Srivastava et al. (2012) para suelo rizosférico de plantas de cebolla
vermicompostada, y son similares a los obtenidos en los tratamientos con fertilizacion
inorganica. En la presente investigacion el efecto inhibitorio de la actividad deshidrogenasa a
medida que incrementd la dosis de fertilizacion inorganica fue también observado
tempranamente por Bremner y Tabatabai (1973) y Trevors (1984), quienes determinaron la
inhibicion de la actividad deshidrogenasa en presencia de compuestos nitrogenados como
nitratos, nitritos y amonio, ademas de una mayor actividad deshidrogenasa en condiciones
anaerobicas (O, < 5 %), posiblemente por la restriccion del O, como aceptor final de
electrones en la respiracion, hecho que resalta en el presente estudio en la condicién RN donde
la actividad enzimatica de la deshidrogenasa fue significativamente mayor que en la condicion
DH. Es importante acotar que en otros estudios se ha observado un aumento de la actividad
deshidrogenasa cuando existe un incremento del qCO,, debido a un mayor flujo de electrones
por la condicidn estresante de los microorganismos (Balota et al., 2013).

El uso de consorcios microbianos es considerado en campo ya que estos podrian
resistir mejor los periodos de limitacion de nutrientes debido a la diversidad metabdlica
disponible por la variedad de especies que los componen. Posiblemente, bajo condiciones de
déficit hidrico, existe una mayor actividad enzimatica y acidos organicos, esto, aunado a los
exudados radicales que participarian en la tolerancia de algunas especies vegetales a la sequia
de acuerdo con Song et al. (2012), como en este caso se observo en el hibrido de cebolla
utilizado (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a), y que podrian haber favorecido la biomasa
microbiana tal como se comprob6 en esta investigacion. En la presente investigacion, los
valores obtenidos de las actividades ureasa y amonificacion de arginina son superiores a los
reportadas por Armado et al. (2009) para suelos ligeramente alcalinos, en San Juan de
Lagunillas, Mérida, Venezuela que mostraron una alta actividad microbioldgica y enzimatica
en suelos cacaoteros, lo que indica que en la parcela estudiada existe una actividad bioldgica
aun mayor que la anteriormente reportada. Asimismo, los valores mas altos conseguidos en los
tratamientos inoculados con el 0 % y el 50 % de NPK en la amonificacion de arginina son
similares a los mas altos valores mostrados por Gomez y Paolini (2006) para otros suelos
venezolanos cultivados con pastos y considerados como de alta actividad microbiana en época
de lluvia, cuando la actividad microbiana aumenta. Esto indica que efectivamente el CM
favorecid la actividad enzimatica, y que esta variable resulta un buen indicador de la
influencia del biofertilizante sobre la calidad y salud del suelo sobre la mineralizacion del N.
En este sentido, Sanaullah et al. (2011) observaron que la condicién de sequia disminuyd
fuertemente la actividad enzimatica en un suelo no cultivado, mientras que en el suelo
cultivado con maiz en monocultivo se incrementd altamente la actividad de la leucina-
aminopeptidasa, sugiriendo una mejora de la demanda de N en esta condicion. De acuerdo al
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resultado observado en las actividades ureasa y amonificacion de la arginina en donde el CM
fue més activo con las menores dosis de NPK, al contrario que en la mineralizacion del N, se
pudo deducir que los inoculantes aplicados actuaron mejor como nitrificantes, y tuvieron
menor efecto como amonificantes.

Ahora bien, con respecto a la actividad enzimatica en la rizdsfera en cebolla y otras
especies como el pimentdn se ha reportado que las actividades deshidrogenasa, fosfatasa
alcalina, ureasa, y B-glucosidasa, aumentan significativamente con la adicién de sustratos
vermicompostados, adjudicado al incremento de la biomasa microbiana por adicion de
microorganismos o por adicion de sustratos organicos disponibles que promueven el
crecimiento de microorganismos autoctonos, y con ellos la actividad enzimatica (Benitez et
al., 2000; Srivastava et al., 2012), de forma similar a lo observado en la presente investigacion
para estas mismas actividades enzimaticas, y cuyos rango de valores son similares en todos los
casos. Benitez et al. (2000), también observaron la inhibicién de las actividades fosfatasa
(alcalina) y ureasa en el suelo rizosferico con la presencia de fertilizantes inorganicos P
soluble y amonio, respectivamente, al igual que ocurrié en la presente investigacion en la
rizosfera de cebolla fertilizada.

Por otro lado, los valores mas altos de la actividad de la fosfatasa alcalina y ureasa
(control absoluto y CM + 0% NPK) y el rango de valores de la hidrolisis del DAF y la B-
glucosidasa en el presente estudio, son similares a los reportados por Aponte et al. (2011) en
suelos semiaridos falconianos cultivados con sabila a plena exposicion solar, condicién similar
al presente ensayo especialmente en la condicién DH. Indudablemente, la aplicacién de
fertilizantes inorgéanicos afectdé progresivamente de acuerdo a la dosis aplicadas estas
actividades enzimaticas tal como lo describen Balota et al. (2013), en ambas condiciones de
riego, y aun con la presencia del CM. Vale destacar que en el estudio de Aponte et al. (2011)
se considero a los suelos semiaridos como de gran potencial para la actividad agricola, por lo
que, debido a la similitud de los valores encontrados en estas actividades bioquimicas que
ademas correlacionan significativamente entre ellas, y con el carbono organico, el N total, y el
P disponible, es oportuno reiterar que el suelo de la parcela experimental del presente estudio
tiene una alta fertilidad y alta actividad de la microbiota nativa, que puede ser aun mejorada
con la presencia del CM por el incremento de la produccion de enzimas en condicion de DH y
sin la aplicacion de fertilizantes inorganicos. En este mismo orden de ideas, Renella et al.
(2011) determinaron que el triptéfano (precursor del acido indol acetico AlA), incremento
significativamente la actividad fosfatasa, B-glucosidasa, ureasa y proteasa, mientras que el
precursor del etileno (ACC 1-amino ciclopropano-1-acido carboxilico), incrementd la
actividad fosfodiesterasa, ureasa y proteasa. Por lo tanto, segin estos autores se considera que
dichas fitohormonas pueden actuar como activadores metabélicos microbianos en lugar de
fuentes de nutrientes para microorganismos; de esta forma, en esta investigacion el CM
presente pudiera utilizarlos como tal e incidir positivamente en la comunidad microbiana.
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Entre otras cosas, Gianfreda (2015) menciona que los exudados radicales, el CO,
atmosférico, el crecimiento de las plantas, el manejo del suelo, la temperatura y aridez, la
salinidad, la interaccion planta-microorganismo, y los contaminantes, son los factores que
afectan la produccion y actividad enzimatica en la rizdsfera.

Es de hacer notar que asi como las propiedades microbiol6gicas del suelo relacionadas
con el ciclo del C y los coeficientes ecofisioldgicos (qMic, qCO,, y qCO, Corg™) son dtiles
para estudiar las alteraciones de la calidad y salud del suelo en respuesta a variedades de
cultivo, estacionalidad climatica, y tipo de manejo agricola (Pardo-Plaza et al., 2019; Paolini,
2018), tambien resultaron apropiadas por su rapida y sensible respuesta ante el efecto del
biofertilizante y la condicion de estrés hidrico inducido en esta investigacion, en las que se
destacaron las variables biomasa microbiana, qMic, y el cociente de eficiencia metabdlica.
Ademas, es importante recalcar el potencial del CM para restaurar y mejorar el equilibrio
dindmico del agroecosistema gracias a los menores valores mostrados en los tratamientos
inoculados con ausencia de fertilizantes inorganicos en comparacion con el resto de
tratamientos y el valor referencial para este suelo en la variable cociente de eficiencia
metabolica. Por ello, en las propiedades microbioldgicas del suelo y la tolerancia al estrés
hidrico por la aplicacion de inoculantes, el efecto pudiera deberse a la interaccion planta-
microorganismo como se observé en este estudio.

Los rizobios son reconocidos como agentes biocontroladores de enfermedades, por lo
que una de las formas para lograr este efecto es incrementando fa microbiota rizobiana en el
suelo para contrarrestar los efectos que los fitopatdgenos puedan ocasionar (Weller, 1988;
Kumar et al., 2019; Blanco y Castro, 2021). Asimismo, el potencial biorremediador que
presentan los rizobios puede ser utilizado en planes de restauracién o rehabilitacion de suelos
(Blanco et al., 2013; Ying et al. 2015); esto en concordancia con el potencial que los rizobios
usados en la presente investigacion mostraron como mejoradores de las propiedades
microbioldgicas del suelo. El incremento de la biodisponibilidad de nutrientes en el suelo es
otro de los mecanismos de los rizobios que enriquecen la fertilidad del suelo con el fin de
mejorar la produccion de los cultivos (Kumar et al., 2019). Igualmente, su efecto sinérgico con
otros géneros de RPCV permite ampliar las posibilidades de éxito como inoculantes en el
suelo con fines de una agricultura sostenible. Ademas, las RPCV afectan directamente el
crecimiento vegetal por la sintesis de fitohormonas, fijacién de nitrdgeno, disolucién de
fosforo inorganico, y mineralizacion del fosfato organico, lo que esta relacionado con el
aumento de la actividad enzimatica del suelo (Egamberdieva et al., 2011). En otros estudios se
ha reportado que la actividad ureasa y proteasa es fuertemente estimulada por la presencia de
auxinas y giberelinas, y que la inoculacion de plantulas de trigo con cepas de Flavobacterium
sp. que producen auxinas, incrementaron la actividad galactosidasa y glucosidasa
(Egamberdieva et al., 2011). Esto podria ayudar a explicar el incremento de la actividad ureasa
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observado en la presente investigacion, pues las bacterias aplicadas en el consorcio son
productoras de sustancias estimulantes como el AlA (Blanco y Castro, 2021).

Es sabido que la fertilizacion inorganica incrementa el contenido de elementos
minerales en el suelo, pero disminuye o inhibe la actividad enzimatica en este; y que por el
contrario, la fertilizacion organica incrementa 0 mejora la mayoria de las actividades
enzimaticas tanto en la rizosfera como en el suelo, siendo este ultimo tipo de fertilizacion
beneficiosa en términos de ahorro de costo y calidad medioambiental (Balota et al., 2013;
Gianfreda, 2015; Antonious et al., 2020), como se pudo apreciar en términos generales en las
actividades evaluadas en esta investigacion; y que la fertilizacién orgénica (en este caso
proporcionada con el CM) favorecio la actividad bioldgica y enziméatica del suelo por
proporcionar mayor cantidad de materia organica, como también lo acoté Gianfreda (2015).
Asimismo se ha determinado que es necesario tener una adecuada concentracion de materia
organica junto con la aplicacion de inoculantes microbianos para que haya un efecto sobre la
actividad enzimatica (fosfatasa acida, ureasa, deshidrogenasa), pues 10s microorganismos
necesitan una fuente de energia (carbono) para desarrollarse y funcionar correctamente en el
suelo (Angulo et al., 2020).

En esta investigacion se logré determinar que en condiciones de 0 % NPK el
inoculante CM favorecio la restauracion de la actividad bioldgica del suelo, ya que increment6
la biomasa, mejor6 los cocientes ecofisiolégicos y estimuld actividades enzimaticas como la
fosfatasa alcalina, deshidrogenasa, la ureasa y fla amonificacion de arginina, tanto en
condiciones no limitantes de agua (RN) como en condiciones limitantes de agua (DH),
inclusive, igualando o superando el valor de referencia para el suelo de esta parcela antes del
disturbio. Estos efectos positivos del consorcio podrian explicar el rendimiento de cebolla
conseguido con el tratamiento 0% NPK + CM, el cual, a pesar de haber sido
significativamente inferior al rendimiento de 36 t ha™ encontrado con los tratamientos 50%
NPK + CM en condicion RN, y el tratamiento 100% NPK no inoculado (control de
produccidn) en ambas condiciones de riego (RN y DH) (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a), fue
similar al rendimiento promedio para Venezuela y otros paises con 18 t ha™ (FAO, 2020),
destacando la ausencia de fertilizantes. Es decir, que es una alternativa ecologica bastante
sustentable para el cultivo y el hibrido utilizado. Igualmente, se destacé que una dosis media
de fertilizante 50% NPK + CM permiti6 aun el funcionamiento de la microbiota en cuanto al
incremento de la biomasa microbiana, el cociente microbiano, y la actividad enzimatica como
la deshidrogenasa, la fosfatasa alcalina, la ureasa, y la amonificacion de la arginina, esto en
contraste con reduccion significativa de estas actividades enzimaticas observada en los
tratamientos 100% NPK + CM, y 100% NPK No inoculado (control de produccién). La
actividad amonificacion de la arginina y el contenido de N total del suelo en 50% NPK + CM
RN pudieran tener correlacion con el buen rendimiento de bulbos alcanzado en este
tratamiento debido a un mayor aporte de nitrégeno facilitado por el inoculante (Capitulo 3;
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Blanco et al., 2021a). Asimismo, se demostro que no es adecuado aplicar el 100% NPK + CM,
debido a la toxicidad que sobre el metabolismo microbiano produjo la dosis completa de
fertilizante ademés de la presencia del CM, disminuyendo asi la salud del suelo, y que se
evidencié también sobre la reduccion de algunos parametros de crecimiento del cultivo
(Capitulo 6).

CONCLUSIONES

El consorcio microbiano planteado podria ser una alternativa ecoldgica para mejorar la
calidad y salud del suelo en condiciones de baja concentracion de fertilizantes, en especies
tolerantes a la sequia y zonas semiéridas, y pudiera ser usado en planes de restauracion de
suelos con condiciones similares a las mostradas en la presente investigacion, y que ademas a
futuro pueda incrementar la capacidad de resiliencia del suelo. Los indicadores biologicos
biomasa microbiana, gMic, cociente de eficiencia metabdlica, actividad deshidrogenasa,
fosfatasa alcalina, y especialmente los relacionados con el ciclo del N (actividad ureésica,
amonificacion de arginina) se mostraron sensibles a la accion del biofertilizante aplicado y a la
condicidn de riego, pudiendo servir estos indicadores en estudios posteriores para evaluar de
forma sencilla y rapida el efecto de la aplicacion de inoculantes y déficit hidrico sobre los
cambios en la calidad y salud del suelo.
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CAPITULO 6

Analisis del crecimiento y distribucion de asimilados en cebolla biofertilizada en
condiciones de déficit hidrico y nutricional en un ambiente semiarido

RESUMEN

El crecimiento poblacional mundial predicho para las proximas décadas ha originado una
cantidad de estudios dirigidos a buscar estrategias eco-amigables, tanto para la mayor
eficiencia del uso del agua, como para la mayor eficiencia del uso de nutrientes en los cultivos.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de un consorcio microbiano sobre la
dindmica del crecimiento y la distribucion de asimilados en el cultivo de cebolla bajo
condiciones de déficit hidrico y nutricional en un ambiente semiarido. Se cultivé cebolla
hibrido F1 2000 en la estacion experimental del 1IAP-ULA San Juan de Lagunillas-Mérida,
con un disefio bifactorial 2x4 en blogues completamente aleatorizados con tres repeticiones. El
factor riego consistio en riego normal (RN; 100 % ETc), y déficit hidrico (DH; 67 % ETc);
mientras que el factor fertilizacion consistié en cuatro niveles de fertilizante NPK + un
consorcio microbiano (CM): 0 % NPK + CM, 50 % NPK + CM, 100 % NPK + CM, 100 %
NPK no inoculado (control de produccion). Se analizaron variables de crecimiento, indices de
productividad y la eficiencia del uso de nutrientes (EUN). Los tratamientos 50 % NPK + CM
y el tratamiento 100 % NPK no inoculado promovieron el area foliar, indice de area foliar,
peso fresco de hojas, peso seco de raiz y bulbos, % N foliar en la etapa media del cultivo, y
didmetro del bulbo, el peso fresco y seco de bulbos, y % N bulbos al final del cultivo. Las
tasas de crecimiento mostraron que el DH acelera la maduracion del cultivo, y que el déficit
nutricional retrasa esta fase. EI CM con la dosis 50 % NPK se recomienda para maximizar la
EUN vy la calidad nutricional de la cebolla sin afectar su rendimiento, y la dosis 100 % NPK
no inoculada en condiciones de DH se recomienda en sitios con limitacion hidrica como
estrategias agrosostenibles.

Palabras clave: Allium cepa, alometria, biofertilizantes, eficiencia del uso de nutrientes,
indices de productividad.

INTRODUCCION

El crecimiento es definido por Taiz y Zeiger (2010) como un aumento constante en el
tamafio de un organismo, acompafiado por un proceso de morfogénesis y diferenciacion
celular. El crecimiento de los diferentes 6rganos de la planta es un proceso fisioldgico
complejo que depende directamente de la fotosintesis, la respiracion, la division celular, la
elongacion, la diferenciacion, entre otros, y que ademas esta influenciada por factores como
temperatura, intensidad de luz, densidad de poblacion, calidad de la semilla, disponibilidad de
agua y de nutrientes (Mohr y Schopfer, 1995).
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Hunt (1982), menciona que el analisis del crecimiento es una aproximacion
cuantitativa que usa datos simples y bésicos para la descripcion e interpretacion de las plantas
que crecen bajo condiciones naturales o controladas. Barrera et al. (2010) plantean que en el
analisis de crecimiento se usan indices tales como area foliar especifica (indice morfologico
que describe una proporcién entre el potencial fotosintético y el respiratorio, o la relacién
entre el area foliar total y la masa seca foliar total por planta), indice de area foliar (area de
hojas verdes (m?) por m? cuadrado de suelo), tasa de crecimiento absoluto (una tasa de cambio
en tamafo, o sea un incremento del tamafio por unidad de tiempo), y tasa de crecimiento
relativo (definida como el aumento en la cantidad de masa seca por unidad de biomasa y
tiempo de acuerdo con Casierra y Vargas (2015)). Los valores de las tasas se obtienen de los
muestreos destructivos estimados como masa seca en dos tiempos consecutivos. Pero
estrictamente hablando, el andlisis de crecimiento clasico es, en realidad, un analisis de la
fijacién y particion del carbono (Di Benedetto y Tognetti, 2016), y es un analisis de
acumulacién de peso seco como estimador del carbono total de la planta que facilita el analisis
de los aspectos fisioldgicos.

En el ambiente, existen estreses que se pueden encontrar como el hidrico, temperaturas
extremas, baja disponibilidad de nitrégeno, presencia de metales pesados, alta salinidad, y
sombra por plantas vecinas, entre otros. Los estreses mencionados inducen cambios
fisiolégicos, morfoldgicos y anatémicos que conciernen hojas, tallos y raices (Chelli-
Chaaboum, 2014), los cuales podrian afectar los procesos productivos como la distribucion de
asimilados y su balance dentro de la planta, afectando a su vez las tasas de crecimiento vegetal
y produccion. Las plantas responden a estos estreses a través de diferentes mecanismos que se
desarrollan en distintas escalas de tiempo de acuerdo a la naturaleza del estrés y al proceso
fisioldgico que es afectado (Lambers y Oliveira, 2019).

Los biofertilizantes son sustancias que contienen microorganismos vivos que muestran
efectos benéficos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (Macik et al., 2020). Algunos
de los microorganismos que contienen estos biofertilizantes son las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (RPCV). Los géneros microbianos con potencial para facilitar el
crecimiento de cultivos como el tomate, papa, pimentén, entre otros son Pseudomonas,
Bacillus, Azotobacter, Enterobacter y Azospirillum (Mekonnen y Kibret, 2021). Ellas
permiten optimizar la produccion vegetal y reducen la aplicacion de fertilizantes minerales y
pesticidas por los mecanismos principalmente de disolucion de fosfatos, fijacion de nitrégeno,
produccion de fitohormonas, produccion de &cido cianhidrico, produccion de siderdforos,
induccion de resistencia sistémica y tolerancia sistémica, enzimas hidroliticas y produccion de
antibidticos, que permiten promover el desarrollo sostenible de los cultivos (Mekonnen y
Kibret, 2021). La importancia de los biofertilizantes en la agricultura ademas radica en que no
causan dafios al medio ambiente, incrementan la calidad y cantidad de los cultivos, y mejoran
la estructura y fertilidad del suelo (Macik et al., 2020).
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El uso de consorcios de microorganismos (bacterias y hongos) promotores del
crecimiento vegetal (MPCV) ha sido ampliamente reportado como mejoradores de pardmetros
del crecimiento en cultivos de cereales, hortalizas y especies ornamentales (Mondal et al.,
2020). En cebolla se ha demostrado que las RPCV Bacillus sp., Burkholderia sp., Azotobacter
sp., Sphingobacterium sp., pueden estimular la sintesis de metabolitos secundarios que pueden
incrementar la acumulacion de compuestos antioxidantes en los bulbos (Tinna et al., 2020).
Por otro lado, Mahmoud et al. (2015) reportaron el incremento entre el 18,6 % y 19,2 % en el
peso seco del bulbo y la planta en cebolla inoculada con Azotobacter chroococcum y
Azospirillum brasilense en combinacion con una dosis de 214 kg N ha™, lo cual consideran
como un manejo integrado de nutrientes para mejorar el rendimiento y las propiedades del
suelo para este cultivo. Igualmente se evalud en cebolla (cv. NHRDF Red 2) el efecto de la
inoculacion de Azospirillum + bacterias disolventes de fosfato con el 50 %, 75 % y 100 % de
la dosis recomendada de NPK, y se encontrd que la combinacién con el 100 % y 75 % NPK
mejoraban parametros de crecimiento como el diametro del bulbo, nimero de hojas, altura de
la planta, y rendimiento del bulbo, en tanto que la mejor relacion beneficio / costo fue con la
combinacion 75 % NPK + Azospirillum + bacterias disolventes de fosfato (Vachan y Tripathi,
2017).

Uno de los mecanismos microbianos que actla en condiciones de estrés ambiental
tanto biotico como abidtico es la produccion de ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilasa)
deaminasa. En este mecanismo la producciéon de AIA (4cido indol acético) estimula la
produccion de ACC sintasa, y a su vez esta ACC sintasa produce ACC, el cual es degradado
por la ACC deaminasa de las RPCV vy esta libera amoniaco y alfa-ketobutirato, disminuyendo
el efecto inhibidor del etileno e incrementando la disponibilidad de N a la planta,
especialmente en condiciones estresantes como la sequia, ademas permitiendo que el AIA
haga su trabajo como estimulante del crecimiento vegetal (Glick, 2015). Al respecto, Dimkpa
et al. (2009) mencionaron que hay efectos comunes inducidos por las tensiones ambientales
con respecto a las interacciones raiz-suelo y cambios fisiologicos en el sistema radicular
inducidos por RPCV como: i) estimulacion del crecimiento radicular por el AIA y o6xido
nitrico producido por los microorganismos en condiciones de sequia o deficiencia de
nutrientes, salinidad y toxicidad por metales, ii) disminucion del nivel de etileno en plantas
estresadas por la actividad ACC deaminasa en condiciones de estrés, y iii) cambios inducidos
en la pared y/o membrana celular bajo condiciones de sequia y temperatura desfavorable.

De acuerdo con varios autores, la demanda global de alimentos se incrementara en los
proximos 30 afios entre 60 % y 110 % (Singh et al., 2018). En respuesta a esta situacion, es
necesario inducir a que los cultivos maximicen la eficiencia del uso de nutrientes (EUN) para
el beneficio tanto del ambiente como de la humanidad. La cebolla es uno de los cultivos de
mayor importancia a nivel mundial por su alto consumo y rentabilidad. Dependiendo de la
variedad o hibrido, la cebolla puede ser sensible (Mubarak y Hamdan, 2018; Piri y Naserin,
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2020) o tolerante al estrés hidrico (capitulo 3; Blanco et al., 2021a). Sin embargo, Pérez-Ortola
y Knox (2014) encontraron que las restricciones de agua durante el crecimiento del cultivo
producen bulbos mas pequefios y pueden provocar descomposicion en almacenamiento.

La cebolla, a diferencia de otras hortalizas, es un cultivo que requiere de grandes
cantidades de fertilizante N, P, K para alcanzar el méximo rendimiento de bulbos debido a su
sistema radicular poco profundo y ramificado, y por esta misma razén su productividad
depende en gran medida de la disponibilidad de agua en el suelo (Sekara et al., 2017). Su
requerimiento nutricional es mas alto durante la fase de desarrollo foliar y el rendimiento
comercial disminuye conforme disminuye la longitud del ciclo de cultivo provocada por el
aumento de temperatura de crecimiento (Sekara et al., 2017). En general, los nutrientes
absorbidos por las plantas son usados principalmente para la produccion de nuevos tejidos,
siendo el N incorporado primeramente dentro de proteinas con menor cantidad de &cidos
nucleicos y lipoproteinas, y es un muy importante componente de la clorofila; el P se
incorpora preferentemente en fosfatos de azlcar involucrados en las transformaciones de
energia, acidos nucleicos y fosfolipidos; mientras que el K es importante para la regulacién
osmotica (Chapin et al., 2002; Singh et al., 2018). Asi, para un crecimiento optimo de las
plantas, el contenido de estos nutrientes con respecto al peso seco en la fase de crecimiento
vegetativo debe estar entre 2 a 5 % para el N y el K, mientras que debe estar entre 0.3 y 0.5 %
para el P (Rouphael et al., 2012). Con la EUN se busca aumentar el rendimiento general de los
sistemas de cultivo proporcionando una nutricién econdmicamente Optima al cultivo y
minimizando las pérdidas de nutrientes en el campo, por lo cual son valiosas las practicas de
manejo que mejoran la EUN sin reducir la productividad o el potencial de futuros aumentos de
productividad (Fixen et al., 2015). La escala de interés en la EUN puede ser tan pequefia como
para una planta individual o tan grande como para un pais o un conjunto de paises para fines
politicos, educativos o comerciales, y desde una sola temporada de cultivo o en su sistema de
cultivo por décadas (Fixen et al., 2015).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de biofertilizantes (un consorcio
microbiano) sobre el crecimiento y la distribucion de asimilados en cebolla bajo condiciones
de déficit hidrico y nutricional en un ciclo de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del ensayo

El experimento se realizo en la Estacion Experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la Universidad de Los
Andes (IIAP-ULA), ubicada en San Juan de Lagunillas, municipio Sucre, estado Mérida, con
una altitud entre 1050 y 1100 msnm, y las coordenadas UTM 240946E — 941369N, 240737E —
941369N, 240737E — 941754N, 240946 E — 941759 N. El suelo de la estacion experimental
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esta clasificado como un Aridisol de acuerdo a la taxonomia de suelos (USDA, 2020). De
acuerdo al sistema de zonas de vida de Holdridge, el area de estudio corresponde a un bosque
seco premontano, con una temperatura entre 18 °C y 24 °C, en la transicién entre el bosque
espinoso Yy el bosque muy seco en la region tropical. Mientras que Ataroff y Sarmiento (2004)
se refieren a esta zona como una unidad ecoldgica de arbustal espinoso. La precipitacion en la
zona tiene un comportamiento bimodal con dos picos de lluvia en abril y octubre, la
precipitacion anual es de 509 mm, y la temperatura promedio es 23,7 °C (Capitulo 3; Blanco
et al.,, 2021a.). La evaporacion anual es mayor a los 1500 mm, por lo que supera a la
precipitacion durante todo el afio, lo cual hace que ningln cultivo supla su requerimiento
hidrico y sea dependiente del riego, permitiendo realizar en el sitio experimentos con
condiciones de déficit hidrico (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). El experimento se realizd
desde finales de febrero hasta mediados de junio de 2017. Las caracteristicas del suelo de la
parcela entre 0-15 cm de profundidad son: textura franco arenosa, materia organica 3,61 %, N
total 0,12 %, P disponible 30 mg kg™, pH 6,04, conductividad eléctrica 0,14 mS cm™, K 568
mg kg™, Ca 2060 mg kg*, Mg 1872 mg kg™, y capacidad de retencion de agua 27 %
(Capitulos 2 y 3; Blanco et al., 2021a), y se determinaron previo al ensayo.

Establecimiento del experimento en campo

Inicialmente, se desinfectaron las semillas de cebolla hibrido F1 2000 segun protocolo
descrito en el capitulo 2 (Blanco et al., 2021b) y se establecio el semillero en bandejas de
horticultura de 200 celdas con las condiciones descritas en el capitulo 3 (Blanco et al., 2021a).
Luego, en la parcela experimental acondicionada con un pase de arado de disco, un pase de
rastra, y la aplicacion de herbicida preemergente y selectivo (i.a s-metalocloro) en dosis 2 L
ha™ para el control de las malezas un mes antes del trasplante, se levantaron canteros con
parcelas de 2,4 m de largo X 1,4 m de ancho (3,36 m?), separadas entre si fisica y
espacialmente a través de una zanja, con el fin de evitar contaminacion entre los tratamientos
aplicados. En cada parcela de 3,36 m?, se dispusieron las plantulas de cebolla provenientes del
semillero de 45 dias después de la siembra (dds) (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a), en seis
filas para un total de 120 plantas por parcela, con un marco de siembra de 10 cm x 20 cm para
una densidad de siembra de 360.000 plantas ha™. El deshierbe durante el ensayo se realiz6
manualmente y el riego fue localizado.

In6culo microbiano

El biofertilizante aplicado fue el consorcio microbiano (CM) de las cepas MEO1
(Rhizobium tropici) + Leu2A (Bradyrhizobium japonicum), que fue seleccionado por su efecto
promotor del crecimiento vegetal en plantulas de cebolla (Capitulo 2; Blanco et al., 2021b).
Los tratamientos biofertilizados se inocularon con 2,5 mL del CM (1 x 10 cel mL™) por
plantula en las bandejas el dia del trasplante, y se reinocularon en campo a los 15 ddt con
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aproximadamente 5 mL del in6culo CM por planta de forma localizada con la ayuda de una
bomba de aspersion eléctrica en la base de cada planta (Figura 1a) (Capitulo 3, Blanco et al.,
2021a). El biofertilizante pertenece al cepario del Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA.

Tratamientos y disefio experimental

En el experimento se uso un disefio bifactorial en bloques completamente aleatorizados
con tres repeticiones. El factor riego consistié en dos frecuencias de riego y correspondiente a
una determinada ETc: riego normal RN (riego diario; 100 % ETc) y déficit hidrico (riego cada
tres dias; 67 % Etc) a partir de los 20 dias después del trasplante (ddt) (Capitulo 3; Blanco et
al., 2021a). El factor fertilizacion consistié de cuatro tratamientos de acuerdo al 100 % del
requerimiento nutricional de NPK de cebolla para un rendimiento de 40 t ha™, para el cual se
establecio una extraccion neta de 247 kg N, 240 kg P,Os, 240 kg K,O con un total de 577 g de
fertilizante inorganico de formula comercial 15-15-15 N-P-K (N amoniacal 10.3 %, N nitrico
4.7 %; fosforo asimilable 15 %; cloruro de potasio 15 % ) mas 5,4 g de urea para cada parcela
de 3,36 m? (Capitulo 3; Blanco et al., 2021a). Los niveles de fertilizacién se combinaron con la
aplicacion del biofertilizante CM quedando establecidos los tratamientos de la siguiente
manera: 0 % NPK + CM; 50 % NPK + CM; 100 % NPK + CM; 100 % NPK No inoculado
(control de produccion). Ademaés, se tomé el suelo no rizosférico de las parcelas del
tratamiento 0 % NPK + CM, estableciendo de esta manera una especie de control absoluto que
supone un tratamiento 0 % NPK No inoculado para cada condicion de riego, y que permitio
observar el efecto de la rizasfera. La fertilizacion fue edéafica y se aplico en banda. La dosis
para el 100 % del requerimiento nutricional se dividi6 en tres partes (60 %, 20 % y 20 %) de la
siguiente manera para cada parcela de 3,36 m* 1lera fertilizacion 9 dias después del
transplante (ddt) 346 g 15-15-15 /parcela; 2da fertilizacion 20 ddt 115,2 g 15-15-15 /parcela;
3ra fertilizacion 37 ddt 115,2 g 15-15-15 + 5,4 g urea /parcela. La cantidad total de fertilizante
inorgéanico se consideré como el 100 % NPK y con base en esta cantidad total se calculd el
total de fertilizante para la dosis 50 % NPK, el cual se aplicdé de la misma forma y en los
mismos momentos durante el ciclo del cultivo.

Variables morfométricas

Las variables se determinaron mediante muestreo destructivo, y se realizaron medidas
directas de crecimiento como el nimero de hojas, la longitud de la parte aérea y longitud de la
raiz de forma manual utilizando una regla milimetrada; el didmetro del bulbo y el diametro del
cuello del bulbo utilizando un vernier con los cuales se determino la relacion de bulbificacion,
y posteriormente se separ0 cada planta en sus diferentes 6rganos. Luego se determiné el peso
fresco y el peso seco de la raiz, bulbo y hojas. El material se seco a 60 °C hasta peso constante
(3, 5y 15 dias a esa temperatura de acuerdo al desarrollo del cultivo) y se pesé. Las medidas
se realizaron en tres tiempos: Ty=46 dds (0 ddt), T;=80 dds (35 ddt), T,=114 dds (69 ddt). Para
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el Ty se midieron estas variables en las plantulas que quedaron luego del trasplante el mismo
dia (n=24), debido a que el nimero de plantas era limitado y el promedio de estos datos sirvid
como medida inicial para los siguientes tiempos. Las mediciones de las variables
morfomeétricas en el T, y T, se realizaron en dos plantas por cada repeticion por tratamiento
(n=3, con dos submuestras por repeticion). La unidad de muestra para las variables
morfomeétricas fue la planta, mientras que la unidad de muestra para el rendimiento al final del
cultivo (71 ddt) fue la parcela 3,36 m>. El area foliar de la cebolla se determiné solo en el Ty
T1 de acuerdo con Corcoles et al. (2015) mediante la formula:

Area foliar (cm?) = 0,000199 + (1,277 x largo hoja x didmetro hoja a una distancia de 25%
desde la base de la hoja).

Andlisis del crecimiento

Posterior a las determinaciones morfométricas se realizé6 una alometria determinando las
variables indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. indices de productividad determinados en el cultivo (Hunt, 1982)

Parametro Abreviatura Definicion Unidades
indice de area foliar IAF La/P m?/m?
Area foliar especifica AFE La/Lw m? kg™
Tasa de crecimiento TCA (W2 -W1) [ (T, —Ty) g d*?
absoluto
Tasa de crecimiento TCR (In Wa- In W1) / (To-Ty) mgmg*d?
relativo

Donde La=area foliar total, P=area del suelo por muestra, L,,=peso seco foliar total, W,=peso
seco en el tiempo final, W;=peso seco en el tiempo inicial, T,=tiempo final, T;=tiempo inicial.

Distribucion de asimilados

La asignacién de biomasa a cada 6rgano se determino con la relacion porcentual de la
biomasa de cada 6rgano con respecto a la biomasa total. Se determiné la acumulaciéon de N
foliar en el T,y T,, y la acumulacion de N en bulbos en el T,. Para esto se homogenizaron las
submuestras secadas por 6rgano y se molieron y tamizaron a 0,01 mm. Luego se determino el
N por el método de Kjeldahl por duplicado por cada repeticion por tratamiento pesando 100 g
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de material vegetal por muestra, de acuerdo con el protocolo descrito en el manual del
laboratorio de Ecologia Vegetal del ICAE.

Eficiencia del uso de nutrientes

Las variables de la eficiencia del uso del fertilizante NPK y del nitrégeno se determinaron de
acuerdo con lo indicado en la Tabla 2. Las cantidades de nutrientes a saber para calcular estas
variables se indican en la Tabla 3.

Tabla 2. Variables de eficiencia del uso de nutrientes

Variable Formula Fuente
Extraccion total de N Concentracion de N en organo Przygocka-Cyna et al.
(mg g™*) x Peso seco drgano (2020)

Eficiencia en el uso del (gNm?%gN aplicado m?) x 100 Machado (2005)
nitrogeno (EUN,)

indice de cosecha (IC) (Peso seco bulbo / Peso seco Cardenas Velazquez et
planta) x 100 al. (2019);
Hidangmayum y Sharma
(2017)

Factor parcial de productividad Rendimiento kg / kg fertilizante Dobermann (2007)
(FPP) NPK aplicado

Tabla 3. Cantidades en gramos de nutrientes aplicados por tratamiento

Fertilizantes / parcela 3,36 m”

Tratamientos 15-15-15 Urea N elemental aportado / m?
NPK
0% NPK + CM 0 0 0
50 % NPK + CM 288,5 2,7 13,25
100 % NPK + CM 577 54 26,5
100 % NPK No 577 54 26,5
inoculado

CM=consorcio microbiano
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Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vias y la prueba de medias LSD
(p<0,05) con el programa Statgraphics (Statistical Graphics Corporation, 2002). Se comprobo
el supuesto de homogeneidad de varianza con el test de Bartlett. En los casos en los que los
datos no cumplieron con el supuesto de homogeneidad de las varianzas, se sometieron a la
prueba de Kruskall Wallis (p<0,05) con el programa Infostat a un nivel de confianza del 95%
(InfoStat Statistical Software, 2002; Montgomery, 1991). Para efectos del analisis estadistico
morfomeétrico en el T, se dividieron los datos al azar en 8 grupos para determinar la igualdad
inicial de las plantas trasplantadas a través de un ANOVA de una via.

RESULTADOS
Variables de crecimiento en el T, 46 dds (0 ddt)

En la Tabla 4 se observan los valores iniciales de las variables de crecimiento
determinadas en un grupo de plantulas restantes luego del trasplante. EI ANOVA de una via
realizado para estos datos agrupados al azar en ocho tratamientos permitieron corroborar que
no habian diferencias significativas (p>0,05) entre las plantulas de las bandejas de horticultura,
por lo que se utilizo el valor promedio mostrado en cada variable como valor Unico en Ty para
cada uno de los tratamientos luego del trasplante. Estos valores iniciales sirvieron como punto
inicial en cada variable determinada para el T;.
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Tabla 4. Variables morfométricas determinadas en el TO = 46 dds (dia del trasplante 0 ddt)

y Diametro  AF AFE IAF
Diametro cuello
long long long PF PF PS  PS o N base  pseudotallo

g g g total pseudotallo R " S,
total aérea raiz aéreo raiz aéreo raiz (&) de (mm) (cm?) (m°kg (m7/m?)

(cm) (em) (ecm) (g) (8) (g (g) hojas (mm) )
Promedio 23,73 19,46 4,27 0,81 0,19 0,06 0,02 0,08 2,58 4,43 1,97 10,35 17,26 0,04
DE 2,57 2,34 0,59 0,19 0,07 0,01 0,00 0,02 0,49 0,74 0,09 2,41 4,01 0,01

n= 24; DE indica la desviacidén estandar. Los datos agrupados en ocho tratamientos al azar no mostraron diferencias estadisticas entre si (p>0,05).
Long=Ilongitud, PF=peso fresco, PS=peso seco, AF=4area foliar, AFE=area foliar especifica, IAF=indice de area foliar.
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Analisis del crecimiento y distribucion de asimilados en el T1 80 dds (35 ddt)

En la variable &rea foliar se destacaron los tratamientos 50 % NPK + CM en condicion
RN y 100 % NPK No inoculado en condicién DH con un incremento de 11,68 % y 12,20 %
respectivamente por encima del tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicién RN
(control de produccion). Los valores de &rea foliar estuvieron entre 204,04 y 554,55 cm?
siendo el menor valor mostrado por el tratamiento 0 % NPK + CM en condicién RN. En la
variable peso fresco de hojas y peso fresco de bulbos los valores de los tratamientos 50 %
NPK + CM en condicion RN y 100 % NPK No inoculado en condicion DH fueron similares al
control de produccion 100 % NPK No inoculado en condicién RN, pero se observo una
reduccion significativa de estos parametros en el tratamiento 0% NPK + CM por efecto del
déficit nutricional en ambas condiciones de riego (Tabla 5). La variable peso fresco raiz
mostrd que en la condicion DH para todos los tratamientos inoculados hubo una reduccion de
este pardmetro por debajo del control de produccion, pero en el tratamiento 100 % NPK No
inoculado en condicion DH estos valores fueron similares al control de produccién en RN.
Con respecto a la variable peso seco hojas se encontrd que los tratamientos % NPK + CM en
condicion RN y 100 % NPK No inoculado en condicion DH tuvieron la misma incorporacion
de biomasa en este 6rgano con respecto al control de produccion; y un resultado similar se
encontrd en la variable peso seco raiz y peso seco bulbos, incluso en esta ultima el tratamiento
100 % NPK No inoculado en condicion DH superd en 29,6 % al control de produccion.
Conforme a lo que se esperaba en estas variables de biomasa, el tratamiento 0 % NPK + CM
en ambas condiciones de riego fue inferior al control de produccion en 62 %, 73 %, y 25 %
menos biomasa para hojas, bulbos y raices, respectivamente; siendo los menores valores en el
tratamiento 0 % NPK + CM en condicién RN. Por otra parte, contrario a lo que se esperaba en
el tratamiento 100 % NPK + CM se observaron valores inferiores a los del control de
produccidn en las variables peso fresco raiz, peso seco hojas, y peso seco raiz en 33 %, 42 %,
y 38 % respectivamente, mostrando cierta inhibicién en la incorporacion de biomasa con
respecto al control de produccion. En las variables diametro del bulbo y didametro del cuello
del bulbo se observo una similitud entre los tratamientos fertilizados inoculados y no
inoculados con respecto al control de produccion, a excepcién del tratamiento 0 % NPK + CM
en el que se observa menor didmetro en ambos parametros con respecto al control de
produccion (Tabla 5). Esto se observa mejor en la Figura 1 donde se puede apreciar que el
tratamiento 100 % NPK No inoculado (control de produccidn) habia recién iniciado la etapa
de bulbificacion al presentar una relacién igual a 2, conforme a lo indicado en los Grados-dia
acumulados en el Capitulo 3, y que los tratamientos fertilizados no difirieron
significativamente de este. Se observa que el tratamiento 0 % NPK + CM mostraba ya en este
momento un retraso en la bulbificacion con respecto al control de produccion debido al deficit
nutricional al que estaba sometido. También se observa una leve tendencia de haber iniciado
mas rapido esta fase los tratamientos 100 % NPK + CM en condicion RN, y 100 % NPK No
inoculado en condicion DH.
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Tabla 5. Variables morfométricas en el T1 = 80 dds (35 ddt)

Tratamientos / Condicién de riego

0% NPK + CM 50% NPK + CM 100% NPK + CM 100% NPK No inoculado
(control de produccién)

Variables  Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
NUmero - 7,83+0,76 7,17+0,29 8,33+0,76 7,5+0,87 6,83+0,29 7,5+0,87 8,5+0,5 7,17+0,76
de hojas
Area foliar cm? 204,04+32,62 283,36+56,52 551,94+47,30 410,18+49,39 288,89+2,70 412,48+121,78 494,23+24,65 554,55+120,19
c bc a abc bc abc ab a
Longitud cm 53,88+11,84 49,3740,32 58,43+3,90 61,92+2,10 56,60+2,43 64,57+4,99 65,10£6,33 67,85+7,14
aérea
Longitud cm 7,12+1,05 4,87+0,88 6,53+0,45 5,78+0,73 7,07+1,39 5,65+1,20 6,65+1,68 6,35+1,00
raiz
Peso fresco g 12,52+2,27 17,0445,04 36,52+3,85 28,80+2,27 20,26+0,38 28,15+9,15 34,47+2,18 35,6248,01
hojas d cd a abcd bed abc ab ab
Peso fresco g 4,83+0,32 7,68+£3,59 15,44+5,31 12,32+2,70 14,34+5,66 12,61+6,72 15,78+2,28 21,63+5,46
bulbos d cd ab bed abc bc ab a
Peso fresco g 0,53+0,08 0,37+0,05 0,59+0,04 0,36+0,04 0,44+0,06 0,41+0,23 0,66+0,09 0,57+0,09
raiz abc c ab c bc bc a ab
Peso seco g 0,95+0,16 1,47+0,47 2,10+0,17 2,09+0,12 1,44+0,15 2,00+0,64 2,49+0,13 2,45+0,83
hojas c bc ab ab bc ab a a
Peso seco g 0,46%0,01 0,83+0,33 1,67+0,42 1,35+0,30 1,43+0,58 1,33+0,75 1,69+0,55 2,19+0,52
bulbos d cd ab bc abc bc ab a
Peso seco g 0,06+ 0,01 0,05+0,01 0,07£0,01 0,05+0,01 0,06+0,00 0,05+0,02 0,08+0,01 0,07%0,01
raiz bcd d ab cd bed cd a abc
Diametro mm 17,17+0,92 19,73+4,32 27,3+3,03 26,42+2,39 27,08+4,28 25,18+5,40 29,33+2,23 31,93+3,17
del bulbo d cd ab ab ab bc ab a
Diametro mm 11,45+0,56 11,58+1,66 14,98+0,58 13,58+0,30 11,88+0,85 13,1+1,73 14,72+0,88 14,58+0,28
cuello del d d a abc cd bed ab ab
bulbo

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), + indica la desviacion estandar. RN= frecuencia de
riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias ETc 67%). CM= consorcio microbiano.
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™ inoculado

Tratamientos

Figura 1. Relacion de bulbificacién a los 35 ddt (Diametro del bulbo/diametro cuello). Letras distintas indican
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), % indica la desviacién estandar. RN= frecuencia de
riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias ETc 67%). CM= consorcio microbiano.

En la Figura 2 se puede observar en forma general el aspecto del crecimiento de las
plantas de los tratamientos en campo. La TCA mostré que los tratamientos fertilizados con el
50 % NPK + CM tanto en RN como en DH, y el tratamiento 100 % NPK + CM y 100 % NPK
No inoculado en la condicion DH no para esta fase del cultivo no diferian estadisticamente del
tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion RN (control de produccién). Sin embargo
el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicién DH tendid a superar el crecimiento del
control de produccion en 11 %. La deficiencia y exceso de nutrientes en esta fase del cultivo
se observo que afectd el crecimiento total de las plantas ya que redujo el crecimiento de las
plantas en los tratamientos 0 % NPK + CM en ambas condiciones de riego (45 y 66 % menos)
y en el tratamiento 100 % NPK + CM en condicion RN (37 % menos) con respecto al control

de produccion.
a
ab
B e oy bed
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B RN
e M DH

0%NPK +CM  50%NPK+ CM 100%NPK+ CM 100%NPK no
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TCA g planta?!
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Figura 2. Tasa de crecimiento absoluto a los 35 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0,05), + indica la desviacion estdndar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH=
frecuencia de riego cada tres dias ETc 67%). CM= consorcio microbiano.
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En la Figura 3 se observan las variables de crecimiento foliar a los 35 ddt. En la figura 3a se
observa que el IAF mas alto se encontr6 en los tratamientos 50 % NPK + CM en condicion
RN y el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion DH con respecto al tratamiento
100 % NPK No inoculado en condicién RN, superando por igual en 12 % a este ultimo
tratamiento correspondiente al control de produccion, lo que indica el efecto positivo de estos
tratamientos en deficit nutricional con la accion de los inoculantes sin limitacion hidrica, y el
efecto del deficit hidrico sobre la cebolla sin limitacion nutricional en una mayor proporcion
de hojas verdes por area de superficie. Al igual que en pardmetros anteriores se observa una
reduccion de esta variable en el tratamiento 0 % NPK + CM en RN (59 % por debajo del
control de produccion) y una tendencia en el tratamiento 100 % NPK + CM en condicion RN
(42 % por debajo del control de produccidn). En la Figura 3b no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos para la variable AFE, sin embargo se observa que el valor
mas alto lo presento el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN tendiendo a ser superior
en 32 % con respecto al control de produccion.

alid

0% NPK+CM 50% NPK+CM 100 % NPK + 100% NPK no
cM inoculado

IAF m2/m?

B RN
mDH

Tratamientos

35 4

30 o

25 |
20
15 1 ERN
10 1 mDH
s
OA

0% NPK +CM 50%NPK+CM 100%NPK+ 100%NPKno
inoculado

AFE m? kg?

Tratamientos

Figura 3. Variables de crecimiento foliar en el T1=35 ddt a. indice de area foliar. b. Area foliar
especifica. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), £ una
desviacion estandar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres
dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano.
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En la Figura 4 se observa que los tratamientos de la condicién DH con fertilizantes mostraron
una TCR total similar al control de produccion, sin que el déficit nutricional afectara el
crecimiento de la cebolla. Ahora bien, en los tratamientos con 0 % NPK + CM se observo en
ambas condiciones de riego el bajo crecimiento con respecto al control de produccion, siendo
mas fuerte el efecto en la condicion RN. Ademas se observa que el exceso de aplicacion de
NPK en el tratamiento 100 % NPK + CM en la condicion RN produjo una reduccion en el
crecimiento del cultivo debido a una mayor presencia soluble de estos en el suelo aunado al
efecto del in6culo que produjeron una especie de toxicidad en las plantas causando la
disminucion del 10 % en la TCR con respecto al control de produccion.

En la Figura 5 se observa que la TCR en dérganos mostrd un patrén similar en todos los
tratamientos para esta fase del cultivo. En todos los tratamientos hubo ganancia de biomasa,
especialmente en el tratamiento control 100 % NPK No inoculado en condicién RN (Figura
5a). Con respecto a la TCR en hojas y bulbos se observa que la mayoria de los tratamientos
fueron similares al control de produccion, pero como en variables anteriores se observé que el
tratamiento 0 % NPK + CM en ambas condiciones de riego fue el que menos incorpord
biomasa entre los 46 y 80 dds (0 y 35 ddt) debido al déficit nutricional en el que se encontraba,
siendo mas evidente en la condicién RN; igual que el exceso de nutrientes en el tratamiento
100 % NPK + CM en condicion RN que se observa por debajo del control de produccion.
También se observa que la TCR en la raiz fue menor en los tratamientos inoculados en la
condicion DH (Figura 5b).

El patrén de asignacién de asimilados mostré entre 50 % — 60 % asimilados para hojas, y entre
31 % — 47 % para bulbos y no mostré diferencia entre los tratamientos en lo referente a estos
organos (Figura 6a y Figura 6b), pero con respecto a la raiz se observa una mayor asignacién
de asimilados hacia este 6rgano en el tratamiento 0 % NPK + CM en la condicién RN con
respecto al resto de tratamiento incrementando hasta en 110 % la asignacion de asimilados en
la raiz en comparacién con el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion RN (Figura
6a), mostrando que efectivamente el déficit nutricional fue mayor en este tratamiento y a pesar
de la aplicacion del CM no se puede sustituir la fuente de fertilizantes inorganicos.
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Figura 4. Tasa de crecimiento relativo total a los 35 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), £ indica la desviacion
estandar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias ETc 67%). CM= consorcio microbiano.
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Figura 5. Tasa de crecimiento relativo de cada 6rgano a los 35 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), + indica la
desviacién estandar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano. a. Tratamientos
en condicion RN. b. Tratamientos en condicién DH.
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Figura 6. Distribucién de asimilados en cada tratamiento a los 35 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0,05) a nivel de la raiz, £ indica la desviacion estdndar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada
tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano. a. Tratamientos en condiciéon RN. b. Tratamientos en condicion DH.
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Con respecto a la acumulacién de N en esta fase del crecimiento correspondiente a la
bulbificacion se observd que el mayor porcentaje de N foliar se encontrd en los tratamientos
inoculados 50 % NPK + CM y 100 % NPK + CM en condicion RN, siendo estos similares al
control de produccidén en esta misma condicion de riego (3 % N). En este punto es importante
recordar que la tasa de asimilacion de CO; fue similar también entre el tratamiento 50 % NPK
+ CM vy el control de produccién 100 % NPK No inoculado en condicion RN (Capitulo 4) lo
que permite inferir que un mayor aporte de N por efecto del CM es clave para una mejor
actividad fotosintética; igualmente el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicién DH
fue similar al control de produccién en RN en el contenido de N foliar para esta fase del
cultivo (Tabla 6). La variable extraccion total de N en esta fase del cultivo mostré que los
tratamientos 50 % NPK + CM en ambas condiciones de riego y 100 % NPK + CM y 100 %
NPK No inoculado en condicion DH fueron similares al control de produccion 100 % NPK +
CM en condicion RN con la extraccion de N foliar por m?. En esta misma variable se observé
que el tratamiento 100 % NPK + CM en condicion RN y el tratamiento 0 % NPK + CM en
ambas condiciones de riego presentaron menor extraccion de N en entre 40 % y 78 % con
respecto al control de produccion 100 % NPK No inoculado en condicién RN. Con respecto a
la EUNy se determind que con la dosis 50 % de nitrogeno en los tratamientos 50 % NPK +
CM se obtuvo hasta un 73 % de mayor eficiencia en la condicion de RN y un 51 % de mayor
eficiencia en la condicion DH con respecto al control de produccién. También se observo que
el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion DH fue igual de eficiente al control de
produccién a pesar de la limitacion hidrica. Por otra parte se observa gue con la misma dosis
de fertilizante 100 % en condicion RN pero con la presencia del CM la eficiencia fue 40 %
menor que el control de produccidn, lo que sugiere que un mayor exceso de nutrientes
reducen la eficiencia de uso del nitr6geno en estos tratamientos y ocasionan un aporte de
nitrégeno innecesario (Tabla 6).
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Tabla 6. Acumulacion de N foliar y variables de eficiencia del uso de nutrientes en el T1 = 80 dds (35 ddt)

Tratamientos / Condicién de riego

0% NPK + CM 50% NPK + CM 100% NPK + CM 100% NPK No inoculado
(control de produccion)

Variables Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
N foliar % 1,64+0,24 1,94+0,14 3,03+0,24 2,65+0,13 3,06+£0,16  2,86+0,17 2,97+0,15 2,79+0,10
d c a b a ab a ab
Extraccidn total gN m2 0,57+0,18 1,02+0,34 2,28+0,32 1,99+0,19 1,57+0,08 2,04+0,61 2,63+0,12 2,43+0,74
de N foliar d cd a ab bc ab a a
EUNy % nd nd 17,1942 41 14,99+1,45 5,94+0,31 7,68+2,29 9,92+0,46 9,18+2,80
a a c bc b bc

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), + indica la desviacion estandar. RN= frecuencia de riego diaria

(ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano. EUNy=eficiencia en el uso del nitrégeno. nd= no
determinado porque el denominador es cero.
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Analisis del crecimiento y distribucion de asimilados en el T, 114 dds (69 ddt)

En esta fase de crecimiento a los 69 ddt (bulbificaciobn-maduracién), las variables
morfométricas mostraron diferencias significativas entre los tratamientos en el nimero de
hojas, sefialando la pérdida de hojas en la condicion de DH (5 hojas) para todos los
tratamientos con respecto a la condicion de RN (7 hojas). Para esta fase no hubo diferencias
entre los tratamientos para las variables peso fresco y peso seco de hojas y raices, pero si hubo
diferencias en los pesos tanto fresco como seco en los bulbos. En la variable peso fresco del
bulbo los tratamientos fertilizados con 50 % y 100 % NPK inoculados en ambas condiciones
de riego y el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion DH fueron similares al
tratamiento control de produccion 100 % NPK No inoculado en condicién RN; mientras que el
tratamiento 0 % NPK + CM fue inferior en 40 % en la condicion RN y 29 % inferior en la
condicion DH con respecto al control comercial. EI mayor valor del peso fresco del bulbo fue
para el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN con 175 g por bulbo. En la variable
peso seco del bulbo se observd que todos los tratamientos fueron similares al control de
produccidn, a excepcidn del tratamiento 0 % NPK + CM en la condicion DH; No obstante, se
observo una clara tendencia a ser mayor la incorporacion de biomasa en el tratamiento 50 %
NPK + CM en condicion RN en 25 % maés que el control de produccion indicando el efecto
promotor del crecimiento realizado por el CM en condiciones no limitantes de agua sobre
estas importantes variables de produccion del cultivo de cebolla como lo son peso fresco y
seco de bulbo. Por otro lado, el tratamiento 0 % NPK + CM fue inferior al control de
produccion en 22 % para la condicion RN y en 35 % para la condicion DH, mostrando asi el
efecto del déficit nutricional a pesar de la presencia del consorcio (Tabla 7). En el didmetro del
bulbo también el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN mostr6 el mayor valor (77,55
mm), 5 % mas ancho que el diametro de los bulbos del tratamiento control. Con respecto a la
variable cuello del bulbo se observd que el Unico tratamiento que fue diferente al control de
produccién fue el tratamiento 0 % NPK + CM mostrando un diametro mas ancho en el cuello
del bulbo, lo que hace referencia a una inmadurez en el bulbo producto de un retraso en el
ciclo del cultivo en este tratamiento por efecto del déficit nutricional (Tabla 7).

En la relacién de bulbificacién para esta fase del cultivo no se observaron diferencias
entre los tratamientos, pero si se observa que la menor relacion es en el tratamiento 0 % NPK
+ CM en condicion RN, y la mayor relacion en el tratamiento control de produccion 100 %
NPK No inoculado en condicion RN (Figura 7).
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Tabla 7. Variables morfométricas, nitrogeno foliar y en bulbos, y rendimiento en el T2 = 114 dds (69 ddt)

Tratamientos / Condicién de riego

0% NPK + CM 50% NPK + CM 100% NPK + CM 100% NPK No
inoculado
(control de produccion)

Variables Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
NUmero - 6,67+0,29 5,0+0,5 6,17+0,76 4,83+0,76 6,17+0,29 5,33+0,29 6,5+0,25 5,17+0,29
de hojas a c ab c ab bc a c
Peso fresco g 9,53+4,20 8,33+5,64 9,04+0,58 6,06+1,68 6,75+1,99 8,0+0,78 7,28+1,16 8,37+1,94
hojas

Peso fresco g 90,54+19,29 106,92+38,28 174,86+8,49 151,96+8,43 160,63+21,58 129,40+27,35 150,02+9,79 144,59+13,77
bulbos d cd a ab ab bc ab ab
Peso fresco g 0,61+0,08 0,72+0,23 0,87+0,32 0,78+0,09 0,61+0,25 0,77+0,07 0,62+0,27 0,93+0,17
raiz

Diametro mm 68,67+6,05 60,57+5,61 77,55+7,15 ~ 71,75+1,33 73,72+5,67 66,65+5,95 73,92+4,03 70,42+3,67
del bulbo abc c a ab ab bc ab ab
Diametro cuello  mm 17,98+1,26 9,17+2,50 11,48+6,17  10,65%2,50 11,78+5,73 8,82+1,39 7,08+0,31 9,62+2,68
bulbo a b b b b b b b
Peso seco g 1,69+0,48 1,62+0,78 2,15+0,29 1,36+0,62 1,70+0,41 1,46+0,24 1,77+0,19 1,58+0,22
hojas

Peso seco g 6,80+2,24 5,68+1,62 10,86+0,46 7,50+0,91 8,56+0,85 7,69+1,85 8,68+0,53 7,93+0,56
bulbos bc c a bc b bc ab b
Peso seco g 0,06+0,01 0,06+0,01 0,08+0,01 0,06+0,00 0,05+0,01 0,07+0,01 0,06+0,01 0,08+0,01
raiz

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), + indica la desviacion estdndar. RN= frecuencia de
riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano. La unidad de muestra para
estas variables fue la planta. La unidad de muestra para el rendimiento fue la parcela.
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Figura 7. Relacién de bulbificacién a los 69 ddt (Diametro del bulbo/diametro cuello). Las barras indica la
desviacion estandar Tasa de crecimiento absoluto a los 69 ddt. Las barras indica la desviacién estandar. RN=
frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias ETc 67%). CM= consorcio
microbiano.

En la Figura 8 se observa la TCA a los 69 ddt donde se muestra una tendencia de
mayor crecimiento alcanzada por el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN en 25 %
sobre el tratamiento control de produccion 100 % NPK No inoculado; mientras que se observa
una tendencia general de un menor crecimiento en los tratamientos bajo la condicion DH, pero
sin diferencias significativas con respecto al control de produccion a excepcion del tratamiento
0 % NPK + CM.

16 -
14 - a
12 4 bc ab
- C
® 10 -
c
(T
=S 8 -
[-T1]
5 6 - H RN
=
4 - N DH
2 -
0 -
0% NPK +CM  50%NPK+ CM 100%NPK+ CM 100%NPK no
inoculado
Tratamientos

Figura 8. Tasa de crecimiento absoluto a los 69 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0,05), + indica la desviacion estandar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH=
frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano.
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La TCR total a los 69 ddt (Figura 9) muestra una tendencia clara a una menor ganancia
de biomasa en el T, para los tratamientos fertilizados con 50 % y 100 % NPK, especialmente
en el tratamiento 100 % NPK No inoculado en condicion DH sobre la biomasa existente;
ademas se observa que el tratamiento 0 % NPK + CM en ambas condiciones de riego,
especialmente en la condicion RN ganaron mas biomasa durante el intervalo T1-T, indicando
una desventaja con respecto a los demas tratamientos por efecto del déficit nutricional.

La TCR de acuerdo a cada organo a los 69 ddt (Figura 10) mostr6 en general una
pérdida de peso en hojas en los tratamientos de la condicién DH vy en el tratamiento control de
produccién 100 % NPK + CM en la condicion RN indicando un movimiento de asimilados
desde las hojas hacia los bulbos en estos tratamientos que ya habian iniciado la fase de
maduracion del cultivo (observacion de follaje doblado a nivel del cuello del bulbo). Con
respecto a la TCR de bulbos se observa que todos los tratamientos ganaron biomasa durante el
intervalo T;-T,, mostrando una menor ganancia de biomasa en el tratamiento 100 % NPK No
inoculado en condicién DH de acuerdo a lo observado a lo largo del cultivo, y conforme a lo
indicado en el capitulo 3 en donde se sefialé que la condicion de estrés hidrico adelant6 la fase
de maduracion, y en el tratamientos 0 % NPK + CM se observd una mayor incorporacion de
biomasa durante este intervalo, acorde a lo indicado también en el capitulo 3 como un retraso
en la fase de maduracion en ambas condiciones de riego para este tratamiento, y en
consonancia con lo observado en la mayoria de parametros evaluados. Con respecto a la TCR
de la raiz no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, solo pérdida de
peso para este drgano en los tratamientos 100 % NPK inoculado y no inoculado en la
condicion RN (Figura 10).

Contrario a lo que se esperaba, en la distribucién de asimilados no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 11). En esta Figura 11 se muestra un
patron general de asignacion de asimilados entre 16 % — 21 % para hojas, 78 % - 85 % para
bulbos y 0,49 % - 0,88 % para raices a los 69 ddt correspondiente a la ultima fase del cultivo
(final de bulbificacion-maduracion).
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Figura 9. Tasa de crecimiento relativo total a los 69 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), £ indica la desviacion
estandar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano.

100 - a
g0 I
60 - T |
40 -
w03 b ab

TCRmg mg* d?

-20 A

40
0%NPK+CM 50%NPK+CM 100% NPK +
M

TCR 80-114 dds RN

C bcd
0 4

100% NPK no
inoculado

cd

100% NPK no

TCR 80-114 dds DH
100 4
80 b bc
2 60 - T be ]
T T
m Hojas Eﬂ 40 7
E 20 gp bed
Bulbas e abc d C
B Raiz = 0 -
_20 4
,40 J
b 0% NPK + CM 50%NPK+ CM  100% NPK+
: CM

inoculado

M Hojas
Bulbos

M Raiz

Figura 10. Tasa de crecimiento relativo de cada 6rgano a los 35 ddt. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), + indica la
desviacién estandar. RN= frecuencia de riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano. a. Tratamientos

en condicion RN. b. Tratamientos en condicién DH.

220



Capitulo 6

_ 100 - _ 100
2/ ] W W W 2 ] ™ W W
2 80 - g 80 -
& 707 B 70 -
E 60 - E 60 -
w50 ) @ 50 A )
© B Hojas © HHojas
g 40 - 2 40 -
S 30 1 Bulbo £ 30 1 Bulbo
3 20 - , 3 20 - ,
2 10 BRaiz 2 10 | W Raiz
E 0 T T T 1 E 0 T T T 1
o 0%NPK +CM 50%NPK+ CM  100%NPK+ 100%NPKNo Q 0%NPK+CM 50%NPK+CM 100%NPK+ 100%NPKNo

M inoculado CM inoculado
a. Tratamientos b. Tratamientos
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El contenido de N en hojas mostrd que los porcentajes encontrados a los 69 ddt (Tabla
8) fueron menores con respecto a los encontrados a los 35 ddt (Tabla 6), lo que indica que es
preferible determinar este parametro durante la fase media de bulbificacion y cuando la
actividad fotosintética es mayor (Capitulo 4), para observar el efecto de los tratamientos sobre
la asimilacion de este elemento. Sin embargo se observo una acumulacion de N similar entre
los tratamientos 50 % NPK + CM en condicién DH, 100 % NPK + CM en condicién RN, y el
tratamiento 100 % NPK No inoculado con respecto al control de produccion 100 % NPK +
CM No inoculado en condicion RN. En consecuencia, para la variable extraccion total de N
foliar no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Ahora bien, en la
EUN, a nivel foliar para el T, se observo la misma tendencia que en el T1 mostrando hasta
117 % vy 46 % mayor eficiencia del uso de este elemento en el tratamiento 50 % NPK + CM
para la condicién RN y DH respectivamente con respecto al tratamiento control de produccion
100 % NPK No inoculado en condicion RN. Ademas en esta variable se observa que los
tratamientos 100 % NPK inoculados y no inoculados tendieron a ser menos eficientes en el
uso del N, lo que sugiere que la condicién DH con la dosis completa de este elemento no hay
deficiencia nutricional a pesar de la limitacién hidrica (Tabla 8) como se discutio en el
capitulo 3.

Un resultado interesante se presenta en el contenido de N en bulbos, pues muestra que
la mayor incorporacion de N fue en el tratamiento 50 % NPK + CM en la condicion DH,
superando significativamente en 19 % al control de produccién 100 % NPK No inoculado en
la condicion RN, lo que permitié determinar que a pesar de haber conseguido un menor
rendimiento en este tratamiento, indudablemente la calidad nutricional de los bulbos es mayor
debido al efecto del CM en condiciones de estrés hidrico y nutricional (Tabla 8). También se
observO un contenido de nitrdgeno similar entre los tratamientos con 100 % NPK
indiferentemente de la inoculacién o condicion de riego. Referente a la extraccion total de N
en bulbos se observo gque fue similar entre los tratamientos 50 % NPK + CM y 100 % NPK
inoculados y no inoculados con respecto al control de produccion 100 % NPK No inoculado; y
en efecto, hubo una menor extraccion de N en bulbos en el tratamiento 0 % NPK + CM en
ambas condiciones de riego debido a la carencia de N disponible para las plantas en este
tratamiento a pesar de la presencia del CM. Al igual que la EUN, foliar, la EUNy en bulbos
mostré una mayor eficiencia en el tratamiento 50 % NPK + CM especialmente en la condicion
RN hasta 110 % mas eficiencia que el control de produccion. Por otro lado, el rendimiento ya
ha sido presentado con detalle en el capitulo 3, sin embargo es importante observar que el
rendimiento similar encontrado entre el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN con
respecto al control de produccion 100 % NPK No inoculado en condicién RN es debido a la
presencia del CM por su efecto promotor del crecimiento evidenciado en la mayoria de las
variables estudiadas en condiciones no limitantes de agua. De igual forma, el rendimiento
similar entre los tratamientos no inoculados con el 100 % NPK corroboraron las hipotesis
planteadas en la discusion del capitulo 3, y se observa que cuando hay limitacion hidrica no
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puede haber déficit de nutrientes si no se quiere afectar el rendimiento comercial de este
cultivo (Tabla 8). Por otro lado, el indice de cosecha no mostré diferencias entre los
tratamientos a pesar del estrés hidrico y el estrés nutricional aplicado. Finalmente, el FPP hace
referencia a un uso mas eficiente de los fertilizantes en los tratamientos con menor dosis NPK
aplicados, siendo estos hasta 92 % mas eficientes en el caso del tratamiento 50 % NPK + CM
en condicion RN con respecto al control de produccion 100 % NPK No inoculado; mientras
que el tratamiento analogo al control de produccién pero en condicién de estrés hidrico mostrd
un FPP igual a este, sefialando que a pesar de la limitacién hidrica cuando no hay limitacion de
fertilizantes no se afecta el rendimiento ni la calidad nutricional, ademés de la ventaja que
representa el ahorro de agua en 35 % para el ciclo de crecimiento del cultivo. Y en general,
para la eficiencia del uso de nutrientes se observo el siguiente orden: 50 % NPK + CM RN >
50 % NPK + CM DH > 100 % NPK No inoculado RN > 100 % NPK No inoculado DH > 100
% NPK + CM DH > 100 % NPK + CM RN. De acuerdo al rendimiento reportado se deduce
que la eficiencia en el uso de nutrientes debid haber sido ain mayor en el tratamiento 0 %
NPK + CM con respecto a todos los tratamientos, a pesar de no ser posible realizar este
calculo (Tabla 8).
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Tabla 8. Acumulacién de N y variables de rendimiento y eficiencia del uso de nutrientes en el T2 = 114 dds (69 ddt)

Tratamientos / Condicion de riego

0% NPK + CM

50% NPK + CM

100% NPK + CM

100% NPK No inoculado
(control de produccién)

Variables Unidades RN DH RN DH RN DH RN DH
N foliar % 1,59+0,11 1,48+0,07 1,61+0,05 1,72+0,04 1,77+0,08 1,65+0,03 1,81+0,07 1,72+0,03
cd d bc ab a bc a ab
¢ Extraccion total g N m? 0,97+0,32 0,86+0,42 1,24+0,20 0,84+0,38 1,08+0,28 0,86+0,15 1,15+0,14 0,97+0,12
S de N foliar
T
EUNy % nd nd 9,39+1,54 6,31+2,89 4,07+2,46 3,25+1,06 4,32+0,52 3,66+0,45
a b bc c bc c
N bulbos % 1,21+0,15 1,66+0,10 1,62+0,15 2,31+0,28 2,02+0,09 1,77+0,15 1,94+0,12 1,79+0,08
d c c a b bc b bc
Extraccion total gNm? 2,94+0,97 3,38+1,07 6,29+0,67 6,13+5,88 6,16+0,69 4,82+1,14 6,01+0,17 5,06+0,37
de N bulbos c c a ab a b ab ab
w EUNy % nd nd 47474509 = 46,26+3,18  23,26+2,62  18,19+4,28 22,66+0,65 19,09+1,41
S a a b b b b
g Rendimiento tha' 23,96+2,46 25,35+4,39 35,0+2,02 28,70+£198  28,3746,07  29,30+5,80 36,40+4,46 35,71+3,97
(71 ddt) d d abc bcd cd abcd a ab
indice de cosecha - 0,79+0,03 0,78+0,03 0,83+0,02 0,85+0,04 0,83+0,02 0,83+0,02 0,83+0,02 0,83+0,01
FPP kg kg™ nd nd 40,76+2,35  33,43+2,31  16,52+3,54  17,06+2,46 21,20+2,60 20,80+2,31
a b c c c c

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), + indica la desviacion estdndar. RN= frecuencia de
riego diaria (ETc 100%). DH= frecuencia de riego cada tres dias (ETc 67%). CM= consorcio microbiano. EUNy=eficiencia en el uso

del nitrégeno. FPP=factor parcial de productividad. nd= no determinado porque el denominador es cero.
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DISCUSION
Efectos del biofertilizante sobre el crecimiento de la cebolla

En investigaciones realizadas en la India se ha demostrado un efecto de biofertilizantes
combinados como mejoradores de los parametros de crecimiento de la cebolla Allium cepa L.
cv. Pusa Red usando una dosis de bacterias disolventes de fésforo (25 %) + Rhizobium (25 %)
+ Trichoderma (50 %) por el incremento del nimero de hojas, didmetro del bulbo, didmetro
del cuello del bulbo, peso fresco del bulbo, y s6lidos solubles totales a los 90 ddt; mientras que
el rendimiento de bulbos fue incrementado satisfactoriamente por la aplicacion de
Trichoderma (25 %) + vermicompost (25 %) + Neem cake (50 %) alcanzando un total de
46,67 t ha' (Kumar et al., 2019). En la variedad Arka Kalyan también se ha determinado un
efecto positivo de Azospirillum + micorrizas en combinacion con una dosis de fertilizante
inorganico NPK N120Pe0Kgo consiguiendo incrementos significativos en el nimero de hojas,
diametro del bulbo, espesor del cuello, peso fresco hojas, peso fresco bulbos, peso seco
bulbos, peso seco total por planta, mayor relacion beneficio:costo, y mayor rendimiento de
bulbos (46,76 t ha™) en 22 % sobre el tratamiento no biofertilizado (Singh et al., 2017).

Con respecto a las variables de crecimiento, en la investigacion realizada por Dingre y
Pawar (2020) también en la India en cebolla (variedad ‘N-2-4-1") y aplicando un estrés hidrico
del 60 % durante la fase de desarrollo del cultivo y 20 % en las demaés fases se encontré una
reduccion en variables como el diametro del bulbo, peso seco del bulbo, y el rendimiento (31,1
t ha™), aunque este Ultimo parametro no vari6 significativamente con respecto al tratamiento
sin estrés hidrico (35,5 t ha), y de acuerdo con esta investigacion, es clave la fase del cultivo
en la cual se aplique el estrés hidrico severo para no tener pérdidas significativas en el
rendimiento y conseguir ahorrar agua de forma importante como se consiguié en este mismo
experimento de campo (Blanco et al., 2021a). Las variables didmetro, peso fresco del bulbo y
namero de hojas y EUA de riego en el tratamiento control de produccion, fueron ligeramente
superiores a las mostradas por Rao et al. (2019), en una investigacién donde se determiné el
uso de riego por goteo como el mas efectivo para cebolla. Vale destacar que a pesar de
conseguir en la presente investigacion valores superiores en estas variables mostradas por Rao
et al. (2019), no ocurrié lo mismo con el rendimiento de 45,25 t ha™ mostrados por ellos,
puesto que estos autores dejaron madurar los bulbos entre 10 y 12 dias antes de la cosecha,
algo que no fue posible en la presente investigacion por las condiciones de precipitacién
atipica al comienzo de esta fase del cultivo (Blanco et al., 2021a); en este sentido se ha
observado que el bulbo de la cebolla sigue creciendo después de que la hoja se dobla y es
econdmicamente redituable esperar hasta los 15 dias para iniciar la recoleccion del bulbo
debido a que el diametro y peso de la cebolla siguen aumentando después de que la hoja se ha
doblado, por lo que se debe procurar que durante el periodo de doblado de la hoja, esta
mantenga su coloracion verde lo méas completo posible, mediante el control de enfermedades
como el mildiu (Lépez et al., 2017).
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Ademas, con el uso del consorcio Azotobacter sp. + Sphingobacterium sp.+
Burkholderia sp. + 75 % fertilizante NPK en cebolla cultivar “Punjab Naroya” se consiguio
mejorar variables de crecimiento como la altura de la planta, nimero de hojas, rendimiento de
bulbos, peso y diametro del bulbo, otros aspectos fisiologicos como el contenido de acido
ascorbico, solidos solubles totales, acido pirdvico y materia seca, y aspectos de la produccion
como menor pérdida de peso de bulbos en almacenamiento a temperatura ambiente (Tinna et
al., 2020). Igualmente en la cebolla se ha evaluado el efecto de microorganismos eficientes
sobre variables de crecimiento en los cultivares Dorata di Bologna, Lunga di Firenze, Bianca
Musona, y Rossa di Tropea mostrando un aumento significativo en el diametro, peso y
longitud de bulbos y peso de la raiz en las plantas tratadas con respecto a las no tratadas (Prisa,
2019). El efecto positivo del inéculo CM sobre el rendimiento del cultivo en condiciones de
RN con el tratamiento 50 % NPK, se relacion6 con los mayores valores obtenidos en la tasa de
asimilacion de CO; en los tratamientos inoculados (Capitulo 4) y al contenido de N foliar a los
35 ddt similar al tratamiento control de produccidn, ya que esto influy6 en la incorporacion de
biomasa a la planta y se reflejé en el peso seco del bulbo y el peso seco total de la planta a los
69 ddt con respecto al tratamiento control de produccion no inoculado. Con respecto a la
incorporacion de biomasa en la planta, otros investigadores encontraron que con la
inoculaciéon con biopeliculas fangicas-bacterianas y fungicas-rizobianas con el 50% de la
fertilizacion quimica recomendada en arroz, se incrementd el peso seco de raiz y de tallo con
relacion al tratamiento inoculado con el 100% de fertilizantes recomendados, y con relacion al
tratamiento no inoculado con el 100% del fertilizantes (Seneviraine et al., 2009).

En lo concerniente al rendimiento, Colo et al. (2014) encontraron un incremento entre
26,48 % y 97,33 % en el rendimiento de cebolla inoculada con Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis, y Azotobacter chroococcum con respecto al tratamiento no inoculado. Es
decir, las RPCV incrementan per se cerca del doble del rendimiento sin el uso de fertilizantes;
como se infiere que ocurrio en el tratamiento 0 % NPK + CM en la presente investigacién, por
lo que no fue necesario establecer un tratamiento vegetal como control absoluto no inoculado
para observar este efecto. En la presente investigacion se resalta que los rizobios también
pueden ser usados como RPCV en la produccién de cebolla. Se ha reportado que el uso de
Rhizobium cepa RP023 como Unico inoculante + Vicia faba var. major Harz. en un suelo
previo al cultivo de cebolla produce un mayor rendimiento de hojas en cebolla, incluso por
encima de la simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa-micorriza, por lo que se recomienda la
rotacion de cultivos con la hortaliza mencionada (Dubova et al., 2017).

La materia seca en raices es un indicador de la capacidad de la planta para absorber
nutrientes (Angulo et al., 2020). Sin embargo, esto no es el unico indicativo de que las plantas
poseen mayor capacidad de absorcion, sino que se debe tomar en cuenta la accion de las
fitohormonas como el AIA, puesto que este se considera como un factor importante en la
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estimulacion del crecimiento o proliferacion de las raices para mejorar la absorcién de agua y
nutrientes en condiciones de estrés hidrico como se ha observado en varias especies vegetales
con la inoculacién de bacterias capaces de producir este compuesto (Dimka et al., 2009). Al
parecer, el AlA debilita las paredes celulares de las plantas por lo que se facilita la exudacion
radicular que proporcionan nutrientes adicionales para el crecimiento de las RPCV (Glick,
2012). No obstante, en la presente investigacion, a pesar de que el CM es productor de AIA
(Blanco y Castro, 2021) no se observo el incremento de la raiz de cebolla como respuesta ante
el déficit hidrico, sino que el cierre estoméatico mostrado por esta especie vegetal (ver capitulo
4) fue suficiente para tolerar el estrés hidrico.

Por otro lado, el patron de distribucion de asimilados varié ligeramente con el
presentado por Casierra y Vargas (2015) para cebolla (hibrido Yellow Granex) en condiciones
del tropico alto, en el sentido que al final del cultivo observaron una menor asignacién de
masa seca hacia los bulbos (alrededor de 70 %), y una mayor asignacion hacia las hojas
(alrededor de 30 %), en comparacion con la presente investigacion. Como el rendimiento de
un cultivo esta determinado por su capacidad de acumular biomasa en los érganos de cosecha
(Casierra y Vargas, 2015), se puede deducir que esta asignacion pudiera variar entre las
variedades, cultivares e hibridos de cebolla, siendo los més productivos aquellos que designen
una mayor cantidad de asimilados hacia sus bulbos con respecto a las hojas.

Efectos del biofertilizante sobre las tasas de crecimiento y variables asociadas al area
foliar

El area foliar obtenida a los 35 ddt en la presente investigacion para los tratamientos
con mayor rendimiento (entre 494 cm? y 555 cm?) es similar al &rea reportada por Abou
Khadrah et al. (2017) para cebollas del cultivar Giza Red (entre 544 cm? a 669,5 cm?® a una
densidad de siembra similar a la nuestra 30-45 plantas m™) a los 90 ddt (equivalentes a unos
53 ddt aproximadamente en el presente ensayo de acuerdo al ciclo de crecimiento que tardo la
cebolla evaluada (Blanco et al., 2021a; Capitulo 3), lo que indica que estas plantas se
encontraban en un buen desarrollo morfoldgico y fisiol6gico para su tiempo de crecimiento,
que se reflejé luego en el rendimiento alcanzado en estos mismos tratamientos. En este
sentido, se puede indicar que, a pesar del déficit nutricional al que estuvieron sometidas las
plantas en campo, gracias al efecto del CM esto no afectd la variable area foliar, pues se ha
descrito que la deficiencia de N y P reducen el area foliar y esto posteriormente incide en tasas
fotosintéticas mas bajas (Singh et al., 2018).

El IAF alcanzado a los 35 ddt por los mejores tratamientos (50 % NPK + CM en RN, y
100 % no inoculado en ambas condiciones de riego fue similar al mostrado por Tei et al.
(1996) en la misma fase de crecimiento para cebolla cv. Hysam (entre 1,5 m*m?y 2,5 m?/m?);
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mientras que los valores de AFE fueron ligeramente superiores a los mostrados por estos
mismos investigadores (entre 10-15 m? kg™).

Kutty et al. (2014), mencionan que los genotipos de cebolla difieren en el area foliar en
condiciones de estrés hidrico, siendo mas tolerantes al estrés aquellos genotipos que
mantienen una alta &rea foliar a pesar del déficit de agua, que permiten mantener una alta tasa
fotosintética y una alta cosecha de bulbos. Una reciente investigacion en la India mostro el
efecto del estrés hidrico en varios grados de severidad (entre 0,80 y 0,20 de déficit hidrico)
sobre varios cultivares de cebolla resultando como mas tolerantes los cultivares de cebolla
morada Local, y los de cebolla blanca Bhima Shubra, Bhima Sweta y Bhima Safed, asociado
esto a un mayor contenido relativo de agua en las hojas, mantener temperaturas mas bajas en
el follaje y posiblemente modular la apertura estomatica (Wakchaure et al., 2021). En este
sentido es importante identificar las variedades o cultivares que al igual que el hibrido
empleado en la presente investigacién muestren tolerancia ante el estrés hidrico y produzcan
un ahorro importante de agua y un rendimiento comercialmente aceptable.

Mas aun, se ha demostrado que el area foliar de la cebolla disminuye con un leve
déficit de agua, por lo que se considera a esta variable como muy sensible en comparacion a
otras variables de crecimiento (Caldwell et al., 2003). Asi, el crecimiento del area foliar de las
plantas de cebolla cesa al inicio de la bulbificacién, justo cuando el cultivo alcanza su indice
de area foliar (IAF) maximo. Desde el inicio de la bulbificacion hasta la maduracién del bulbo
se reduce progresivamente el IAF. Se considera que el valor del IAF al inicio de la
bulbificacion es una de las variables con mayor efecto sobre el rendimiento final del cultivo y
esta variable es altamente dependiente de la temperatura, el suministro de agua y de nutrientes
en la etapa de desarrollo y crecimiento de las hojas, y también depende de la duracién de este
periodo (Dogliotti et al., 2011; Casierra y Vargas, 2015). Por ello, el IAF alcanzado en el
tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN y por el tratamiento 100 % No inoculado en
condicion DH fueron cruciales para obtener el rendimiento alcanzado en ambos similar al
control de produccién, incluso tendiendo a ser mayor que este.

Como el AFE es el cociente entre el area media de las hojas y el peso de las hojas, es
decir, una medida del espesor de estos oOrganos, se puede inferir parcialmente el
comportamiento del uso de fotoasimilados en las hojas, si se estan acumulando en ellas o si
estan siendo redistribuidos a los érganos vertedero (Casierra y Vargas, 2015). Por ejemplo, en
la presente investigacion esto se observo en los tratamientos 50 % NPK + CM en condicion
RN y 100 % No inoculado en condicion DH, donde el AFE, a pesar de no haber mostrado
diferencias significativas entre los tratamientos, se observaron las mayores AFE en estos
tratamientos (Figura 3b), de modo que, se deduce fue en estos tratamientos sometidos a déficit
nutricional e hidrico respectivamente, donde los fotoasimilados migraron preferiblemente
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hacia los bulbos en vez de destinarse a construir biomasa foliar o radical, tal como se noto en
el rendimiento obtenido similar al control de produccion.

Estudios sobre el efecto de la programacion de riego por goteo sobre el crecimiento de
cebolla (cv. Telagi Red) mostraron que la mayor frecuencia de riego entre 1y 2 dias promovio
el aumento de variables como altura de la planta, nimero de hojas, area foliar, IAF, diametro
del cuello del bulbo en comparacion al intervalo de cada tres dias (Bagali et al., 2012), al igual
que se encontrd en la presente investigacion entre el RN (frecuencia diaria) y DH (frecuencia
cada tres dias) en los parametros nimero de hojas y didmetro del cuello del bulbo; no obstante,
los datos disponibles hasta los 35 ddt referentes al area foliar e indice del area foliar indicaron
que la menor frecuencia de riego o DH en condiciones no limitantes de nutrientes (tratamiento
100 % NPK + CM, y tratamiento 100 % NPK no inoculado) tendieron a superar los valores de
estas variables en comparacion a la frecuencia de riego diaria 0 RN, y por ello, se considera
que las variables foliares estan muy relacionadas con el rendimiento final, tal como se
menciono anteriormente.

La TCA de cebolla tipicamente presenta un aumento desde el trasplante hasta el
intervalo 130-150 dds, y luego desciende hasta la cosecha (Casierra y Vargas, 2015). Esto se
presenta en una curva de TCA para muchas plantas, y a pesar de que en la presente
investigacion no se realiz6 una curva sino dos medidas puntuales de crecimiento absoluto, este
aumento se observo a los 35 ddt, producto de las dos fertilizaciones realizadas en el intervalo
To-T1, que mostraron la captura de estos fertilizantes por las plantas como lo mencionan
Casierra y Vargas (2015), y se observd un crecimiento mayor en los tratamientos con la
fertilizacion completa 100 % NPK no inoculados en comparacion con los demés tratamientos
inoculados con las dosis 0 %, 50 %, y 100 % NPK + CM (Figura 2), mientras que en el
intervalo T1-T, a los 69 ddt fue el tratamiento 50 % NPK + CM en condicién RN el que tendid
a ser superior, mostrando asi un mayor aprovechamiento de los fertilizantes aplicados durante
esta fase a pesar de ser menor la dosis aplicada, pero se debe tomar en cuenta la accion del CM
sobre la dindmica de los nutrientes en el suelo y su disponibilidad para el cultivo, que logré
superar la TCA del tratamiento control de produccion.

Tal como lo mencionan Casierra y Vargas (2015), el rendimiento del cultivo de cebolla
depende de la tasa de crecimiento del bulbo durante el periodo de bulbificacién y de la
duracion de la planta en este tiempo. Conforme con esta informacion, la TCR del bulbo fue
mayor durante el periodo de bulbificacion a los 35 ddt (Figuras 5a y 5b) para los tratamientos
fertilizados con 100 % NPK y 50 % NPK, de alli la diferencia esperada en el rendimiento con
respecto al tratamiento con 0 % NPK con una menor TCR. El valor méximo de la TCR tiene
lugar después de que las plantas han restablecido su sistema radical y han desarrollado el
crecimiento de su area foliar (Casierra y Vargas (2015), es decir, en el presente estudio
correspondio a los 35 ddt donde se obtuvieron los mayores valores de TCR superando los 100
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mg mgd™ para el mayor valor, en comparacién con la TCR a los 69 ddt cuyo valor maximo
fue 50 mg mg™*d™ (Figura 9). En lo referente a la TCR total, lo observado en el tratamiento
100 % NPK no inoculado en condicion DH (Figura 9) el cual, a los 69 ddt obtuvo el menor
crecimiento coincide con lo observado por Alvarez-Herrera et al. (2017) quienes encontraron
que en condiciones de estrés hidrico (ETc 0,8) las plantas de cebolla de la variedad Yellow
Granex alcanzan la senescencia mas rapido que las plantas que no estan sometidas a la
carencia de agua durante el ciclo, sugiriendo la produccion de ABA por efecto del estrés
abidtico sometido el cual induce la senescencia.

Efecto del biofertilizante sobre la acumulacion de N

En la investigacion de Singh et al., 2017 se destacd que diferentes niveles de fertilidad
influyen sobre el comportamiento de los biofertilizantes y viceversa, como de forma similar
fue demostrado por Angulo et al. (2020) en el cultivo de lechuga, quienes ademas obtuvieron
resultados consecuentes con la presente investigacion, aunque en condiciones de invernadero y
utilizando un inéculo microbiano compuesto por méas bacterias (Acidovorax facilis, Bacillus
licheniformis, B. subtilis, B. oleronius, B. marinus, B. megatherium y Rhodococcus
rhodochorus) en el contenido de N foliar, mostrando un contenido similar de este elemento
entre los tratamientos 50 % NPK + indculo y 100 % NPK No inoculado, y un mayor contenido
de N en el tratamiento 100 % NPK + in6culo, esto asociado a una mayor mineralizacion de la
urea por el inoculante microbiano.

Vale la pena destacar que el contenido de N foliar alcanzado con el tratamiento 100 %
NPK + CM no inoculado en ambas condiciones de riego y con el tratamiento 50 % NPK +
CM en condicién RN (Tabla 6), fue Optimo para cebolla en la fase media del cultivo
(correspondiente a los 35 ddt en el presente trabajo) bajo condicion de fertilizacion ideal de
acuerdo con lo reportado por el IFA (1992). Esto fue especialmente notable con los
tratamientos 50 % NPK + CM y 100 % NPK + CM en condicion RN (3,03 % y 3,06 % N
foliar, respectivamente). Igualmente el contenido de nitrégeno foliar a los 35 ddt con la dosis
50 % NPK y 100 % NPK tanto inoculado y no inoculado se encontrd dentro del rango
reportado por Bosch Serra y Domingo Olivé (1999) entre 4,1 % - 2,5 % N en cebolla cultivar
Valenciana de Grano (una cebolla de dia largo en Espafia) y con una densidad de 40 plantas
ha* considerada como la mas apropiada bajo un manejo cuidadoso del nitrégeno con 266 kg N
ha™ para maximizar el rendimiento del bulbo en calidad y cantidad, siendo esta densidad y
dosis levemente superiores a las empleadas de 35,7 plantas ha™; 247 kg N ha,
respectivamente en la presente investigacion. Mientras que, las concentraciones promedio de
1,41 % de N foliar mostradas para el tratamiento control de produccion son mayores a las
determinadas por Wheeler et al. (2004) en fase de bulbificacion para la cebolla cv. Hysam en
condiciones normales de CO, y sin estrés hidrico, pero con una fertilizacibn NPK menor a la
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empleada en la presente investigacion (100 kg ha™ N, 200 kg ha™ P,Os y 60 kg ha™ K,0). Por
consiguiente, se considera como adecuada la dosis de N utilizada en el presente estudio para
alcanzar un rendimiento mé&ximo en cebolla en las condiciones de nuestro pais, y que
empleando los microorganismos del CM aplicado se puede reducir a la mitad la cantidad de
fertilizante NPK, generando un beneficio tanto ambiental como econdémico a nivel de
produccién. Los valores de extraccion total de N (hojas + bulbos) con los tratamientos 50 % y
100 % NPK inoculados y no inoculados concuerdan con los reportados para cebolla (variedad
Supra) por Przygocka-Cyna et al. (2020) al momento de la cosecha quienes también
determinaron que la extraccion de N puede aun ser mayor con la adicion de azufre (30 y 60 kg
S ha), lo que muestra una relacion sinérgica entre ambos elementos que debe ser considerado
en los planes de fertilizacidn de este cultivo para reducir la tasa de N aplicado.

El efecto del CM sobre una mayor asimilacion de N se asocia a la actividad nitrato reductasa y
la actividad ureasa que presentan estos microorganismos (Blanco et al., 2021b). Este efecto
también puede estar asociado con la mayor actividad fotosintética en plantulas como se
observo en el capitulo 2 (Blanco et al., 2021b), y en plantas como se observo en el capitulo 4.

Ademas, en condiciones de estrés hidrico se ha reportado que muchas RPCV producen
la ACC deaminasa la cual regula el incremento de etileno especialmente generado en
condiciones de estrés hidrico y a que esta enzima incrementa la disponibilidad de nitrégeno en
la rizésfera por la produccion de a-ketobutirato y amonio al degradar el ACC precursor del
etileno mejorando asi la nutricion vegetal (Dimka et al., 2009; Esquivel-Cote et al., 2013;
Glick, 2015). Esto podria explicar el mayor contenido de N en bulbos encontrado en el
tratamiento 50 % NPK + CM en condicion DH, pues, a pesar de no tener la certeza de que los
microorganismos utilizados en el CM presenten este mecanismo de promocion de crecimiento
se sugiere que posiblemente lo presenten. La dosis moderada de fertilizante 50 % NPK no
causo inhibicion del metabolismo microbiano como se observo en el capitulo 5, permitiendo
de esta forma que se expresara este posible mecanismo de promocion de crecimiento. En este
sentido, en investigaciones recientes se ha determinado que la cepa silvestre SUTN9-2, y las
cepas mejoradas genéticamente SUTN9-2 (ACCDadap) y SUTN9-2:pMG103::acdRS del
género Bradyrhizobium presentan este mecanismo que permitié aminorar los efectos adversos
del estrés hidrico en arroz mejorando la biosintesis de etileno y evitando la reduccién de
clorofila en comparacion con plantas no inoculadas en condiciones de campo (Sarapat et al.,
2020). lIgualmente, en condiciones no limitantes de agua estas cepas incrementaron el peso
fresco y seco de tallo y raices con respecto a las plantas no inoculadas (Sarapat et al., 2020).
Asimismo se ha evaluado el efecto de la co-inoculacion Rhizobium phaseoli + Pseudomonas
fluorescens ACC deaminasa positivas sobre frijol en condiciones de estrés salino, encontrando
una mejoria en el contenido relativo de agua, la tasa de asimilacion de CO,, la eficiencia del
uso del agua y la clorofila, e incremento del contenido de N, P y proteinas en el grano (Ahmad
et al., 2013). De igual manera, como consecuencia de una menor generacion de etileno, las
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plantas que estan asociadas a RPCV ACC deaminasa positiva muestran raices y brotes mas
largos, menor abscision foliar, incremento de biomasa, clorofila y proteina (Glick, 2015).

De acuerdo a lo encontrado en otros estudios, el N es un elemento fundamental para el
rendimiento de la cebolla, especialmente en regiones semiaridas, pues conforme se reduce la
dosis de fertilizante nitrogenado a partir de 100 % del requerido se reduce el rendimiento
partiendo de una pérdida significativa del rendimiento del 13,6 % entre la dosis 100 % N y 75
% N (Piri y Naserin, 2020). De hecho, Piri y Naserin (2020) propusieron que el rendimiento
podria incrementarse en zonas semidaridas utilizando una dosis mayor a 120 kg N ha * tomando
en cuenta la poca profundidad y escasez de raices de la cebolla. En este sentido, estos
investigadores también mostraron que el grosor del cuello (un indice de la capacidad de
almacenamiento de la cebolla) disminuia conforme aumentaba la dosis de N, y que la
eficiencia del uso del agua de riego (EUA) también fue mayor con la dosis 100 % N. Esto
permite corroborar que efectivamente el tratamiento 50 % NPK + CM en condiciones no
limitantes de agua permitio una disponibilidad de N adecuada para no disminuir el
rendimiento gracias al efecto de los microorganismos aplicados, mientras que, si existen
condiciones de estrés hidrico no puede reducirse la dosis 100 % NPK No inoculado si no se
quiere tener una pérdida significativa en el rendimiento del cultivo y conseguir asi una mayor
EUA como fue determinado por Blanco et al. (2021a) en este mismo experimento de campo.

Efecto del biofertilizante sobre la EUN

En cebolla (cultivar Giza red) se ha determinado que la inoculacion con A.
chroococcum y A. brasilense logré incrementar la disponibilidad de P y K en el suelo y se
alcanzd un rendimiento similar al encontrado en la presente investigacion, sugiriendo la
sustitucion parcial de fertilizacion quimica para el cultivo (Mahmoud et al., 2015).
Adicionalmente se ha reportado que el uso de consorcios microbianos compuestos por
Thiobacillus thiooxidans + T. ferrooxidans + Desulfovibrio vulgaris en combinacion con el del
50 % de la dosis de fertilizante nitrogenado en el cultivo de maiz puede incrementar
significativamente la biodisponibilidad de macronutrientes (N, P, K) y micronutrientes (Zn,
Cu, Mn, Fe) tanto en el suelo como en las plantas por encima de la dosis completa del
fertilizante sin inoculantes gracias a los mecanismos de promocién de crecimiento propios de
las RPCV (Haider et al., 2020), lo que al igual que en la presente investigacion demuestra una
mayor eficiencia en el uso de nutrientes por los biofertilizantes aplicados. Al evaluar el efecto
combinado de bacterias disolventes de fosforo (Enterobacter sp. y Bacillus subtilis) y hongos
micorrizicos arbusculares en A. cepa cultivada en un suelo con bajo contenido de P y con roca
fosforica afadida, se encontraron niveles de N y P enddgenos en tejidos vegetales
significativamente maés altos que las plantas no inoculadas (Toro et al., 1997). Por su parte
Creus et al. (2004), indicaron que la inoculacion con Azospirillum brasiliensi en trigo
incremento el contenido de Ca, Mg y K en el grano y el rendimiento, tanto en condiciones de
estrés hidrico como riego completo. Agregando a lo anterior, Wang et al. (2020) aislaron una
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cepa de Rhizobium sp. (K13) con la mayor capacidad para disolver K dentro de los aislados
obtenidos y en combinacién con otras cepas de Bacillus sp. + A. chroococcum +
Agrobacterium tumefaciens + Klebsiella sp. incrementd el contenido de N, P y K en plantas de
trigo en condiciones de fertilizacion reducida al 75 % NPK. Esto permite pensar que los
microorganismos usados en el consorcio empleado en esta investigacion, ademas de disolver P
(Blanco y Castro, 2021) podrian disolver K e incrementar también el contenido de P y K en las
plantas, lo que serian variables a determinar posteriormente.

En general, el indice de cosecha alcanzado en el presente estudio de 82 % fue similar al
mostrado en otras investigaciones con 82 % para la cebolla cultivar Hysam y 81,3 % para la
cebolla cultivar Sito (Daymond et al., 1997) y superior al alcanzado en otras investigaciones
que muestran un IC de 73 % en promedio para la cebolla variedad N-53 (Hidangmayum y
Sharma, 2017). Con respecto a esta variable en otros estudios se ha mostrado que el indice de
cosecha no varia entre los tratamientos cuando se aplican diferentes dosis de N en ajo
(Cardenas Velazquez et al., 2019) al igual que en el presente estudio; ni varia cuando se aplica
la misma cantidad de N base entre distintos tratamientos en el cultivo de papa (Machado,
2005). En consecuencia, se sugiere que esta variable no es un parametro sensible para
determinar diferencias entre tratamientos basados en la dosis de nutrientes. Sin embargo, esta
variable si es afectada en condiciones elevadas de CO, (532 umol mol” CO,), incrementando
el IC hasta en 6,9 % mas que el IC en condiciones normales de CO, (374 pmol mol™ CO,)
Daymond et al. (1997).

En la EUN, el FPP es una expresion simple de eficiencia de produccién que indica las
unidades de rendimiento del cultivo por unidad de nutriente aplicado, que, a escala global o
regional es el indice méas facil de calcular, pero varia entre cada sistema de cultivo porque se
basa en los rendimientos de materia fresca (Dobermann, 2007; Fixen et al., 2015). EIl problema
del uso de nutrientes radica en que un menor uso de fertilizantes conduce a un bajo
rendimiento y un mayor uso de fertilizantes conduce a la contaminacién del suelo, el agua y el
medio ambiente (Singh et al., 2018). Por lo tanto, es necesario conseguir un equilibro para
obtener el maximo rendimiento con tasas menores de fertilizacion. De acuerdo con Chapin et
al. (2002), la EUN es mayor donde la produccion es limitada por los nutrientes, o en otras
palabras, la proporcién biomasa:nutrientes es mas alta en sitios improductivos, lo que sugiere
que las plantas son mas eficientes en producir biomasa por unidad de nutrientes cuando los
nutrientes escasean. En consonancia con los patrones observados por Chapin et al. (2002), en
la presente investigacion la mayor EUN, fue alcanzada en el tratamiento con déficit
nutricional 50 % NPK + CM, en ambas condiciones de riego. En este punto es importante
enfatizar que para maximizar la EUN debe tenerse en cuenta la mayor sincronizacion entre la
demanda del cultivo y el suministro de nutrientes para mejorar esta eficiencia, asi como el uso
del agua minimizando las pérdidas especialmente del N en el sistema de produccion suelo-

cultivo (Singh et al., 2018). Para esto, se debe hacer una aplicacién juiciosa de fertilizantes
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gue comprendan el momento, cantidad y lugar adecuado que apunten a altos rendimientos y
EUN para el beneficio de los agricultores, la sociedad y el medio ambiente (Singh et al.,
2018). También se recomienda como préctica efectiva para incrementar la EUN realizar
fraccionamiento en las aplicaciones de nutrientes durante el ciclo de crecimiento en lugar de
una sola aplicacion de todos los nutrientes antes de la siembra, asi como el uso de fertilizantes
de mayor eficiencia como productos nitrogenados recubiertos que impiden la liberacion
inmediata, y fertilizantes nitrogenados estabilizados o tratados con inhibidores de ureasa o
nitrificacion (Stewart, 2007). De la presente investigacion se despliega que el uso de
biofertilizantes ayuda a maximizar la EUN, siempre y cuando se apliquen en dosis moderadas,
pues como se observé también, al aplicarlo junto a una dosis completa de fertilizantes
quimicos mas bien se torna toxico para las plantas y para los microorganismos del suelo (ver
capitulo 5), al mismo tiempo que disminuye la EUN. Asimismo, el uso de RPCV es
considerado como un medio de biofortificacion de cultivos (aumento de la concentracion de
micronutrientes biodisponibles en tejidos de cultivos comestibles) como una estrategia de
agricultura moderna, permitiendo el acceso a alimentos de mayor calidad nutricional a mas
personas, con el uso de menor cantidad de recursos (Riaz et al., 2020).

CONCLUSIONES

El consorcio microbiano con la mitad de la dosis del fertilizante NPK en condiciones
no limitantes de agua, y el tratamiento no inoculado con la dosis Optima de fertilizante en
condiciones de déficit hidrico mostraron los mejores efectos sobre el crecimiento de la cebolla,
tendiendo a incrementar sobre el control de produccién las variables area foliar, indice de area
foliar, peso fresco de hojas, peso seco de raiz y bulbos, y N foliar en la etapa media del
cultivo, y diametro del bulbo, el peso fresco y seco de bulbos al final del cultivo. En
condiciones de estrés hidrico y fertilizacibn moderada, el consorcio microbiano incrementd el
contenido de N en bulbos, y con esto su calidad nutricional a la vez de ahorrar agua y
fertilizantes, aunque con un costo de pérdida en el rendimiento. La condicidn de estrés hidrico
redujo el nimero de hojas en todos los tratamientos, y de acuerdo con la dindmica de las tasas
de crecimiento también indujo una maduracion méas réapida de las plantas. Asimismo se
observd que el déficit nutricional sin la aplicacion de fertilizantes en condiciones no limitantes
de agua retras6 la maduracion de la cebolla de acuerdo a las tasas de crecimiento analizadas y
a una mayor asignacion de biomasa a las raices observada en la etapa media del cultivo. La
eficiencia en el uso de nutrientes fue superior en los tratamientos con dosis moderada de
fertilizantes en combinacion con el consorcio microbiano en ambas condiciones de riego
normal, mientras que un exceso de disponibilidad de nutrientes con dosis completa de
fertilizante NPK en combinacion con el consorcio microbiano disminuyeron la eficiencia del
uso de nutrientes, y no incrementaron el rendimiento. El rendimiento alcanzado no vario entre
el control de produccién y los tratamientos con la mitad de la dosis de fertilizante en
combinacion con el inoculante sin deficit hidrico, y el tratamiento con la dosis 6ptima no
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inoculado en condicion de déficit hidrico. En general las variables vinculadas al area foliar y al
contenido de N se asociaron con el rendimiento obtenido. De esta forma, se propone el
consorcio microbiano utilizado como una alternativa agroecoldgica para maximizar la EUN y
la calidad nutricional de la cebolla en combinacion con dosis moderada del fertilizante
inorganico; y en ausencia del consorcio se recomienda la dosis dptima de fertilizante bajo
régimen de déficit hidrico para conseguir un rendimiento similar al comercial en lugares
donde la disponibilidad de agua sea escasa.
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CAPITULO 7

Discusidn general y conclusiones

Desde las rizobacterias hasta la estabilidad del agroecosistema

En el comienzo de esta investigacion se plante6 que las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) tendrian un efecto benéfico no solamente sobre el crecimiento de
las plantas, sino que se tendrian en cuenta muchos otros factores que en general no se habian
estudiado simultaneamente en investigaciones anteriores mostradas en la literatura, por lo que
se consideré un enfoque agroecosistémico, con la finalidad de producir pero con el menor
impacto sobre el medio ambiente, y ademas, bajo condiciones estresantes de disponibilidad de
agua y nutrientes. De acuerdo con la hipétesis planteada, se sugirio que con el uso del
consorcio microbiano (CM) se podria reducir significativamente la cantidad de fertilizante
NPK vy alcanzar el mismo rendimiento que se obtiene de forma convencional sin el uso de
microorganismos. También se considerd que el CM podria aminorar los efectos del estrés
hidrico sobre el cultivo de cebolla, asi como incrementar la calidad del suelo. De esta manera,
en cada capitulo se trat6 de forma individual cada uno de estos temas, y se discutieron
detalladamente cada uno de estos efectos, con la intencion de presentar en este capitulo final
un concepto integrado de lo que representaron los resultados desde el punto de vista
agroecoldgico. Asi, con una breve discusion de los resultados mas evidentes obtenidos se
desea mostrar el impacto que pueden tener los microorganismos (biofertilizantes) sobre el
agroecosistema cebolla.

Los microorganismos tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la salud de
suelo debido a su accidn/participacion en procesos como la meteorizacion bioldgica y
formacion del suelo, nueva formacion de minerales secundarios, desarrollo de la estructura del
suelo, descomposicién de materia organica, transformacion de nutrientes a formas mas
disponibles, produccion de antibioticos, sintesis de fitohormonas, bioremediacion, tolerancia
al estrés, secrecion enzimatica, promocion de la salud vegetal, y soporte de las redes tréficas
complejas del suelo (Dash et al., 2019). Para Zamora et al. (2012), cuanta mayor diversidad
funcional exista en un ecosistema, mas eficiencia habrd en cuanto a propiedades como
productividad, resiliencia y resistencia.

En este orden de ideas, y de acuerdo con Odum (1989) y Seybold et al. (1999), la
resistencia (habilidad del ecosistema para continuar funcionando sin ningun cambio cuando
ocurre un estrés por algun disturbio) y la resiliencia (capacidad del ecosistema para
recuperarse después del disturbio) son los componentes de la estabilidad del ecosistema, y esta
es una parte esencial de la sustentabilidad, donde los microorganismos juegan un papel critico
(Prasad et al., 2021). Los microorganismos contribuyen a la formacion de un agroecosistema
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estable gracias al papel que ejercen sobre la biodiversidad, los ciclos bioldgicos saludables y la
actividad microbiana del suelo (Prasad et al., 2021).

Con el rapido crecimiento de la poblacion mundial, la produccion sostenible de
alimentos para satisfacer las demandas y necesidades de la poblacién es un tema determinante
en el sector agricola. Para ello, es fundamental el desarrollo y consolidacion de nuevas
alternativas agrobiotecnoldgicas ecoldgicas, sostenibles y eficientes para incrementar el
rendimiento, la calidad de los cultivos y restaurar la fertilidad del suelo; y en este sentido el
uso de las RPCV representan una estrategia ecologica y viable para enfrentar los desafios de la
seguridad alimentaria y el cambio climatico gracias a su diversidad metabolica y genética
(Diaz-Rodriguez et al., 2021).

Teniendo en cuenta esto ultimo planteado, y con la intencion de tener una vision
integradora con los puntos mas interesantes obtenidos en la presente tesis, se realiz6 un
analisis de correlaciones entre las variables y de ese modo seleccionar las mas significativas en
cada capitulo (Anexo 1). De esta manera, esta tesis se presenta desde tres aristas principales
del agroecosistema por estos ser los mas influenciados a partir del manejo con y sin el
biofertilizante (consorcio microbiano) como se describe a continuacion:

Aspectos sobre la productividad

A nivel del desarrollo inicial del cultivo, el consorcio microbiano seleccionado logro
mejorar las variables de crecimiento y la actividad fotosintética de las plantulas,
convirtiéndose en una opcién prometedora para la producciéon de plantulas de cebolla con
mayor vigorosidad para ser llevadas a campo y tener mayor éxito en el trasplante.

En lo concerniente en las condiciones de campo se consiguié una mayor eficacia de los
recursos e insumos externos gracias a las mejoras proporcionadas por la biotecnologia
aplicada. El efecto biofertilizante que causaron los microorganismos en el suelo fue
fundamental en la mayor disponibilidad de nutrientes para las plantas a pesar del déficit
nutricional con las dosis reducidas de NPK. En este sentido, el consorcio microbiano permitio
reducir la mitad de la dosis de NPK comercial que convencionalmente se aplica en campo sin
representar pérdidas en el rendimiento, lo que implicé mayor eficiencia del uso de nutrientes,
que en resumen se traduce en mayor economia para el agricultor, y mayor salud tanto del
ambiente como para el ser humano.

El mejoramiento de aspectos asociados con el crecimiento y la calidad nutricional del
cultivo, tanto en condiciones de riego normal como en déficit hidrico, permite promover el uso
del consorcio microbiano por su capacidad para aminorar los efectos adversos del estrés
hidrico. Asi, dependiendo del interés agricola, aunque con una pequefia reduccion en el
rendimiento, este consorcio permite ofrecer un producto de mayor valor nutricional en pro del
medio ambiente.
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En otro orden de ideas, sin el uso de los microorganismos se consiguié un mayor
rendimiento del cultivo con la aplicacion de la dosis optima de fertilizante NPK, que
probablemente estimuld la sincronizacion de nutrientes de acuerdo al esquema utilizado.
Igualmente se destaca el aumento de la eficiencia del uso del agua de riego en la condicion de
déficit hidrico, que fue un punto clave en el disefio del manejo aplicado, pero en el que los
microorganismos no jugaron el papel principal. En cuanto a la productividad en términos
generales vale la pena destacar las correlaciones encontradas entre indices de productividad
como el IAF, la TCA, y el % N foliar con el rendimiento (Anexo 1), y la mayor incorporacion
de biomasa por el incremento de la asimilacion de nutrientes. Entre estas variables, el IAF al
inicio de la bulbificacion se considera determinante para el rendimiento, y es altamente
dependiente de la temperatura, el suministro de agua y de nutrientes en la etapa de desarrollo y
crecimiento de las hojas (Dogliotti et al., 2011; Casierra y Vargas, 2015); y de acuerdo con
este planteamiento, el IAF alcanzado en el tratamiento 50 % NPK + CM en condicion RN y
por el tratamiento 100 % No inoculado en condiciéon DH fue decisivo para obtener el
rendimiento alcanzado en ambos tratamientos similar al control de produccion, incluso
tendiendo a ser mayor que este (Capitulo 6).

Aspectos sobre la ecofisiologia

Los microorganismos actuaron favorablemente sobre la actividad fotosintética en
condiciones de riego normal que a su vez mejoro la eficiencia en el uso del agua fotosintética
(EUAy), v se reflejé en mayor contenido de N foliar y aumento en el rendimiento con menor
uso de nutrientes. Mientras que, en condiciones de estrés hidrico los tratamientos inoculados
con y sin fertilizantes NPK mostraron mayor transpiracion, menor EUA¢ y esto ocasiond
pérdidas en el rendimiento. Sin embargo, existe un punto favorable en estas condiciones que
fue la mayor asimilacion de N en bulbos y mayor eficiencia en el uso de nutrientes (EUN) que
se muestran como aspectos mejoradores de la tolerancia al estrés hidrico posiblemente por
algin mecanismo propuesto como la actividad ACC deaminasa, que aunque no se comprobo,
es posible que la realice el consorcio microbiano utilizado como se indic6 en las referencias
del capitulo 6.

Desde otro punto de vista, las relaciones hidricas del cultivo estuvieron mas vinculadas
con la disponibilidad de agua que con los microorganismos, y se determind que el mecanismo
que la cebolla desarrolld fue el cierre estomatico para evitar pérdidas de agua sin afectar su
actividad fotosintética y aumento de la EUA. También se determin6 que este hibrido no
realizd ajustes osméticos, pero si incrementd la rigidez de la pared celular mostrandose como
tolerante ante la escasez de agua. Ademas, a pesar de no haber un resultado significativo con
respecto al potencial hidrico, se destaca que esta variable correlaciond positivamente con el
rendimiento (Anexo 1).
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Aspectos del suelo

Indudablemente la accion de los microorganismos biofertilizantes sobre el suelo fue
significativamente favorable. EI consorcio microbiano incrementd la biomasa microbiana y
promovid la actividad enziméatica. Ademas se logrd corroborar que la presencia de altas dosis
de fertilizantes afecta negativamente a la microbiota del suelo. De tal manera, la presencia del
fertilizante NPK afectd de forma negativa (inhibitoria) las actividades de enzimas como la
deshidrogenasa, la fosfatasa alcalina, la ureasa y la amonificacion de la arginina; aunque, y no
menos interesante, se determind que las actividades de hidrolisis del diacetato de fluoresceina
y la B-glucosidasa no fueron sensibles a la fertilizacion inorganica.

Asimismo, en cuanto al estado ecofisiologico de la microbiota del suelo también se
determind que en presencia del consorcio microbiano y a bajas dosis de fertilizantes se
produce un menor impacto en comparacion con un manejo convencional. Ademas, el
consorcio microbiano favorecié el metabolismo de la microbiota debido a que incremento el
uso eficiente de los sustratos energéticos. Cabe resaltar que en condiciones de déficit hidrico el
consorcio logré aminorar los efectos de esta condicion en la comunidad microbiana ya que
disminuyé el cociente ecofisiolégico de eficiencia metabdlica. EI consorcio incrementd la
fraccion microbiota del suelo actuando asi sobre la estructura (fraccion microorganismos),
también incrementd la restauracion de la actividad bioldgica del suelo fortaleciendo asi la
resiliencia del suelo.

Teniendo esto en cuenta desde un enfoque mas integrador se realizé un analisis de
estos resultados para conocer el efecto del manejo realizado sobre la calidad del suelo a traves
de la estimacion de indices integradores cuyo procedimiento se puede detallar en el Anexo 2.
Para ello se utilizaron tres indices de calidad del suelo (ICS): el indice de alteracion 3 (1A3),
basado en las actividades enzimaticas B-glucosidasa, fosfatasa, ureasa (Puglisi et al., 2006;
Anexo 2a); la Media Geométrica de actividad enzimatica y microbiana (MGgem) basado en la
actividad enzimatica y microbioldgica del suelo (Hinojosa et al., 2004, Garcia-Ruiz et al.,
2008; Sharma et al., 2016; Anexo 2b); y el ICS por comparacion del area (ICS4rea) a través del
uso de graficos de radar o estrella el cual se basa en la comparacion del area de un poligono
dentro del grafico de radar producido a partir de un grupo de pardmetros del suelo individuales
entre suelos cultivados y un suelo control (Kuzyakov et al., 2020; Anexo 2c). Estos indices
bioldgicos integrados estan basados en dos enfoques: enfoque “menos es mejor” (IA3) o el
enfoque “mas es mejor” (MGgem € ICSara) para definir aquellos suelos con mayor calidad y
salud de acuerdo a su menor o mayor valor calculado (Paz-Ferreiro y Fu, 2016). Los
resultados de este calculo convergen en una mayor calidad del suelo en los tratamientos con
menores dosis de NPK y la presencia del consorcio microbiano, y en que esta calidad
disminuye a medida que la dosis de NPK aumenta (Tabla 1). Es decir, el orden de afectacion
del suelo debido a los tratamientos de fertilizacion mejoraron la calidad del suelo como sigue:
0% NPK + CM > 50 % NPK + CM > 100% NPK + CM > 100 % NPK no inoculado tanto
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para riego normal como déficit hidrico. Estos resultados son consecuentes con lo observado en
otras investigaciones sobre indices de calidad del suelo (Meyer et al., 2014; Sharma et al.,
2016; Kuzyakov et al., 2020).

Tabla 1. indices de calidad del suelo para el agroecosistema de cebolla biofertilizada en
condiciones de deficit hidrico y fertilizacion inorganica.

indices de calidad del suelo

|A3 MGaem |CSArea
Control referencial -17,02+0,14a 27,13+1,36b 1+0,0c
RN 0% NPK + CM -16,64+2,12ab 27,26+1,75b 1,19+0,20b
RN 50% NPK + CM -8,93+0,57c¢ 22,75+1,77¢ 0,70+0,08de
RN 100% NPK + CM -2,68+0,37e 14,35+0,42¢e 0,23+0,02f

0 )

RN 100% NPK no inoculado ) o\ 7a0¢ 14,09+0,68¢ 0,28+0,03f
(Control de produccion)
RN suelo no rizosférico -16,98+0,74a 20,72+1,49cd 0,78+0,13d
DH 0 % NPK + CM -17,83+1,30a 31,26+2,38a 1,53+0,16a
DH 50% NPK + CM -5,96+1,61d 20,63+0,56¢d 0,59+0,07e
DH 100% NPK + CM -1,63+1,56¢f 7,92+0,18f 0,18+0,03ef
DH 100% NPK no inoculado -0,47+1,95f 4,51+1,05¢ 0,13+0,05f
DH suelo no rizosférico -14,8+60,47b 20,41+0,59d 0,75+0,05de

Valores promedios (n=3) y desviacion estandar (x). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba de medias LSD a un nivel de confianza del
95%. Condicion de riego: RN= riego normal, DH= déficit hidrico. El porcentaje representa la
dosis aplicada del fertilizante NPK. CM= consorcio microbiano.

Se observé también la alta correlacion de la MGgem con las actividades microbioldgicas
y enzimaticas del suelo asi como con la EUNy en bulbos y el FPP (Anexo 1). Similar a la
presente investigacion, en muchos trabajos se ha reportado la correlacién entre las actividades
enzimaticas y la actividad microbioldgica. Por ejemplo, Sharma et al. (2016) y Ebrahimi et al.
(2021) reportaron la correlacion altamente significativa entre las actividades enzimaticas de
las hidrolasas, la deshidrogenasa, y la biomasa microbiana, por lo que se puede considerar que
en el presente estudio se realizd un monitoreo adecuado de la calidad del suelo con las
actividades escogidas para evaluar la actividad de los microorganismos en el agroecosistema
cebolla.
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Cambios relativos en las propiedades del agroecosistema

Finalmente, desde el punto de vista agroecosistémico se tomaron en cuenta variables
de la productividad y ecofisiologia del cultivo ya discutidas, de acuerdo a las correlaciones
obtenidas mas representativas y se realizd un analisis utilizando los gréficos de radar,
calculando el &rea del poligono irregular en cada tratamiento y su posterior comparacion
estadistica (detalles en el Anexo 3). Esta representacion gréfica se consideré como los cambios
relativos en algunas propiedades del agroecosistema.

En las Figuras 1 y 2 se observa que la mayor area sin duda se obtuvo con el tratamiento
50 % NPK + CM en la condicion RN (Figura 1), y en la condicion DH (Figura 2); ambos
tratamientos tendieron a ser superiores al area del control de produccion en 25 % y 14 %
respectivamente, lo que implica la mejoria de las variables del agroecosistema que se
consideraron, y en esos mismos porcentajes ademas con un ahorro importante del 50 % de la
cantidad de fertilizante inorganico aplicado sin pérdida en la produccién especialmente en el
tratamiento 50 % NPK + CM en la condicion RN como se discutié en el capitulo 3. Por otra
parte, la relacion del &rea entre el tratamiento 100 % NPK no inoculado en la condicion DH y
el control de produccién indicd que este tratamiento fue similar al control, apenas mostrando
un 12 % menos area que el control, y como ya se discutio en el capitulo 3 un ahorro del 35 %
del agua sin pérdida en la produccion (Figura 2). Asimismo, se mostré una mayor afectacion
del agroecosistema en términos generales con el tratamiento 0 % NPK + CM en ambas
condiciones de riego, debido a que mostro la reduccion del area en 36 % y 17 % para la
condicion RN y DH respectivamente, en comparacion con el control de produccion, lo que
implica la disminucion del funcionamiento del agroecosistema, mostrando solamente una
mejoria en la calidad del suelo, pero una reduccion significativa del resto de variables de
importancia en este sistema productivo. Igualmente, se observé una tendencia a la reduccion
del funcionamiento del agroecosistema con el tratamiento 100 % NPK + CM en ambas
condiciones de riego en 16 % y 22 % para la condicion RN y DH respectivamente (Figuras 7 y
8). En general, el orden en que los tratamientos afectaron las variables del agroecosistema
cebolla y su funcionamiento fue: RN 50 % NPK + CM > DH 50 % NPK + CM > RN 100 %
NPK No inoculado (control del produccion) > DH 100 % NPK No inoculado > RN 100 %
NPK + CM > DH 100 % NPK + CM > DH 0 % NPK + CM > RN 0 % NPK + CM.
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RN | RN 0% NPK +CM
----- RN 50% NPK + CM
Rend
2,40 T+ = = =RN 100% NPK + CM
A 2,00 + MG

RN 100% NPK no inoculado
(Control de produccién)

PSbulb EUA Area,, /Area
RN 0% MPKE + Ch 0,64¢
RM 50% MEK + CMW 1,25a
., . RM 100% MPK + CM 0,84bc
Diam bulb N foliar
RN 100% NPK no inoculado
[Control de produccidn) 1,00ahb

Ext N IAF

Figura 1. Cambios relativos en las propiedades del agroecosistema de acuerdo con los
tratamientos aplicados en la condicion riego normal (RN). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas segin la prueba de medias LSD a un nivel de
confianza del 95%. Los valores se estandarizaron utilizando como referencia el control de
produccion. El porcentaje representa la dosis aplicada del fertilizante NPK. CM= consorcio
microbiano. Rend= rendimiento, MG= ICS Media geométrica, EUA= Eficiencia del uso del
agua, IAF= indice de area foliar, Ext N= extraccién de N en bulbos, Diam bulb= didmetro del
bulbo, PS bulb= peso seco del bulbo, A= tasa de asimilacion de CO,.
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DH ] e DH 0% NPK + CM
Rend | ==--- DH 50% NPK + CM
2,40 T

— = = DH 100%NPK + CM
MG
— 4= DH 100% NPK no inoculado

RN 100% NPK no inoculado
(Control de produccion)

PSbulb EUA

Areay, fArea,,

H 0% NPK + CM 0,83bc

H 50% NPK + Ch 1,14a
Diam bulb

H 100% NPKE no inoculade  0,88bc
Ext N IAF M 100% NPK no
inoculado (control) 1,00ab

N foliar tH 100% NPK + CM 0,78bc

Figura 2. Cambios relativos en las propiedades del agroecosistema de acuerdo con los
tratamientos aplicados en la condicion déficit hidrico (DH). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas seguin la prueba de medias LSD a un nivel de
confianza del 95%. Los valores se estandarizaron utilizando como referencia el control de
produccién. El porcentaje representa la dosis aplicada del fertilizante NPK. CM= consorcio
microbiano. Rend= rendimiento, MG= ICS Media geométrica, EUA= Eficiencia del uso del
agua, IAF= indice de area foliar, Ext N= extraccién de N en bulbos, Didm bulb= diametro del
bulbo, PS bulb= peso seco del bulbo, A= tasa de asimilacién de CO..

De manera global se puede considerar que los microorganismos del suelo,
especialmente los biofertilizantes en forma de consorcio microbiano, actian sobre el
agroecosistema mejorando muchas de sus funciones como: 1. El incremento del rendimiento y
de la disponibilidad de nutrientes, ya que mejoran el contenido de nutrientes en el suelo y la
absorcion de nutrientes en las plantas (Raimi et al., 2017; Diaz-Rodriguez et al., 2021); 2.
Suministro de nutrientes a bajo costo y como consecuencia el incremento de la economia: por
ejemplo, en Africa los biofertilizantes preparados con base en rizobios suficientes para una
hectarea cuesta en promedio 5 $, frente al costo del fertilizante urea cuya cantidad necesaria
para suministrar la misma cantidad de nutrientes es de 100 $ para una ha; 3. Prevencion de
plagas y enfermedades por inhibicion de patdgenos a traves de sus actividades metabdlica o
por competencia. 4. Bioremediacion, incremento de la tolerancia al estrés hidrico en zonas
semiaridas por diversos mecanismos como la produccion de fitohormonas, y la ACC
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deaminasa; 5. Mejoramiento de la salud humana (Raimi et al., 2017; Diaz-Rodriguez et al.,
2021); 6. Uso sostenible de la biodiversidad microbiana autoctona del suelo.

De acuerdo con Mondal et al. (2020), los inoculantes microbianos presentan varias
ventajas sobre los fertilizantes y agroquimicos porque ofrecen mayor seguridad al ecosistema
y a la salud humana; son mas especificos y eficaces en pequefias cantidades; estimulan el
crecimiento tanto de su planta hospedadora como el de su microbiota asociada; se degradan
mas rapidamente que los productos agroguimicos convencionales, siendo inocuos para el
medio ambiente; el desarrollo de resistencia que puedan ocasionar es insignificante; y su uso
es posible tanto en sistemas de manejo integrados como en sistemas de manejo
convencionales.

Los microorganismos del suelo tienen un papel fundamental en la salud de este porque
son los responsables de hacer circular la materia orgénica y los nutrientes, mejoran la
fertilidad, y conducen a la productividad del ecosistema debido a que tienen el potencial de
mejorar la mineralizacion y la disponibilidad de nutrientes (Prasad et al., 2021); y aunque los
microorganismos suelen vivir en el suelo, su comunidad puede incrementarse mediante la
inoculacion o con préacticas de manejo agricola que mejoren su abundancia y actividad (Prasad
etal., 2021).

Actualmente no hay suficiente investigacion sobre los efectos de la aplicacion conjunta
de fertilizantes quimicos e inoculantes microbianos sobre la calidad del suelo y la nutricion de
las plantas (Angulo et al., 2020), por lo que se considera que la presente tesis representa un
gran aporte para el area de la agroecologia. Para Ortega (2015), la adicion de inoculantes
microbianos se considera como una estrategia de manejo integrado de nutrientes. A su vez se
sustenta en las relaciones propuestas por Prasad et al. (2021) pues los factores bioldgicos
forman parte de la calidad del suelo, la calidad del suelo es parte de la calidad del medio
ambiente, y la calidad del medio ambiente es un punto clave dentro de la agricultura
sostenible; lo que implica que desde el comienzo los factores bioldgicos estarian siendo
favorecidos directamente con el uso de inoculantes microbianos.

En adicion, el consorcio microbiano aplicado en esta investigacion logro revertir los
efectos adversos causados en la estructura del suelo luego de la mecanizacion y restablecer la
biomasa microbiana principalmente. Por lo tanto, las RPCV utilizadas tendrian una
implicacion ecoldgica favorable para la sostenibilidad del agroecosistema. Asimismo, se debe
destacar que ademas de favorecer la calidad del suelo, el consorcio microbiano coadyuvo a
alcanzar un rendimiento optimo del cultivo, de forma mas consona con el medio ambiente, que
como se realiza generalmente de forma convencional solo con el uso indiscriminado de
fertilizantes inorganicos.
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Conforme a la realidad actual, es importante sefialar la preparacion cuidadosa que tuvo
el biofertilizante CM MEO1+Leu2A, ya que este punto del control de calidad de los
biofertilizantes para su comercializacion y éxito en campo fue mencionado por la Dra. Rosa
Poch en el Simposio Mundial sobre la Biodiversidad del Suelo 2021 (FAO, 2021), y por
Bhattacharyya et al. (2020), pues se ha detectado que muchas de las formulaciones disponibles
en el mundo son pobres (titulos bacterianos insuficientes) y contienen numerosos
contaminantes. De hecho, se ha descubierto que hay contaminacion bacteriana en el 63 % de
las formulaciones disponibles. Hoy dia, los biofertilizantes son una alternativa rentable a la
aplicacion de agroquimicos, y mediante su uso se pueden evitar los efectos dafiinos
irreparables de los agroquimicos al medio ambiente, pero es necesario un manejo adecuado y
uso eficaz de los biofertilizantes por parte de los agricultores para que tengan un uso
importante en las practicas agricolas sostenibles en un futuro cercano.

El potencial agrobiotecnolégico de las RPCV ha sido notable en los ultimos afios,
razon por la que en este momento crucial para el ambiente se debe desarrollar nuevos
inoculantes microbianos que produzcan incrementos en la nutricién vegetal y el aumento de la
tolerancia al estrés en los cultivos, a su vez que puedan impactar favorablemente la economia
agricola, y la calidad y salud ambiental. Sin embargo aun es necesario tener en cuenta muchas
consideraciones para gque su aplicacién en campo sea una realidad exitosa, junto con otras
practicas de manejo sostenibles. A continuacion se muestra un esquema final integrador en el
que definitivamente la utilizacion del CM con dosis reducida (50%) de fertilizante inorganico
caus6 un impacto positivo sobre el agroecosistema, logrando optimizar el uso de recursos para
incrementar la productividad y restablecer el equilibrio dindmico del agroecosistema cebolla
(Figura 3).
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RN DH
Planta <A >E, >Tf, <A, <Gs,
0% NPK + CM <Rend, <VC, <IP <Rend. <VC
>A, >EUA; >E, >Tf, <Gs
50% NPK + CM >Rend, >VC, >EUN, >%Nf, <VC

>EUN, >IP, >%Nf

>A, >E, >Tf, <Gs

>A

100% NPK + CM

11 11
1 1 11

<VC, <IP, <Rend, <Rend. <VC,
@%‘\ <EUAr <EUAr, <IP
100% NPK | >A, >EUA;
No inoculado Contro <E, <Gs, <Tf
>Rend, >EUA,
Suelo
>Act.mic, >Act.mic, >Act.enz.,
N/ | 0% NPK + CM | - >Act.enz., >CS >CS
>Act.mic, >Act.mic,

50% NPK + CM

!

>Act.enz., >CS >Act.enz., >CS

' 1+ 1

100% NPK + CM - <Act.mic, <Act.mic,
<Act.enz., <CS <Act.enz., <CS

100% NPK - - <Act.mic
No inoculado Control <Act.enz., <CS

Figura 3. Efectos mas significativos de los microorganismos sobre el agroecosistema cebolla,
en condiciones de estrés hidrico y fertilizacion inorganica. Letras de color azul indican las
variables que son similares o superiores con respecto al control de produccion. Letras de color
vinotinto indican las variables que son inferiores con respecto al control de produccién. CM=
consorcio microbiano; RN= riego normal; DH= déficit hidrico; A= tasa de asimilacion de
CO,; E= tasa de transpiracion; Gs= conductancia estomatica; Tf= temperatura foliar; Rend=
rendimiento; VC= variables de crecimiento; EUA= eficiencia del uso del agua fotosintetica;
EUA,= eficiencia del uso de agua de riego; IP= indices de productividad; %Nf= % nitrégeno
foliar; Act.mic= actividad microbiolégica; Act.enz= actividad enzimatica; CS= calidad del
suelo.
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Conclusiones

En la Tabla 2 se presenta de manera resumida y secuencial las conclusiones obtenidas

de acuerdo con cada objetivo planteado.

Tabla 2. Objetivos y conclusiones de los capitulos de la tesis. Para cada capitulo se presenta la

conclusion general mas importante.

Objetivos

Conclusiones

Capitulo 2

Seleccionar un consorcio microbiano
promotor del crecimiento vegetal de
microorganismos  autdctonos  del
estado Mérida, para el crecimiento de
plantulas de cebolla en condiciones de
umbraculo, utilizando un suelo
proveniente de una zona semiarida,
con miras a incrementar la produccion
regional 'y nacional, asi como
disminuir las dosis de fertilizantes
quimicos en campo.

Se comprobOd que existe una especificidad y
compatibilidad cepa-cepa y cepas-cultivo, en
respuesta a la interaccion planta-microorganismo-
suelo, de acuerdo a la relacion bioquimica,
fisioldgica y ecoldgica entre estos factores, por la
variedad de exudados radicales que puedan
expresarse. Se selecciond el consorcio MEQ1 +
Leu2A (Rhizobium tropici + Bradyrhizobium
japonicum) porque fue la combinacién que
incrementd todas las variables determinadas,
especialmente el diametro de la base del pseudotallo,
determinante para el cultivo de cebolla, y
produjo una mayor tasa de asimilacion de CO; en
las plantulas.

Capitulo 3

Determinar los grados-dia acumulados
y la radiacion requerida durante el
ciclo en condiciones no estresantes, y
el rendimiento de un cultivo de
cebolla bajo déficit hidrico inducido y
biofertilizacion, con el fin de obtener
un uso mas eficiente del agua, siendo
este un recurso tan valioso y limitante,
y ahorrar fertilizantes con un enfoque
agroproductivo y sostenible.

El cultivo acumulé 1334 °C y 1188 MI m? d™en el
momento de su cosecha a los 71 dias después de
trasplante (ddt). El rendimiento fue de 36 t ha™,
similar en ambas condiciones de riego, y el
tratamiento Deéficit Hidrico resulté en un ahorro de
35 % de agua y el incremento de 47 % de la
eficiencia del uso del agua. Con el consorcio
microbiano se ahorr0 el 50 % de NPK en
condiciones no limitantes de agua y se consiguio un
rendimiento similar al del control de produccién 100
% NPK no inoculado. Se recomienda la menor
frecuencia de riego y la dosis de fertilizantes 100 %
NPK sin inocular bajo deficit hidrico, y el uso del
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consorcio microbiano con el 50 % NPK sin estrés
hidrico, como practicas agrosostenibles para la
produccion de cebolla.

Capitulo 4

Determinar el efecto de un consorcio
microbiano compuesto por dos cepas
rizobianas sobre las respuestas
ecofisioldgicas del cultivo de cebolla
en condiciones de déficit hidrico y
nutricional.

Se destacd el efecto del consorcio microbiano sobre
una mayor actividad fotosintética en condiciones no
limitantes de agua que permitié alcanzar el mismo
rendimiento que el control de produccién, y ademas
el ahorro del 50% de NPK. Los tratamientos
inoculados en condiciones de estrés hidrico
mostraron incremento en la tasa de transpiracion, y
menor EUAy;, que impactaron negativamente el
rendimiento. Se demostrd que el hibrido de cebolla
utilizado no realiz6 ajustes osmoticos, y si
increment6 su modulo de elasticidad en condiciones
de déficit hidrico y sin la presencia del inoculante, y
el cierre estomatico fue el mecanismo de evasion
mas importante en respuesta ante la falta de agua.

Capitulo 5

Evaluar el efecto de la adicion de
biofertilizantes (un consorcio
microbiano) sobre la actividad

microbioldgica y enzimatica del suelo,
y su influencia sobre la microbiota
nativa en un suelo cultivado con
cebolla en condiciones de déficit
hidrico y nutricional.

El consorcio microbiano increment6 la biomasa
microbiana con 0% NPK en condiciones no
limitantes y limitantes de agua, favoreciendo de esta
manera a las comunidades microbianas autéctonas,
mejorando ademas el cociente microbiano y
tendiendo a mejorar el cociente de eficiencia
metabolica. La dosis 100 % NPK causO un estrés
metabdlico en las bacterias inoculadas, ya que tendio
a disminuir la eficiencia ecofisiolégica de la
microbiota. Las variables deshidrogenasa, fosfatasa
alcalina, ureasa, y amonificaciéon de arginina
resultaron sensibles a la aplicacion del inoculante, a
la fertilizacidn inorganica y al estrés hidrico.

Capitulo 6

Evaluar el efecto del biofertilizante
(un consorcio microbiano) sobre el

Los tratamientos 50 % NPK + CM vy el tratamiento
100 % NPK no inoculado promovieron el area foliar,
indice de area foliar, peso fresco de hojas, peso seco
de raiz y bulbos, % N foliar en la etapa media del
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crecimiento y la distribucion de
asimilados en cebolla bajo
condiciones de déficit hidrico y
nutricional en un ciclo de cultivo

cultivo, y diametro del bulbo, el peso fresco y seco
de bulbos, y % N bulbos al final del cultivo. Las
tasas de crecimiento mostraron que el DH acelera la
maduracion del cultivo, y que el déficit nutricional
retrasa esta fase. EI CM con la dosis 50 % NPK se
recomienda para maximizar la EUN y la calidad
nutricional de la cebolla sin afectar su rendimiento,
debido a los mecanismos de biofertilizacion y
bioestimulacion del crecimiento vegetal.

Capitulo 7

Establecer las correlaciones entre las
variables estudiadas para determinar
el efecto de la biotecnologia
(biofertilizantes) sobre las
propiedades del agroecosistema de

El consorcio microbiano planteado podria ser una
alternativa para mejorar la calidad y salud del suelo
en condiciones de baja concentracion de
fertilizantes, en especies tolerantes a la sequia y en
zonas semiéridas y pudiera ser usado en planes de

cebolla.

restauracion de suelos con condiciones similares a
las mostradas en la presente investigacion, y que
ademas a futuro pueda incrementar la capacidad de
resiliencia del suelo. Ademas, el CM se presenta
como una alternativa factible dentro de las practicas
agrosostenibles para la produccion de cebolla, con
resultados cuantificables para la produccion,
apoyando los recursos naturales y la biodiversidad
autoctona en pro del medio ambiente.

Recomendaciones finales

Utilizar el consorcio microbiano MEO1+Leu2A como una opcién para mejorar la
produccion de cebolla en condiciones de semillero y campo.

Emplear variedades o hibridos que se adapten al estrés hidrico en ensayos de este tipo,
para asi disminuir pérdidas de produccion.

Se recomienda incluir esta practica de riego deficitario controlado a nivel de
productores como una estrategia eficiente y sostenible en Venezuela para el cultivo de
cebolla.

Se recomienda evaluar el CM con otras variedades de cebolla, otras especies vegetales,
y en suelos con diferentes caracteristicas para determinar su efectividad y ampliar su
rango de aplicacion a nivel agricola.
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ANEXOS

Correlacion entre las variables determinadas en el agroecosistema

El andlisis de correlaciones se realizo entre las variables que resultaron con diferencias
significativas entre los tratamientos en los capitulos 3, 4, 5y 6 de la presente investigacion.
Posteriormente se construy0 una matriz de correlacion con las variables que mostraron
significancia, con los siguientes parametros: Rendimiento (t ha™), MGaem, eficiencia del uso
del agua de riego EUA, (kg m%), % N foliar a los 35 ddt, tasa de asimilacién de CO; a los 35
ddt a primeras horas de la mafiana (A), conductancia estomatica a los 35 ddt en horas del
mediodia (Gs), tasa de transpiracion a los 35 ddt en horas del mediodia (E), eficiencia del uso
del agua fotosintética a los 35 ddt a primeras horas de la mafiana (EUAy), potencial hidrico
foliar a los 69 ddt en horas del mediodia (W,), temperatura foliar a los 35 ddt en horas del
mediodia (Tf), biomasa microbiana por el contenido de carbono microbiano (Cmic), cociente
microbiano (quic), cociente de eficiencia metabdlica (qCO; Corg'l), actividad deshidrogenasa
(DH), fosfatasa alcalina (Fosf Alc), ureasa, amonificacion de arginina, indice de area foliar
(1AF) a los 35 ddt, extraccion de N en bulbos a los 69 ddt (g N bulbos m™), eficiencia del uso
de nutrientes (N) en bulbos a los 69 ddt (EUNy), factor parcial de productividad (FPP),
didmetro del bulbo, peso seco del bulbo, nUmero de hojas, tasa de crecimiento absoluto
(TCA). Para este andlisis se utiliz6 el programa PAST version 3.0 (Hammer et al., 2001); se
determind la normalidad de los datos con el test de Shapiro-Wilk, y la significancia de las
correlaciones a través de la correlacion de Spearman (p (rho)).
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IAF Ext N
Rendi Potenc m2/m2 g N
miento % N A gsreal  E 35 EUA | [al69  [Tfoliar Deshid  [fosf solo bulbos EUN  |FPP
Tn.ha - EUA | [foliar  [35ddt [35ddt pdt 35 ddt fddt 35 ddt q mic [Efic rogena  falcalin lamonif  [para m-2 pulbos  |kgkg - Hiam  [|PS um  |TCA
1 MG kg.m3 B5ddt Jsam 1lam  fllam [8am 12:30 Jilam _[Cmic netab _Isa 3 ureasa Jicarg IT1 T2 2% [1 pulbo_Joulbos _hojas 35 ddt
Rendimiento
[Tn.ha -1 1
MG -0,472 1
EUA kgm3 ]0592 |-0463 1
% N foliar
35 ddt 0421 ]-0.537 ] 0026 1
A 35ddt 8am 0,293 ]-0536 ] 0,090 0,497 1
jgsreal 35 ddt
11am -0,225 10438 0244 ]-0597 ]-0,171 1
E 35 ddt
11am -0,134 ]0,064 ]0392 |-0298 |-0,313 | 0,661 1
EUA ;35 ddt
Bam 0,104 |-0461 ]-0,084 ]0,388 | 0,528 | 0,081 }-0,050 1
Potencial 69
dt 12:30 0,634 ]-0633 ] 0,260 ]0649 ]0,381 ]-0,582 }-0,304 0,251 1
[Tfoliar 35
dt 11am -0,244 10,166 ] 0,274 |-0,478 10,049 0,140 10,167 0,010 |-0,243 1
ICmic -0,216 10773 ]-0283 |-0618 ]-0444 ]0499 10,005 }0420 |-0487 ]0,144 1
M -0,251 10,753 |-0,183 |-0,685 | 0484 ]0.627 0,141 } 0482 ]-0,564 ]0,182 | 0,952 1
Efic metab 0,030 J-0563 ]0,167 0575 ]0541 ]-0,353 ]0,005 0,501 0,275 10,031 }-0,811 }-0,750 1
Deshidrogen
jasa -0419 10917 ]-0,400 J-0522 }-0514 ]0488 } 0,017 }0500 |-0.559 } 0259 ]0.720 | 0.691 |-0.502 1
[Fosf alcalina -0,437 10,766 |-0,236 |-0,492 }-0,643 ] 0,640 10,110 |- 0598 |-0,653 | 0,169 0,647 | 0,659 |-0465 | 0,785 1
Ureasa -0,411 J0,964 |-0424 ]-0,557 |-0,491 ] 0,429 10,007 0453 |-0582 0284 0,781 10,749 |-0579 | 0,942 ]0,747 1
JAmonific arg -0,516 10953 |-0616 |-0.438 |-0522 ]0,306 |-0,067 }J-0464 |-0572 10020 J0716 §0694 |-0523 | 0870 J0.722 | 0914 1
IAF m2/m2
solo para T1 0824 10462 ] 0575 10430 | 0241 J-0.198 }-0037 |0.006 0536 ]-0.251 ]-0.143 |-0179 10014 ]-0.465 }-0.396 |-0.419 |-0.482 1
ExtNgN
bulbosm -2
[T2 0336 ]-0288 |0022 0500 |0422 |-0483 }-0164 0333 | 0458 ]-0394 |-0269 |-0274 |0303 |-0358 |-0472 ]-0,345 [-0253 | 0,512 1
EUN bulbos
T2 % -0,148 10,866 ]-0,329 |-0,152 |-0,277 ] 0,059 }-0,020 }0,409 ]-0,198 |-0,142 J0,616 | 0,602 }-0,354 | 0,770 ]0,507 ] 0,782 0,840 | 0,146 ] 0.833 1
FPPkgkg -1 10,463 10639 |0,265 |-0,245 |-0,422 ]0,357 ]0,069 |0, -662 | 0,075 ]0,147 ]0,610 ] 0,593 |-0.441 ] 0.689 ]0510 | 0,698 |0516 | 0,558 |0,236 |0,641 1
diam bulbo 0547 |-0,203 |-0,003 ]0445 | 0351 |-0.447 }-0251 |0,209 0375 ]-0516 }-0.205 |-0249 ]0211 }-0.237 |-0.284 |-0,244 ]-0123 | 0464 ]0656 ]0474 ]0381 1
PS bulbos 0441 |-0,192 |-0,140 ] 0,510 | 0,177 |-0,384 ]-0,260 | 0,046 0434 |-0,747 ]-0,160 |-0,214 ]0,042 ]-0,275 |-0,333 |-0,269 |-0,101 | 0,479 J0,693 |0476 ]0,238 ]0,732 1
Num hojas 0,046 10,179 ]-0587 ]0,207 | 0,033 |-0337 | 0512 Jo162 ] 0167 }-0339 |0,097 }-0009 |-0170 J 0,171 }-0031 | 0193 0,246 ]-0134 J 0091 J0131 |-0057 J0.248 | 0,336 1
[TCA35 ddt | 0727 |-0561 | 0460 |0405 | 0465 |-0.392 }-0078 |0.219 0526 |-0.202 |-0,317 |-0350 ]0.166 |-0.564 |-0.645 |-0.539 |-0578 ] 0.835 ] 0565 |0.034 |0294 ]0462 | 0545 |-0.147 1

Anexo 1. Coeficiente de correlacion de Spearman entre las variables mas representativas del agroecosistema cebolla, bajo la aplicacion
de biofertilizantes en condicion de déficit hidrico y fertilizacion inorganica. Los valores dentro cada casilla muestran el valor de p de
Spearman. Los valores en color rojo indican una correlacion significativa (p<0,05). Valores entre 0,4-0,69 indican una correlacion
moderada; valores entre 0,7-0,89 indican una correlacion alta; valores entre 0,9-1 indican una correlacion muy alta.
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a) Indice de alteracion del suelo (IA3) calculado utilizando la relacion de Puglisi et al.
(2006) mediante la siguiente ecuacion:

IA3 =7,87 B-GLU — 8,22 FOSF - 0,49 UR

Donde B-GLU (umol pNF g™ h™), FOSF (umol pNF g* h™) y UR (ug N-NH;" g* h)
representan los valores de las actividades enzimaticas de B-glucosidasa, fosfomonoesterasa
alcalina y ureasa respectivamente.

RN 50% NPK + CM

RN 100% NPK + CM

RN 100% NPK no inoculado
(Control de produccion)

RN suelo no rizosférico

DH 0% NPK + CM

DH 50% NPK + CM

DH 100% NPK + CM

DH 100% NPK no inoculado

DH suelo no rizosférico

Controlreferencial
RN 0% NPK + CM

o

H

'
wv
1

-10 -

-15

indice de alteracién 3 (1A3)

-20

)

Tratamientos

b) Media geométrica de actividad enzimatica y microbiana empleado por Hinojosa et
al. (2004), Garcia-Ruiz et al. (2008), Sharma et al. (2016).

MGaem =5/T[I_, AEM = = Y/DAF * DSH * ARG * FAC * FAL * GLU * UR * Cmic

Donde DAF, DSH, ARG, FAC, FAL, GLU, UR y Cmic representan los valores de
las actividades enzimaticas: hidroélisis del diacetato de fluoresceina, deshidrogenasa,
amonificacion de la arginina, fosfomonoesterasa 4cida, fosfomonoesterasa alcalina,
B-glucosidasa, ureasa y biomasa microbiana, respectivamente.
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N w w B
v o u o
1 1 1 )

[y
wv
L

Media Geométrica (MGgem)
= N
o o
1 1

wv
L

o

Control referencial

RN 0% NPK + CM

RN 50% NPK + CM

RN 100% NPK + CM

RN 100% NPK no inoculado

(Control de produccién)

RN suelo no rizosférico

DH 0% NPK + CM

DH 50% NPK + CM

DH 100% NPK + CM

DH 100% NPK no inoculado
DH suelo no rizosférico

Tratamientos

¢) Indice de calidad del suelo por comparacion del rea a través del uso de gréficos de
radar o estrella propuesto por Kuzyakov et al. (2020).

En el presente estudio la comparacion se realiz entre los tratamientos aplicados vy el
suelo referencial (equivalente al suelo natural antes del disturbio). Cada pardmetro
individual por tratamiento se estandariza a la unidad (1.0) tomando como referencia o
control el suelo natural con la ecuacion: std P; = Ptrat/Prer, donde Prrat €s el valor de la
actividad evaluada en cada tratamiento y Prer el valor de esa misma actividad en el suelo
referencial.

El célculo del area del octagono se calcula como la sumatoria de los ocho tridngulos
escalenos individuales, en los que uno de los vértices esta en el centro del grafico y los
otros dos vértices estan constituidos por las magnitudes de dos radios consecutivos o
adyacentes, y uno de los angulos corresponde al angulo central del poligono (octégono;
45°); se aplica la férmula del area de un triangulo conociendo el valor de dos lados y el
seno del angulo formado por dichos lados asi: Area = 0,5 * Pi * Pj * sen 45° donde Pi y Pj
son los valores de dos variables estandarizadas adyacentes y el area para cada poligono
generado sera la suma de los ocho triangulos:

Area =0,5*sen 45° * (SthSH*StdARG + stdarc™stdpar + Stdpar*Stdrostaic +
Stdrosraic*stdeLu + StdgLu™stdyr + stdur*Stdemic + Stdemic*Stdgmic + Stdgmic*Stdpsh)

Donde las variables estandarizadas DSH, ARG, DAF, FosfAlc, GLU, Ur, Cmic, gMic,
corresponden a la actividad deshidrogenasa, amonificacion de arginina, hidrolisis del
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diacetato de fluoresceina, fosfatasa alcalina, B-glucosidasa, ureasa, contenido de carbono
microbiano o biomasa microbiana, y cociente microbiano, respectivamente.

La férmula se puede generalizar para cualquier nimero de parametros usados en el grafico
radar:

]
2m
Area = 0,5 * Z stdPi # stdPj+ sen (—)
n
=

1
Donde std P;; stdP; es el parametro i estandarizado, n nimero de parametros utilizados y
(3,14).

Ahora bien, se define como ICS por area el cociente entre el area del suelo de cada
tratamiento y el area del suelo referencial o control; ICSarwes = Areatrat/Arearer.

Los ICS y gréficos de radar se determinaron con la hoja de calculo de Microsoft Office
Excel version 2007. Los resutados de los ICS y la evaluacidn del area de los cambios en las
variables del agroecosistema, se analizaron mediante un ANOVA de dos vias y la prueba
de medias LSD (p<0,05) con el programa Statgraphics (Statistical Graphics Corporation,
2002), y se comprobo el supuesto de homogeneidad de varianza con el test de Bartlett.

e Control referencial
000000 RN 0% NPK +CM

=== RN 50% NPK + CM |
= ¢ *RN100% NPK + CM

=== RN 100% NPK no inoculado (Control de
produccion)

=+ RN suelo no rizosférico

! ArearyfAreags

RN 0% NPK + CM 1,19
RN 50% NPK + CM 0,70
w > FosfAlc RN 100% NPK + CM 0,23
RN 100% MPK no inoculado
(Control de produccién) 0,28
RN suelo no rizosférico 0,78

GLU

e Control referencial

~~~~~~ DH 0% NPK + CM

=== DH50%NPK + CM

= = DH100%NPK +CM

= = DH 100%NPK no inoculado

=+ DH suelo no rizosférico

Areay /Areays
DH 0% NPK + CM 153
DH 50% NPK + CM 0,59
DH 100% NPK + CM 0,18
DH 100% NPK no inoculado 0,13
DH suelo no rizosférico 0,75

Anexo 2. Célculo de los indices de calidad del suelo (ICS).
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Anadlisis Gréafico

Finalmente, para evaluar los cambios relativos en las propiedades del
agroecosistema se realizO una comparacion entre nueve parametros representativos de
acuerdo con las correlaciones obtenidas, utilizando el enfoque comparativo por area y el
uso de graficos de radar para visualizar el efecto de los tratamientos. Los valores de las
variables se estandarizaron a la unidad tomando como control el tratamiento RN 100 %
NPK no inoculado (control de produccion), mediante la ecuacion std Pi= Prrat / PtrATCH
donde Prrat €s el valor de una variable por cada tratamiento, y Ptratcr €S €l valor de dicha
variable en el tratamiento control de produccion.

El area del nonagono se calculd mediante la férmula:

Area = 0,5 * sen 40° * (stdgeng*stdme + stdme*stdeuar + Stdeua*Stdntoiar +
Stdnfoliar*Stdiar + Stdiar*Stdexin + Stdexin*Stdpiameuib + Stdpiamaulb™*Stdpspui +
Stdpspuib™*stda + stda*Stdrend)

Donde las variables estandarizadas: Rend, MG, EUA,, Nf, IAF, ExtN, Diamb, PSbh, A,
corresponden al rendimiento, ICS por media geométrica de actividad enzimatica y
microbiologica (MGgem), €ficiencia en el uso del agua de riego, % N foliar a los 35 ddt,
indice de area foliar a los 35 ddt, extraccion de N en bulbos a los 69 ddt, diametro del bulbo
a los 69 ddt, peso seco del bulbo a los 69 ddt, y tasa de asimilacion de CO; a los 35 ddt a
primeras horas de la mafiana, respectivamente.

Los cambios relativos en las variables del agroecosistema se calcularon con la relacion:

Cambios en las variables del agroecosistema = Arearrat/ Arearratet

Los gréficos de radar y el célculo del area se determinaron con la hoja de calculo de
Microsoft Office Excel version 2007. Los resultados se analizaron mediante un ANOVA de
dos vias y la prueba de medias LSD (p<0,05) con el programa Statgraphics (Statistical
Graphics Corporation, 2002).

Anexo 3. Calculo para el andlisis multivariado del agroecosistema por area empleando
gréaficos de radar.
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