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1. PALABRAS CLAVE
Lactuca sativa, Nasturtium officinale, floating system, Larminar (Bacillus subtilis), Botrybel
(Bacillus velezensis), Nitratos, Vitamina C

2. RESUMEN

La lechuga (Lactuca sativa) de consumo doméstico es una planta muy apreciada en las ensaladas
por su contenido en vitaminas y elementos beneficiosos para la salud. Y el berro (Nasturtium
officinale) tiene muchas propiedades medicinales, y la mejor forma de aprovecharlas es mediante su
consumo directo en ensalada.

El sistema de bandejas flotantes es una técnica facil y rentable que permite un desarrollo rapido y
limpio de hortalizas de pequeiio tamafo. Este tipo de cultivo permite utilizar densidades de
plantacion muy elevadas en las que se debe tener en cuenta la competencia intraespecifica, elementos
bioldgicos que mejoren la calidad del producto y disminuyan la proliferaciéon de enfermedades, asi
como distintas soluciones nutritivas para mejorar su crecimiento. El objetivo de este proyecto es
utilizar rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR) Bacillus subtilis y Bacillus velezensis, en
sistema de bandejas flotantes de berro y de lechuga de variedades Ganeria y Diveria con el fin de
mejorar la calidad, el rendimiento y resistencia a la enfermedad de marras de nascencia (damping

off).

Se realizaron 2 experiencias en campo en distintas épocas del afo. En todas las experiencias, las
dos variedades de lechuga y la de berro se sembraron en bandejas ‘“styrofloat” con un substrato
comercial. Las densidades de plantaciéon fueron de 1700 plantas/m” en el caso de la lechuga, y de
2600 plantas/m” en el caso del berro; y los ciclos de plantacion variaron dependiendo de la época del
afo. El disefio experimental que se realiz6 fue de parcelas subdivididas. Se aplicaron los siguientes
tratamientos: berro y lechugas variedad Diveria y Ganeria, tratamiento bacteriano con B. subtilis o
B. velezensis y solucion nutritiva 4 mmoles N o 12 mmoles N.

En las 2 experiencias realizadas, tanto en lechuga como en berro, el crecimiento de las plantas, en
general, fue mayor en las que se utilizd como tratamiento bacteriano a Bacillus subtilis. El uso de la
solucion nutritiva de 4 Mmoles N, favorecio en general el crecimiento de las plantas, reduciendo el
contenido de nitratos en hojas. Exceptuando la primera experiencia, de berro, donde fue la solucion
nutritiva de 12 Mmoles N, la que favoreci6 el crecimiento de las plantas y redujo el contenido de
nitrogeno en hojas.

Se comprobd también que la aplicacion de B. velezensis consiguié disminuir el contenido de
nitratos en hojas con respecto al control, en lechugas.
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3. INTRODUCCION

3.1. Antecedentes

Los cambios sociales de los Ultimos afios han afectado tanto en aspectos familiares (menor
nimero de individuos por familia, etc.) como en lo laboral (comer fuera de casa, la total
incorporacion de la mujer al trabajo fuera de casa, etc.) que han tenido repercusiones importantes en
la nutricion. Prevalece hoy en dia, la necesidad de comidas ligeras, equilibradas y sanas siguiendo el
patron saludable que recomienda el consumo de 5 raciones de fruta y verdura al dia (Fig.3.1). En la
dieta moderna las verduras tiende a perder el uso caracteristico que se le habia dado hasta el
momento, para asumir un papel alternativo a la carne y el pescado (Meletti, 2006).

Figura 3.1: Campaiia 5 al dia

Desde este punto de vista, cabia la idea de sugerir un nuevo concepto del consumo de frutas y
hortalizas, pero siempre desde los mas rigurosos controles de calidad y seguridad, tanto alimentaria
como ambiental, haciendo llegar al consumidor un producto con ciertos valores anadidos muy
atractivos para el usuario y por el que merece la pena gastar un poco mas.

Para conseguir cumplir con las demandas del consumidor la industria del procesado de frutas y
hortalizas, y hasta los mismos agricultores, han tenido que realizar adaptaciones, incluyendo nuevos
sistemas de cultivo, maquinaria (Fig.3.2), e incluso, nuevas especies mejor adaptadas a las nuevas
gamas alimentarias.

Figura 3.2: Maquina de recoleccion

En la busqueda constante de productos con mejores cualidades organolépticas, especies con mas
efectos beneficiosos para la salud, completamente seguras, e incluso, que no perjudique al
medioambiente en ninguna de las fases de produccién, se ha tenido que hacer uso de lo Gltimo en
investigacion, ajustando y adaptando abonos, optimizando el uso del agua, caracterizando y
seleccionando variedades para su adaptacion a nuevos sistemas de cultivo, optimizando la
produccion para cada linea de produccion, etc.
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3.2. Sistema de cultivo hidropdnico en bandejas flotantes.

3.2.1 Concepto de hidroponia:

La hidroponia es una técnica que permite el cultivo de todo el ciclo de vida de una planta fuera
del suelo (Carrasco, 2005). Se usan soluciones minerales en vez de suelo agricola. Las raices reciben
una solucion nutritiva equilibrada disuelta en agua con todos los elementos quimicos esenciales para
el desarrollo de la planta. Pueden crecer en una solucion mineral tinicamente o bien en un medio
inerte o substrato como arena lavada, grava o perlita (Izquierdo, 2005).

Los cultivos hidropénicos se dividen en cultivos hidropénicos puros y cultivos sin suelo (Soilless
culture). Los cultivos hidroponicos puros abarcan a los cultivos en bandejas flotantes (Ebb and flow,
floating system), NFT (Nutrient Film Technique), NGS (New Growing System) y cultivos
aeroponicos.

3.2.2 Descripcion y utilidades del sistema de cultivo en bandeja flotante (floating system):

Los sistemas de cultivo sin suelo mejoran la calidad de la materia prima en la cosecha,
reduciendo la contaminacion microbiana y eliminando los residuos quimicos (Sambo et al., 2001).
Entre los sistemas disponibles, el sistema de bandejas flotantes es una técnica sencilla y rentable para
el cultivo de hortalizas tipo baby leaf.

El sistema de bandejas flotantes consiste en bandejas flotando continuamente en una mesa de
agua o de una solucioén de nutrientes, promoviendo de esta manera un uso mas eficiente del agua y
del espacio en el invernadero (Galloway et al., 2000). Las bandejas estan rellenas de substrato y las
raices estdn en suspension total o parcial en la disolucidon nutritiva. Actualmente son alternativas
productivas para la produccion de hortalizas, principalmente de hoja. Paises como Canadd, Estados
Unidos, Japdn, Italia, Venezuela y algunos paises de Sudamérica, entre otros, han adquirido esta
técnica con el fin de obtener hortalizas precoces, asi es posible obtener un mayor nimero de
cosechas al afio que las cultivadas en el suelo, especialmente como opcidn de cultivo en invernadero
(Urrestarazu, 2004).

3.2.3. Especies cultivadas:

Las hortalizas de hoja llamadas “baby leaf” son pequefios brotes tiernos, que se recolectan con un
tamafio que oscila entre los 8 y los 12 centimetros. Estas verduras son atractivas por su frescura y la
diversidad de formas, colores y sabores. Los ciclos de produccion son muy rapidos teniendo
recolecciones a los 35 dias de la siembra. Las producciones se destinan en un 99% a IV gama y el
resto para mercados gourmet. También se ha observado que la produccion de plantulas de brassicas
(repollo, brocoli y coliflor) a través del sistema flotante, permite obtener mejor calidad en
postrasplante y arraigamiento al suelo (Urrestarazu, 2004)

Las plantulas de tomate y lechuga se han cultivado exitosamente con diferentes substratos en
sistemas flotantes (Urrestarazu, 2004). Jensen (1985) cultivd con éxito la lechuga de hoja
(Waldemann's Green) y tres variedades de tipo europeo (Ostinata, salina y Summer Bibb).

3.2.3.1.LalV Gama

Las gamas alimentarias definen los diferentes formatos en los que se pueden presentar los
alimentos dependiendo de su grado de transformacién antes de llegar a manos del consumidor y, por
consiguiente, el grado de elaboracidon que necesitan para su consumo final.

Hay cinco gamas alimentarias:
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1* Gama; Son las verduras y frutas frescas, ademas se incluyen las conservas de tomate.

2* Gama; incluye las latas de esparragos, alcachofas, judias, etc., aquellas que han sido
escaldadas o blanqueadas.

3* Gama; concentra las hortalizas congeladas que tienen que ser cocinadas.

4* Gama; son los vegetales conservados listos para comer. Es la gama en la que se encuentran
productos minimamente procesados en fresco y para los que se producen las especies tipo
“baby leaf™.

5* Gama; son las verduras ya cocinadas (platos preparados que solo hay que calentar),
también las salsas y los sofritos.

Se define IV Gama como el conjunto de procesos que sufren las frutas y hortalizas frescas para
su consumo en un formato que las ofrece limpias, troceadas y envasadas, manteniendo sus
propiedades naturales intactas.

Se caracterizan por embalajes especiales, rigurosos test de calidad y seguridad, y una caducidad
de 7 a 10 dias.

Los alimentos de la cuarta gama cumplen con los requisitos que en la actualidad demandan los
consumidores, son productos con valores afiadidos cémo la alta calidad de sus grasas, como los

omega

3 y 6, el aporte de fibra, minerales , vitaminas y otros nutrientes muy beneficiosos para la

salud, asi como, una presentacion atractiva, con los productos listos para consumir.

s

Figura 3.3: Productos IV gama

Las fases de la Cuarta Gama son:

indice

Produccién: Las materias primas se cultivan en las mejores condiciones.
Recoleccion: Las frutas y hortalizas se recolectan en 6ptimas condiciones higiénicas.

La materia prima se recolecta cuando se alcanzan las condiciones 6ptimas de su madurez. La
recoleccion y seleccion de la materia prima es un paso muy importante para obtener un
producto atractivo y de alta calidad para su distribucion en el mercado.

Seleccion: Es un proceso manual que consiste en desechar partes o productos que no
cumplan los pardmetros de calidad.

Lavado: Prepara el producto para su consumo directo, se suelen realizar varias fases.

El lavado y desinfeccion de los productos se realiza con agua fria a una temperatura de 3 a
4°C

Envasado: Dependiendo del producto se optara por un envase u otro.

Pagina 8
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Todos los tipos de envases ya sea, bolsas de plastico, bandejas y tarrinas permiten evitar pérdidas
de humedad y asi evitar también pérdidas de vitaminas y minerales de los productos envasados.

4+ Etiquetado: El etiquetado viene impreso en bolsas, en recipientes de plastico rigidos o en
bandejas. En la etiqueta se anuncia que el producto debe mantenerse en frio También la
etiqueta lleva incorporada en ella una pequena lectura que informa sobre los ingredientes que
esta compuesto el envase.

4+ Almacenamiento: El producto se mantiene entre 1 y 4°C tanto en centro de venta como
durante el transporte.

Durante el almacenamiento a bajas temperaturas de los productos, se reduce la temperatura
con el fin de disminuir la actividad enzimética y el crecimiento microbiano.

Figura 3.4: Estanteria con productos de IV gama

En la actualidad el consumo de productos de Cuarta Gama alcanza un 60% de los hogares
espanoles. La comercializacion en Espafia de estos productos supera las 60000 Tn al afio dando un
volumen de negocio de 200 millones de euros.

Este producto se ha implantado en los paises con mayor poder adquisitivo, siendo Reino Unido,
Francia e Italia los paises de Europa donde hay mayor consumo.

indice
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3.2.3.1.1. La Lechuga (Lactuca sativa L.)

Figura 3.5: Fases de la germinacion de la lechuga

Lactuca sativa L., la lechuga, es una planta anual propia de las regiones semi-templadas, que se
cultiva con fines alimentarios. Debido a las muchas variedades que existen, y a su cultivo cada vez
mayor en invernaderos, se puede consumir durante todo el afio. Normalmente se toma cruda, como
ingrediente de ensaladas y otros platos, pero ciertas variedades, sobre todo las de origen chino,
poseen una textura mas robusta y por ello se emplean cocidas.

i P 8 4 i)
Figura 3.6: Las dos variedades de lechuga sembradas

Ganeria (verde) Diveria (roja)

Descripcion botanica.

La lechuga, pertenece al reino Plantae, a la division Magnoliophyta, a la clase Magnoliopsida, al
orden Asterales, la familia Asteraceae, al género Lactuca y la especie L.sativa, su nombre botanico
es Lactuca sativa L.

Es una planta anual que forma un cogollo mas o menos apretado con hojas de formas y
consistencias muy diferentes, segun la variedad. Al final de su ciclo, la planta forma un tallo floral en
el centro del cogollo, en cuyo extremo se formaran varias flores compuestas (Fig.3.7) formando una
inflorescencia con apariencia de una sola flor. La fase de fructificacion también se conoce con el
nombre de espigado.

indice
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Figura 3.7: Flor de la lechuga

Planta con raiz pivotante y ramificada de unos 25 cm. El crecimiento se desarrolla en roseta; las
hojas se disponen alrededor de un tallo central, corto y cilindrico que gradualmente se va alargando
para producir las inflorescencias, formadas por capitulos de color amarillo. Segiin las variedades los
bordes de las hojas pueden ser lisos, ondulados o aserrados. Las semillas estan provistas de un vilano
plumoso(Fig.3.8)

Figura 3.8: Detalle de las hojas y las raices

Existen muchas variedades de lechuga, pero las mas comunes en nuestro pais son las siguientes:

- Lechuga romana: es la mas tradicional aunque en los tltimos afios ha sido substituida por otras
variedades. Como no forma un cogollo muy consistente es necesario atar las hojas dos semanas antes
de la cosecha para blanquearlas.

- Lechuga francesa o trocadero: de hojas mantecosas y lisas, muy sabrosa.

- Lechuga iceberg: forma un cogollo muy apretado, tiene una textura muy consistente y se puede
escaldar.

- Lechuga maravilla: muy sabrosa.

- Lechuga hoja de roble: las hojas son de color rojizo y muy onduladas.

Propiedades y usos de la lechuga.

Las diferentes variedades presentan valores nutritivos algo distintos. Pero en general, son ricas en
fibra y con componentes muy saludables.

La lechuga tiene muy poco valor nutritivo, con un alto contenido de agua (90-95%).

Los nutrientes mas importantes son: la vitamina A y el potasio.

Las lechugas, exceptuando la variedad "iceberg", pueden ser un buen recurso de vitamina C,
calcio, hierro y cobre.
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La lechuga, ademés de ser un buen alimento posee varios usos medicinales y aplicaciones
curativas, las cuales se concentran exclusivamente en las hojas. Posee propiedades sedantes,
expectorantes, diuréticas, carminativas y ayuda a que mejore la circulacion sanguinea. Estas
caracteristicas pueden ser aprovechadas mediante el consumo de la lechuga como ensalada o por la
ingesta de una infusion realizada con las hojas de esta planta.

3.2.3.1.2. El berro (Nasturtium officinale )

El Nasturtium officinale, berro, es una planta perenne, semiacuatica que se encuentra en la orilla
de riachuelos y arroyos de aguas claras (Fig.3.9). Es originaria de Europa y Asia Central, ha sido
usada desde tiempos inmemoriales por la medicina popular para aliviar problemas respiratorios y
afecciones cutaneas. Es considerada como uno de los vegetales mas antiguos consumidos por el
hombre, debido al elevado contenido de vitaminas y minerales.

Descripcion botanica.

El berro, pertenece al reino Plantae, a la division Magnoliophyta, a la clase Magnoliopsida, al
orden Brassicales, la familia Brassicaceae, al género Nasturtium y la especie Officinale, su nombre
botanico es Nasturtium officinale R. Br..

Es una planta perenne, acudtica o semiacuatica, rastrera o flotante, glabra y de entre 10 a 60 cm de
altura, tiende a agruparse en grandes colonias. Los tallos ascendentes son huecos, ramificados, algo
carnosos y con raices en los entrenudos. Las hojas, de color verde oscuro, son glabras, bipinnadas, de
5 a 15 cm de ancho, con 3 a 11 foliolos de ovados a orbiculares, con los bordes subenteros, siendo el
foliolo terminal el mas grande.

Figura 3.10: a) Detalle de las raices en los entrenudos y b) fruto del berro

Las flores, pequefias, amarillas o blancas, tienen cuatro sépalos verdes de alrededor de 2 mm de

largo, con cuatro pétalos de entre 3 a 5 mm de largo, seis estambres y un unico pistilo y se retnen en
I ——
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inflorescencias en ramilletes o paniculas axilares y terminales. Los frutos son silicuas rectas o
encorvadas, cilindricas, de 1 a 2 (3) cm de largo por 2 a 2.5 mm de didmetro, divergentes a algo
ascendentes, sobre pedicelos del mismo largo que las silicuas (Fig. 3.10). La raiz es fibrosa.

Propiedades y usos del berro.

Contiene vitaminas A, B1, B2, B3, B5, B6, B17, C, D, E y K. También cuenta con minerales
como calcio, fosforo, potasio, hierro, sodio, magnesio, cobre, manganeso, fltor, azufre, cloro, yodo,
germanio, silicio y zinc.

A menudo se utiliza como antibidtico, antibacteriano, diurético, expectorante, digestivo,
antiséptico, antioxidante y tonico. También se usa popularmente como hierba terapéutica.

El consumo de berro puede disminuir el colesterol, se ha conseguido disminuir los triglicéridos y
las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C), esta cualidad se le atribuye debido a su gran potencial
antioxidante (Yazdanparast et al., 2008)

Ademas, otro efecto positivo del berro en la salud humana es que, al igual que todas las Brassicas,
es rico en glucosinolatos. Los glucosinolatos son unos glucosidos que contienen azufre y que pueden
ser hidrolizados, de forma enzimatica o no, dando lugar a isocianatos y/o nitrilos. Los isocianatos son
muy importantes ya que son los principales inductores de enzimas de desintoxicacion de
carcinogenos (Williams et al., 2010). Uno de los dos inductores mas potentes podemos encontrarlo
en el berro, es el denominado 2-fenetilglucosinolato, PEITC o también conocido como
gluconasturtiin.

Por contra, el berro, como planta acuatica, es capaz de acumular metales pesados como el zinc y
el cobre, pudiendo llegar a acumular elevados niveles de ambos elementos y en una proporcion
menor al niquel (Kara, 2005). También es capaz de acumular grandes cantidades de arsénico en las
hojas, este compuesto inorganico se utilizaba, en la industria y la agricultura y se podia encontrar en
distintos estados de oxidacion en el agua (Ozturk et al., 2010), aunque en la actualidad su uso ha
desaparecido en beneficio de nuevos compuestos organicos.

3.2.4. Técnicas de produccion:
Las técnicas de produccion son muy variables y dependen del cultivo que se esté utilizando en
cada momento.

Los sistemas de bandeja flotante de hortalizas se efectiian dentro de los invernaderos o bajo tinel
de polietileno al aire libre, con el fin de obtener mayores temperaturas de la solucién nutritiva y
favorecer el desarrollo de las plantas de manera precoz.

3.2.4.1. Preparacion de las balsas

Sobre suelo nivelado, se constituyen las balsas o piscinas que pueden ser de madera, ladrillo o
metal, con un fondo que varia entre 10 y 15 cm. Su longitud dependerd del area de cultivo
disponible. El ancho de las piscinas es aquel que facilite el alcance de los operarios. Posteriormente,
las piscinas se cubren de polietileno, es recomendable el polietileno de color negro con el fin de
evitar la proliferacion de algas y la reduccion de la concentracion de oxigeno en la disolucion (Gilda,
2004).
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3.2.4.2. Eleccion de la bandeja

El material de la bandeja utilizado es poliestireno expandido de alta densidad, elemento liviano
que permite la flotacion en las balsas. Preferentemente las bandejas son de color blanco para evitar el
calentamiento de la solucion nutritiva.

El nimero de alvéolos o celdas por bandeja dependera tanto del cultivo a propagar como del
sistema de siembra (Urrestarazu, 2004).(Tabla.3.1)

Tabla 3.1: Algunos tipos de bandejas empleadas en sistema flotante. [Fuente: Adaptado de Pearce y Palmer (2001)]

Numero de Volumen (cm’)/alvéolo Plantas/ m”
alvéolos/bandeja

200 27 861

242 23.5 1044
253 16 1087
288 17 1238
338 8.6 1456
392 13.6 1690

Un tipo de bandeja muy utilizado es el “styrofloat”, donde los comunes alvéolos han sido
sustituidos por fisuras tronco-conicas de muy poco volumen, que limitan al maximo la utilizacion del
sustrato, unicamente necesario para soportar la semilla.(Fig.3.11)

Figura 3.11: Bandejas styrofloat

3.2.4.3. Eleccion del sustrato
Los substratos solidos se pueden dividir en dos grupos:

1. Materiales orgénicos tales como turba, serrin o corteza de pino, que requieren la adicion de
fertilizantes solidos, y algunas veces materiales limosos, antes de la plantacion. Estos pueden ser
clasificados como sustratos en cultivos sin suelo pero no como hidropoénicos.

2. Sustratos inertes como lana de roca, arena y perlita, que actuan como anclaje de raices y un
reservorio de la disolucidon nutritiva. Todos los nutrientes esenciales deben ser suministrados en la
disolucion.

+ Conveniencia para el cultivo a producir.

4+ Disponibilidad y reproducibilidad del substrato.
4+ Viabilidad econdmica.

4+ Facilidad de manejo.

4+ Requerimientos técnicos.
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3.2.4.4. Siembra y emergencia de plantulas

En bandejas de alvéolos, para efectuar la siembra se utiliza una plantilla marcadora de orificios, la
cual se localiza sobre la superficie del substrato ubicado en la bandeja, permitiendo asi que la
profundidad de cada una de las celdas de la bandeja del semillero sea similar. Luego se procede a la
siembra, colocando una semilla en cada alveolo, a través de una maquina sembradora o portatil. Para
maximizar la emergencia se debe contar con bandejas rellenas con sustrato himedo (Gilda, 2004).

En bandejas styrofloat la siembra suele ser a mano estimando un nimero determinado de semillas
por fisura.

Para evitar las pérdidas de plantulas se debe realizar una adecuada ventilacion para prevenir dafios

por temperaturas altas, emplear dosis de N requeridas por el cultivo y utilizar bandejas limpias
(Gilda, 2004).

3.2.4.5. El sistema de riego en bandejas flotantes (Floating System)

La hidroponia hace referencia a los cultivos realizados en el agua y fue inventada por W.F.
Gericke en 1938. En la actualidad el interés por la utilizacion de esta tecnologia se ha expandido por
todo el mundo, desde los paises mas desarrollados para la produccion de hortalizas con elevado valor
afiadido, a paises del Tercer Mundo, por su capacidad para adaptarse a las diferentes realidades
socioecondmicas. Los sistemas de cultivo sin suelo permiten la produccion de hojas limpias,
facilitando y acortando el manejo de postcosecha en las industrias de procesado, y controlando los
factores de crecimiento (Fontana et al., 2004)

Figura 3.12: Cultivo de banj flotantes.

El Floating System es un sistema de riego basado en un conjunto de bandejas que flotan sobre una
lamina de agua o solucidon nutritiva de unos 5 a 10 cm de altura (Fig. 3.12). Utilizado en la
horticultura italiana presenta grandes ventajas en cultivos protegidos. Esta técnica de cultivo permite
reducir los ciclos de cultivo con respecto al cultivo en suelo, siendo una técnica muy interesante por
su bajo coste de instalacion y de mano de obra, ausencia de malas hierbas y rapidez en el momento
de la recoleccion. La posibilidad de programar cada una de las fases del cultivo permite obtener una
produccion continua durante todo el afio (Cros et al., 2003).

Los ciclos de cultivo varian su duracion en funcidén de la especie y la época del afio, pudiendo
cosechar, en ciclo de invierno, colleja en 56 dias (Conesa et al., 2009) o, en ciclo de verano,
verdolaga en 20 dias (Fernandez et al., 2007)

Las bandejas flotantes permiten un cultivo de gran densidad de plantas y la obtencion de una
abundante cosecha, asi como evitar las pérdidas por evaporacion, un uso eficiente de fertilizantes, la
rapida correccion de deficiencias nutricionales y el control de pardmetros importantes como los
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nitratos que tienden a acumularse en algunas especies (Santamaria et al., 1997) y que mediante esta
técnica es posible reducirlos con éxito. Esta técnica de cultivo presenta un uso muy eficiente del agua
dentro del invernadero (Galloway et al., 1996).

Ademas, la difusion de enfermedades fungicas de las hojas son practicamente nulas por la falta

total de humedad de las hojas y el producto terminado (hortalizas de hojas) resulta limpio y listo para
el embolsado y la venta.

En la actualidad el uso de este sistema va desde la produccion de plantulas para su posterior
trasplante hasta la produccion de hortalizas de gran tamafio (Fig.3.13).

Figura 3.13: Lechugas iceberg en bandejas flotantes.

Los elementos esenciales de estos sistemas son las bandejas de poliestireno expandido u otro
material de bajo peso volumétrico e hidroéfugo, asi como las bancadas de cultivo cerradas para
contener el agua y los fertilizantes, con una profundidad de 10-25 cm.

Un tipo de bandeja muy utilizado es el “styrofloat” (Fig.3.14), donde los comunes alvéolos han
sido sustituidos por fisuras tronco-conicas de muy poco volumen, que limitan al maximo la
utilizacion del sustrato, inicamente el necesario para soportar la semilla.

Figura 3.14: Bandeja Eurofloat adaptada para las distintas experiencias.

3.2.4.6. Soluciones nutritivas

A través de la disolucion de fertilizantes altamente solubles en el agua, se entrega los elementos
minerales esenciales para el cultivo. Existen numerosas mezclas comerciales ya preparadas, las
cuales permiten su utilizacion directa por el productor. Su eleccion dependera de la calidad del agua
a emplear en la disolucion (Gilda, 2004).

La calidad del agua es fundamental para el éxito de la produccidon. Se considera agua de buena
calidad a aquella que no supera una conductividad eléctrica de 0,75 dS m-1y con pH entre 6,5y 7, en
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el caso de que el pH sea elevado éste puede disminuirse agregando alguna solucion acida (Gilda,
2004).

Desde las bancadas, la solucion nutritiva es recirculada a través de un tanque nutritivo. Se oxigena
bombeando aire, se enfria con una unidad refrigeradora y después se impulsa de regreso al punto mas
lejano de cada balsa. Durante el retorno a las balsas la solucidon nutritiva atraviesa un esterilizador de
ultravioleta, aunque no siempre se utiliza.

3.2.4.7. Tipos de bacterias
Se anaden al agua de las mesas junto con la solucion nutritiva, bacterias PGPR (bacterias promotoras
del crecimiento). Estas bacterias se describen a continuacion:

4 Larminar: fabricado por Agricultura moderna S.A (Madrid), es un producto constituido por
esporas de Bacillus subtilis, microorganismos que se desarrollan de forma natural en el suelo.
Bacillus subtilis coloniza el sistema radicular en desarrollo de la planta produciendo una gran
variedad de enzimas y compuestos naturales, manteniendo la zona radicular en estado optimo
para el adecuado desarrollo de los cultivos. Posee también capacidad antifungica que impiden
que hongos patdgenos penetren a través de ellas. Es una bacteria capaz de vivir sobre
sustratos muy diferentes lo que le permite colonizar. Ademas, estimula el crecimiento de las
plantas (produce hormonas vegetales), induce resistencia sistémica en las plantas y
contribuye al ciclo de los nutrientes por su alta versatilidad metabolica.

-‘6‘,'—"; K =
\

Figura 3.15. Aspecto comercial de Larminar

#+ Botrybel: fabricado por Probelte S.A (Murcia), es un producto organico obtenido mediante
fermentacion sumergida de un substrato vegetal por Bacillus velezensis cepa AH2, aislada de
suelos de la peninsula ibérica y depositada en la coleccion espainola de cultivos tipo (CECT-
7221). Contiene 10*UFC por ml de formulado (UFC/ml). Este producto activa las células y
estimula el crecimiento de las plantas, también mejora notablemente la capacidad de
resistencia de éstas frente a condiciones adversas.
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Figura 3.16. Aspecto comercial de Botrybel.
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3.2.5. Ventajas de cultivar en bandejas flotantes

Este sistema reduce el ciclo de cultivo en comparacion con el cultivo en suelo y es de gran interés
para los productores, ya que tiene bajos costos de instalacion y mano de obra, se evitan las malas
hierbas y la cosecha es muy sencilla. Las plantas pueden ser cultivadas en altas densidades y los
productos resultantes (hortalizas de hoja) son limpios y estan listos para ser envasados (Gonnella et
al., 2004). Una de las principales ventajas del sistema de bandejas flotantes es la posibilidad de
influir rapidamente en el estado nutricional de las plantas. De este modo, variando la composicion de
la solucion nutritiva, modificando la concentracion de oxigeno, adicionando compuesto quimicos y
bioldgicos, etc., podriamos producir hortalizas con mejoras de la calidad y aumento de los
compuestos de requerimiento dietético (Santamaria y Valenzano, 2001).

También permiten obtener cultivos mds homogéneos y, de forma especial, favorecen el
desarrollo de un sistema radicular més homogéneo. Los cultivos estan menos expuestos a problemas
fitopatolégicos relacionados con enfermedades producidas por los denominados hongos del suelo
(damping off), lo que permite reducir el empleo de sustancias desinfectantes. Reducen el consumo de
energia empleado en las labores relacionadas con la preparacion del terreno para la siembra o
plantacion. Se obtiene una mayor eficiencia del agua utilizada, lo que representa un menor consumo
de agua por kilogramo de produccién obtenida. Este sistema también admite la posibilidad de
mecanizar y robotizar la produccion (Benoit y Ceustemans, 1994).

3.2.6. Factores que afectan al cultivo

3.2.6.1. Oxigenacion

Asi como en otros sistemas hidroponicos, el cultivo en bandejas flotantes requiere de una
adecuada concentracion de oxigeno en el entorno de la raiz para garantizar la funcionalidad del
sistema radical de las plantas. A pesar de la brevedad de los ciclos de cultivo y del gran volumen de
solucion nutritiva disponible por planta, las plantas que crecen en bandejas flotantes pueden tener
problemas de hipoxia, debido a que las raices consumen poco a poco el oxigeno disuelto en la
solucion nutritiva. La falta de oxigeno reduce la absorcion de agua y minerales por parte de la planta,
con repercusiones en el crecimiento aéreo y radicular y, en consecuencia, en el rendimiento final
(Tesi et al., 2003). Sin embargo, existen grandes diferencias de sensibilidad a la deficiencia de
oxigeno en la raiz entre las diferentes especies vegetales (Veen, 1988). La cantidad de oxigeno
disuelto en la soluciéon nutritiva depende principalmente de la temperatura, disminuyendo al
aumentar €sta. Sin duda, el fendmeno es mas acusado en verano, ya que con mayores temperaturas la
cantidad de oxigeno disuelto en una solucion disminuye y la tasa de respiracion de la raiz aumenta
(Morard y Silvestre, 1996). Algunos investigadores han estudiado el efecto directo de la
concentracion de oxigeno en el desarrollo de sintomas de enfermedades patoldgicas asi como la
relacion que se establece entre la oxigenacion inadecuada y un empeoramiento de los sintomas de la
enfermedad (Eldon Brown y Kennedy, 1966; Kuan y Erwin, 1980). En cualquier caso, a fin de evitar
cualquier repercusion negativa en el rendimiento, los agricultores airean la solucion nutritiva para
enriquecerla con oxigeno. La oxigenacion se aplica a los cultivos en agua mediante varios métodos.
El método mas usado es el burbujeo de aire continuo con un compresor. Su facilidad de construccion
asi como su flexibilidad para el uso en unidades caseras (Resh, 1992) lo hacen muy recomendable,
también se ha utilizado con fines comerciales. En general, por debajo de los 3-4 mg L-1 (Gislerod y
Kempton, 1983) de oxigeno disuelto en la disolucion, se produce una disminucién en el crecimiento
radical apareciendo un color pardo de éste, que tal vez sea el sintoma mas precoz y facilmente
detectable de los primeros problemas al respecto. Una consecuencia secundaria es la aparicion de
poblaciones de microorganismos no deseados en el medio, la importancia de éste factor se ve al
observar la estrecha correlacion exponencial entre la concentracion de oxigeno en la solucion
nutritiva y los pesos secos de la raiz y vastago (Zeroni et al., 1983). En todos los sistemas que
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trabajan en disolucion recirculante es posible aumentar la oxigenacion provocando un salto del
drenaje en el tanque de recogida. Segtn Carrasco e Izquierdo (1996), el salto debe ser de al menos 50
cm tanto en la caida de retorno de drenaje como en el agua de relleno para la preparacion de la
disolucion.

3.2.6.2. Salinidad

Una de las razones que determina el limite de extension del cultivo sin suelo es la salinidad del
agua. Las plantas cultivadas bajo estrés salino se caracterizan por un menor crecimiento y menor
contenido de agua. El estrés salino reduce el crecimiento de la hoja en lechuga (Lazof y Bernstein,
1999) y el rendimiento (Tarakcioglu y Inal, 2002). A pesar de ello, Clarkson et al., (2003)
observaron un efecto positivo del estrés salino sobre el procesado de hortalizas tipo baby leaf,
generando una mayor resistencia postcosecha. Scuderi et al., (2009) también observaron una mejora
de la vida util de la lechuga recién cortada, cuando las plantas fueron cultivadas con un nivel de
salinidad de 3,8 mS/cm. Dado que la mayoria de verduras de hoja pierden agua rapidamente después
de la cosecha, sobre todo si hay un retraso entre la cosecha y la refrigeracion, seria interesante hacer
crecer hortalizas tipo baby leaf en condiciones de salinidad, por lo menos en la parte final del ciclo
de cultivo, a fin de no afectar al crecimiento de las mismas y extender asi su vida util después de la
cosecha.

3.2.7. Problematica generada por nitratos y oxalatos en hortalizas de hoja

Las verduras constituyen la mayor fuente dietética de nitratos. La presencia de nitratos en las
hortalizas es una amenaza grave para la salud del hombre debido a que aproximadamente el 5% de
todo el nitrato consumido, se transforma en nitritos una vez ingeridos por el ser humano, dando lugar
a unas sustancias cancerigenas llamadas nitrosaminas (Ramachandran et al., 2005) El contenido
maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios estd regulado en la UE por
Reglamento 1881/2006. Este reglamento incluye solo la regulacion de lechugas, mientras que para
los demas productos vegetales existen limites nacionales (Santamaria et al., 2002). El contenido
maximo debe establecerse a un nivel estricto que pueda conseguirse razonablemente si se aplican
buenas practicas agricolas. Entre las verduras de hoja, rucula, lechuga, berros y candnigos estan
clasificadas como de alto contenido de nitratos (Santamaria, 2006). El nivel de nitratos en la planta
depende de las diferencias entre la absorcion de nutrientes y la asimilacion. De esta manera, todos los
procesos que pueden afectar a la absorcion, a la asimilacion y a la translocacion en la planta pueden
modificar los niveles de nitratos en la misma.

Los oxalatos son otros componentes comunes en las plantas, considerados como
antinutricionales, asi como toxinas. La ingesta excesiva de oxalato puede conducir a la formacion de
calculos renales de calcio (Libert y Franceschi, 1987). Entre las hortalizas de hoja, espinaca,
verdolaga y berro son las plantas mas acumuladoras de oxalatos (Noonan y Savage, 1999).

En cuanto al contenido de nitratos y oxalatos, se ha demostrado la existencia de diferencias
genotipicas; asi, algunas accesiones locales de rucula y verdolaga han mostrado un menor contenido
de nitratos y oxalatos en hoja (respectivamente) en comparacion con variedades comerciales, por lo
que este material vegetal puede ser considerado como prometedor para la mejora (Egea-Gilabert et
al., 2009; Kaskar et al., 2009). Ademas, segun las practicas culturales utilizadas, los niveles de
nitratos y oxalatos en plantas pueden ser reducidos. El sistema de bandejas flotantes ofrece la
posibilidad de un buen manejo y control de la solucidon nutritiva, pudiendo ser utilizado para producir
hortalizas con bajos contenidos de nitrato y oxalato. Una forma de reducir la concentracion de nitrato
en las plantas es privar de N la solucion nutritiva unos dias antes de la cosecha (Santamaria et al.,
2001). De esta manera, el nitrato acumulado saldrd de las vacuolas y las plantas generaran los
compuestos organicos necesarios para compensar la disminucion del valor osmotico. Asi, en el
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sistema de bandejas flotantes, el contenido de nitrato en las plantas se reduce a la mitad mediante la
sustitucion de la solucion nutritiva por agua 48 horas antes de la cosecha (Santamaria et al., 2001).
La sustitucion del N-nitrato por N-amonio en la solucion de nutrientes también causa una reduccion
del contenido de nitratos en las hojas de ricula (Santamaria et al., 1999; Kim et al., 2006; Fernandez
et al., 2007a). Asimismo, la reduccion de la concentracion de oxigeno en la solucion nutritiva en un
sistema de bandejas flotantes induce la reduccion del contenido de nitratos, mejorando la calidad de
racula (Ferrante et al., 2003). De hecho, se ha comprobado que en plantas cultivadas con deficiencia
de oxigeno se aumenta la actividad nitrato reductasa (Garcia-Novo y Crawford, 1973), enzima clave
para la utilizacion de nitratos en las plantas. Por otro lado, el uso de PGPR en la solucion nutritiva
también podria reducir la dosis de N sin afectar el crecimiento de las plantas, ya que es conocido el
efecto de estas bacterias en la promocion de su crecimiento. De esta manera se podria obtener un
producto final con el mismo rendimiento y con un menor contenido de compuestos nocivos. Ademas,
el sistema de bandejas flotantes es ideal para experimentar con la salinidad de la solucion nutritiva,
cuyos efectos en la reduccion del contenido de nitratos en hojas han sido demostrados (Maynard et
al., 1976; Gonella et al., 2002). Recientemente, Rios et al., (2010) han demostrado que la aplicacion
de PGPR disminuye el contenido de nitratos en hojas de lechuga.

Un aumento de los niveles de amonio en la solucién nutritiva provoca una reduccion de la
concentracion de oxalatos en hojas y tallos de verdolaga (Palaniswamy et al., 2004) y en hojas de
espinaca (Ota y Kagawa, 1996). Otros estudios también han demostrado que la sustitucion del N-
NO:s -, por la N- NH4 + en la solucion nutritiva reduce el contenido de nitratos y oxalatos, tanto en
espinacas como en colleja (Conesa et al., 2009). Sin embargo, el nivel de N y el ratio NO3 -:NHa4 +
deberia ser ajustado segun la especie vegetal en cuestion, ya que cada una es diferente en cuanto a la
acumulacion de NOs3 -, la asimilacion de N, y la tolerancia a altas concentraciones de NHa4 +.

3.2.8. Presencia de elementos funcionales en hortalizas de hoja

Estd demostrado que las técnicas de cultivo pueden aumentar los elementos funcionales en las
hortalizas de hoja. Asi, en el caso de rucula y berros, las practicas culturales son capaces de influir
sus niveles de glucosinolatos (Kim et al., 2006). También se ha demostrado que la fertilizacion con
nitrogeno y azufre en los cultivos de Brassicaceae influye en el contenido de glucosinolatos (Ciska y
Kozlowska, 1998; Zhao et al., 1993). Asimismo, estudios han demostrado que el contenido de
vitamina C en las hojas de espinaca y colleja también se ve influenciado por el ratio NO3 -/ NH4 +
(Conesa et al., 2009).

La produccion de fitoquimicos funcionales también se ve influenciada por factores ambientales
que inducen estrés en las plantas. Es bien conocido que diferentes estreses, tales como la luz, la
temperatura, la privacion de oxigeno y la salinidad mejoran los contenidos de algunos fitoquimicos
funcionalmente importantes en diferentes cultivos. Por ejemplo: modificaciones de las caracteristicas
de la solucién nutritiva y una moderada salinidad influyen en la acumulacion de principios activos de
Echinacea angustifolia cultivada en hidroponico (Montanari et al., 2008); de la misma forma bajas
concentraciones de oxigeno afectan a los fitoquimicos funcionales de lechuga (Rajapakse et al.,
2009); la aplicacion de factores de estrés en el cultivo hidroponico de brocoli en el momento de la
inducciéon de la cabeza y durante el desarrollo puede servir al propdsito de mejorar su calidad
nutricional (Moreno et al., 2008); etc. En este sentido, el sistema de bandejas flotantes puede
proporcionar un sistema de cultivo adecuado para la produccion estandarizada de material de alta
calidad para plantas que contienen principios activos, ya que permite la regulacion del metabolismo
secundario por medio de modificaciones de las técnicas de cultivo.
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Tabla 3.2: Contenido en vitaminas y minerales de diferentes vegetales y su cantidad diaria recomendada en 100g.

VITAMINAS (CDR) MINERALES (CDR)
Especies K A B1 B3 C K Fe Ca
(330pg) | (3000IV) | (15mg) | (1,6 mg) | (75 mg) | (330 mg)| (12 mg) | (1000 mg)
BERRO 541 4530 0.08 0.169 | 65.6 330 1.8 300
Espdrrago 122 1000 0.16 0.17 33 --- --- 21
Brécoli 180 1500 0.09 0.21 118 325 1.3 130
Zanahoria --- 13000 0.07 0.06 52 -—- 0.8 39
LECHUGA 35 1620 0.07 0.07 8 290 11 62
Pepino --- 360 0.04 0.09 8 -—- 0.3 10
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4. OBJETIVO

El objetivo de este proyecto es utilizar rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR)
Bacillus subtilis y Bacillus velezensis, en cultivos hidroponicos en bandejas flotantes de lechuga
(Lactuca sativa) variedades Diveria (lechuga roja) y Ganeria (lechuga verde) y berro (Nasturtium
officinale) con el fin de disminuir la concentracion final de nitratos en hojas, mejorar la calidad y el
rendimiento de los cultivos.

Para ello se hara:

4+ Un estudio del efecto de las PGPR sobre los parametros agrondmicos de crecimiento aéreo:
altura de planta, nimero de hojas, area foliar, peso fresco y seco.

4+ Un estudio del efecto de las PGPR sobre los pardmetros de crecimiento radical: longitud,
volumen, 4rea, didmetro y niimero de bifurcaciones.

4+ Un estudio del efecto de las PGPR sobre el contenido de nitratos, oxalatos y contenido
relativo de clorofila (CRC), medido en valores SPAD.
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S. MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizo en la Estacion Experimental Agroalimentaria “Tomas Ferro” de la UPCT
ubicada en La Palma (Cartagena).

5.1. Instalaciones:

Las instalaciones usadas estan compuestas por una serie de mesas de flotacion llenas de agua, a
las que se afiadirdn posteriormente las soluciones nutritivas y las bacterias. La disposicion en el
invernadero de las mesas esta de acuerdo con una distribucion en sub-subparcela, para poder realizar
posteriormente un analisis estadistico completo de los datos obtenidos.

Se utilizaron también dispositivos datalogger para el registro de variables ambientales y un
sistema de aireacion de la solucidon nutritiva para mantener un nivel adecuado de oxigeno. Se midid
la salinidad mediante un conductivimetro y el pH mediante un pHmetro.

DISPOSICION MESAS INVERNADERO

Tratamiento: 12

-Bz

Tratamiento: 12
B2

Tratamiento: 12
C1

Tratamiento: 12
C2

Tratamiento: 12
B1

Tratamiento: 12
B1

Tratamiento: 12
B1

Tratamiento: 12
Cc3

Tratamiento: 12
B2

Botrybel (B2): 833 gr/100 L; Larminar (B1): 166,7 gr/100L; Control:(C)
Lechuga roja (R); Lechuga verde (V); Berro (Be)

Figura5.1.-Disposicion en el invernadero de las mesas de cultivo
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5.2. Acondicionamiento de las instalaciones:

Antes de comenzar con las experiencias se procedid a la limpieza y acondicionamiento de los
materiales y las instalaciones utilizadas.

En primer lugar se realizd la desinfeccion y limpieza de elementos primordiales como son las
bandejas styrofloat, las mesas de flotacion y los bidones donde se prepararia la solucion nutritiva.

Tras esto, se comprobaron todos aquellos mecanismos de bombeo, asi como los datalogger
utilizados en la adquisicion de datos ambientales.

El sistema de aireacion de la solucidén nutritiva se realizd mediante una bomba de agitacion y
una red de tubos de pvc que llegan a cada una de las mesas, una vez en las mesas unos tubos de pvc
perforados permiten que las inyecciones de aire se repartan uniformemente por toda la mesa.

Figura 5.2.-Funcionamiento del sistema de aireacion de la solucion nutritiva.

Para la preparacion de la solucion nutritiva se utilizaron bidones de 100 L y bombas Decor 12
(ESPA) para introducirla en las mesas.

Para registrar las variables ambientales se utilizo el datalogger es CR1000 (Campbell Scientific)
, con sondas que miden la temperatura del aire, la humedad relativa, la radiacion solar, el oxigeno
disuelto en agua, la conductividad eléctrica y la temperatura de la solucion.

Figura 5.3.- Sondas conductividad eléctrica (izquierda), oxigeno disuelto en agua (derecha)

5.3. Semillas utilizadas:

En el experimento se utilizaron semillas de lechuga (Lactuca sativa) tipo “Baby leaf”,
variedades ganeria y diveria y semillas de berro (Nasturtium officinale). Las semillas fueron
proporcionadas por la casa de semillas Rijk Zwaan Ibérica, S.A. con sede en Almeria (Espana), en el
caso de la lechuga; y de la casa de semillas Tozer Seeds Ltd., en el caso del Berro.
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5.4. Siembra y manejo del cultivo.
La siembra de las distintas especies y variedades se realiz6 a mano, estimando el nimero de

semillas por fisura. Los materiales utilizados fueron:

Bandejas styrofloat: son bandejas de poliestireno expandido fabricadas por Europak s.p.a., que
poseen unas fisuras de 17,1x0,25 cm de forma troncoconica con unas dimensiones de 96x60x3,5 cm
y el nimero de fisuras por bandeja es de 34x3 filas, que se adaptan a las mesa de flotacion
dividiéndolas en dos para dar lugar a dos bandejas de 60x41 cm y un trozo sobrante.

Turba: el sustrato utilizado era una mezcla comercial equilibrada, de turba rubia y negra marca
Floragard denominada Substrato comercial tipo S, que se introdujo en las fisuras de forma manual
presionando y distribuyéndola bien por toda la superficie. Seguidamente se utilizaron unos utensilios
circulares y planos para comprimir la turba.

Figura 5.4.-Colocacion del sustrato en bandejas styrofloat.

Tras la siembra las bandejas se acomodaron en una camara climatica (Fitotron de Sanyo) con
condiciones ambientales de 21° C, 90% de humedad relativa y en oscuridad durante 3 dias para el
primer ensayo y 4 para el segundo.

Seguidamente se transportaron, hasta el invernadero donde previamente se habia procedido al
llenado de las mesas con agua.

Figura 5.5.- Camara climatica donde se sitian las bandejas tras la siembra

Una vez alli se depositaron las bandejas en las mesas de flotacion y se dejaron en esas
condiciones varios dias hasta que las plantas experimentaron cierto desarrollo.

Indice Pagina 25



Proyecto fin de carrera

Cuando las plantas tuvieron entre 6 y 8 hojas se suministrd la solucién nutritiva formada por
elementos compuestos comerciales, previamente estudiados y calculados y que se pesaron y
afiadieron al agua en el mismo invernadero. La solucidon nutritiva para ambos ensayos estuvo
compuesta por agua fresca desde la colocacion de las bandejas en las mesas de cultivo. A partir de
esta fecha y hasta el final del cultivo se emplearon unas soluciones nutritivas con un pH: 5,8 y una

CE: 2,8 dS/m, conteniendo los siguientes elementos en gramos:

4 mmol

Para cada 100 litros de agua, a razon de 12 mmol: Para cada 100 litros de agua, a razon de 4 mmol:
Compuesto Cantidad (gramos) Compuesto Cantidad (gramos)
Nitrato de magnesio 38 ¢ Nitrato de magnesio 30g
Nitrato de calcio 419 Sulfato potdsico 54 g
Sulfato potdsico 54 g Fosfato monoamanico 19¢
Fosfato monoamadnico 23 g Acido fosférico 0.56 g
Sulfato aménico 16 g Oxido de magnesio 249
Micronutrientes 2g Micronutrientes 2g
Quelatos de hierro 29 Quelatos de hierro 29

Tabla 2.-Solucién nutritiva 12Mmoles Tabla 3.-Solucién nutritiva 4Mmoles

Ademas a la solucion nutritiva se le midi6 la salinidad mediante un conductivimetro modelo 524
de la marca CRISON y el pH mediante un pHmetro Ecotester (Oakton). El pH se corrigié con acido
sulfurico al 95%, que se fue afiadiendo a la solucion nutritiva a la vez que se removia y se media el
pH para ajustarlo al deseado.

Una vez que la solucion nutritiva se adaptd a las necesidades del cultivo se acoplaron los
sistemas de bombeo de aire, para la oxigenacion de la solucion y se cubrieron los huecos con trozos
sobrantes de bandejas para evitar el desarrollo de algas. El sistema de aireacion insuflé aire durante
treinta segundos cada cuatro minutos permitiendo la renovacion del oxigeno disuelto en la solucion
nutritiva durante todo el ciclo de cultivo.

5.5. Recoleccion y toma de datos:

La recoleccion se realizd cuando las plantas desarrollaron de 6 a 8 hojas y se llevd a cabo
sacando a mano las filas necesarias de cada bandeja. Las plantas, con raiz incluida, se separaron por
repeticiones y se transportaron al laboratorio donde se separ¢ la parte aérea y la radical para facilitar
el manejo.

Los datos que se tomaron en el laboratorio fueron:

Peso fresco; la medida se toma con una balanza con precision de miligramos.

Altura de la planta.

Numero de hojas; se cuentan la cantidad de hojas por planta mayores de 1 cm.

Area foliar; medida tomada con un medidor de area foliar modelo LI-3100C (LI-COR) hoja
por hoja de cada repeticion.

e Clorofila (SPAD); se toman hojas al azar por muestra y el aparato nos da una media. El
aparato utilizado es SPAD-502 (Konica-Minolta).
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Figura 5.6.- Medidor de area foliar modelo LI-3100C (LI-COR) (izquierda) y SPAD- 502 (Konoca-Minolta)
(derecha)

o Peso seco; tras la toma de los demas datos las muestras se introdujeron en una estufa a 60°C
durante unos 3 dias y tras esto se efectud, de nuevo, el peso.

e Anailisis parte radical; de donde se obtuvo informacién de la longitud, el didmetro medio, el
area, el volumen y las distintas longitudes de cada diametro, gracias al programa WinRhizo y
mediante el escaneado de raices con el escaner Expression de la marca Epson.

Figura 5.7.- Escaner y software de analisis de raices

5.6. Diseiio experimental y tratamiento estadistico de los datos.

Para el disefio experimental se considerdé como parcela elemental una bandeja de styrofloat de
dimensiones 60 cm x 41 cm, disponiendo de 3 repeticiones al azar. Los datos anteriormente
trasladados a una hoja de célculo se sometieron a un estudio estadistico mediante el programa
StatGraphic 2.1, utilizando un ANOVA con el test LSD (95%) para el calculo del anélisis de la
varianza y de separacion de medias.

5.7. Determinacion de elementos funcionales: vitamina C

Las muestras previamente congeladas, son trasladadas al laboratorio de produccion vegetal
de la ETSIA.

En primer lugar se trituraron las muestras con nitrégeno liquido en un molino industrial marca
IKA, modelo A.11 basic y se almacenaron en tarros de 50mL. En esta primera parte, todos los
elementos que se usaron para manejar la muestra estaban frios con el fin de que no se descongelase
la muestra.

Posteriormente, se pesaron 0,5 g de cada una de las muestras en botes de SmL en una balanza de
precision marca Sartorius, modelo BP 2215 y se afiadieron 2,5mL de dcido metafosforico a cada bote
con una Pipeta de precision (BIOHIT Prolilne Plus). A partir de aqui se mantuvieron las muestras en
la méxima oscuridad posible para que no se degradase la vitamina C.
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Las muestras se dejaron reposar 1 hora en hielo picado para facilitar la extraccion. Transcurrido
este tiempo, se paso parte de cada muestra con una pipeta Pasteur a un tubo Eppendorf hasta llenarlo.

Los Eppendorf se llevaron a la centrifuga marca, modelo 5417 R donde se centrifugaron durante
4 minutos a una temperatura de 0°C y 15000 rpm. Después de retirar los tubos Eppendorf de la
centrifuga, se extrajo de éstos la parte sobrenadante de las muestras que se volvieron a pasar a
Eppendorf limpios. Estas muestras fueron llevadas al SAIT para ser analizadas (método de analisis)
y determinar la vitamina C que contengan.

Figura 5.11.- Pipeta de precision (izquierda). Tubos Eppendorf (derecha)

5.8. Determinacion de nitratos y oxalatos:
Las muestras previamente deshidratadas en una estufa marca Sanyo se trasladaron al laboratorio
de produccion vegetal de la ETSIA.

En primer lugar se trituraron las muestras en un molino industrial marca IKA, modelo A.11
basic y se almacenaron en tarros de S0mL. Se pesaron 0,2 gramos de cada muestra en una balanza de
precision y se afiadieron 50 mL de agua destilada a cada una. Se agitaron todas las muestras en un
agitador marca Sartorius, modelo BP 2215 durante 30 minutos a 110 rpm y una temperatura de 27°C.
Posteriormente se filtré la solucion de los botes mediante un filtro situado en un embudo. Las
soluciones filtradas se recogieron en botes de 50 mL y se pasaron después a tarros de 5 mL (2 tarros
por bote). Uno de los tarros de 5 mL se qued6 en el congelador y los otros se llevaron al SAIT
método para determinar la cantidad de compuestos no deseables en hortalizas de hoja, como son,
nitratos y oxalatos.
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e

Figura 5.13.-Molino

5.9. Experiencias

5.9.1. Experiencia 1

Esta experiencia se empez6 a realizar en primavera. La siembra se realizo en todas las fisuras a
chorrillo el 12 de Abril de 2010 para Lactuca sativa; y el 14 de Abril de 2010 para Nasturtium
officinale en bandejas de poliestireno expandido denominadas “styrofloat”.

En esta primera experiencia, el 19 de Abril de 2010 las raices de lechuga de ambas variedades y
las de berro de las bandejas styrofloat se dejaron sumergidas en un caldo con las bacterias (productos
Larminar y Botrybel correspondientes a Bacillus subtilis y Bacillus velezensis relativamente) 24
horas. Tras las 24h, es decir, el 20 de Abril de 2010, se colocaron en las mesas con la solucion
nutritiva correspondiente y libre de bacterias.

Transcurrida una semana se realizdé un aclareo de plantulas, dejando unas densidades de 10
plantas por fisura, lo que supuso unas densidades de plantacién de 1700 plantas/m®.

No se cambid6 la solucion nutritiva ya que se recolectaron el 4 de Mayo de 2010 en el caso de
Lactuca sativa, y el 10 de Mayo de 2010, en ¢l caso de Nasturtium officinale
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Cultivo Siembra Recoleccion Duracion Densidad de
plantacion
-Lactuca sativa 12/04/2010 04/05/2010 22 dias 1700
var. Ganeria 'y plantas/m®
var. Diveria
-Nasturtium 14/04/2010 10/05/2010 26 dias 2600
officinale plantas/m’

Tabla 4: Resumen datos Experiencia 1.

La duracion del ciclo de cultivo fue de 22 dias en Lactuca sativa y de 26 dias en Nasturtium
officinale. En el momento de la recoleccion se analizo por repeticion el area foliar, el peso fresco, el
peso seco y el contenido relativo en clorofila en unidades SPAD, ademads, se tomaron 10 plantas de
cada repeticion para obtener el nimero de hojas y la altura de las plantas.

Se tomaron muestras de cada tratamiento y repeticion para el posterior andlisis de vitamina C y
nitratos. Las muestras tomadas para el andlisis de vitamina C fueron congeladas a -80°C en un
congelador marca y las tomadas para andlisis de nitratos y oxalatos se llevaron a la estufa donde se
dejaron unos dias para que se deshidratasen antes de ser trituradas.

5.9.2. Experiencia 2

Esta experiencia se realizé en primavera. La siembra se realiz6 en todas las fisuras a chorrillo el
18 de Mayo de 2010 para Lactuca sativa; y el 19 de Mayo de 2010 para Nasturtium officinale en
bandejas de poliestireno expandido denominadas “styrofloat”.

En esta segunda experiencia, el 24 de Mayo de 2010 las raices de lechuga de ambas variedades y
las de berro de las bandejas styrofloat se dejaron sumergidas en un caldo con las bacterias (productos
Larminar y Botrybel correspondientes a Bacillus subtilis y Bacillus velezensis relativamente) 24
horas. Tras las 24h, es decir, el 25 de Mayo de 2010, se colocaron en las mesas con la solucién
nutritiva correspondiente y libre de bacterias.

Transcurrida una semana se realizé un aclareo de plantulas, dejando unas densidades de 10
plantas por fisura, lo que supuso unas densidades de plantacion de 1700 plantas/m®.

No se cambio la solucion nutritiva ya que se recolectaron el 7 de Junio de 2010 en el caso de
Lactuca sativa, y el 11 de Junio de 2010, en el caso de Nasturtium officinale
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Cultivo Siembra Recoleccion Duracion Densidad de
plantacion
-Lactuca sativa 18/05/2010 07/06/2010 20 dias 1700
var. Ganeria 'y plantas/m®
var. Diveria
-Nasturtium 19/05/2010 11/06/2010 23 dias 2600
officinale plantas/m’

Tabla 5: Resumen datos Experiencia 2.

La duracion del ciclo de cultivo fue de 20 dias en Lactuca sativa y de 23 dias en Nasturtium
officinale. En el momento de la recoleccion se analizo por repeticion el area foliar, el peso fresco, el
peso seco y el contenido relativo en clorofila en unidades SPAD, ademads, se tomaron 10 plantas de
cada repeticion para obtener el nimero de hojas y la altura de las plantas.

Se tomaron muestras de cada tratamiento y repeticion para el posterior andlisis de vitamina C y
nitratos. Las muestras tomadas para el andlisis de vitamina C fueron congeladas a -80°C en un
congelador marca y las tomadas para andlisis de nitratos y oxalatos se llevaron a la estufa donde se
dejaron unos dias para que se deshidratasen antes de ser trituradas.

@ Datos Ambientales

+ Experiencia 1:

Durante todo el tiempo que durd el cultivo, el pH de la solucién nutritiva oscil6 entre 5,8 y 6 y se
registraron datos ambientales y de la solucion nutritiva (Tabla 6.1):

Tabla 5.1. Datos ambientales y de la solucion nutritiva

Oxigenacion T* Solucion C.E. T* Aire HR Radiacion
(ppm) Nutritiva (°C) (dS/m) °O) (%) (umol/L)
Max 10.11 41.67 5.2 42.63 89.7 693.156
Min 1.32 10.16 1.61 9.89 12.03
Media 6.14 22.356 2.592 22.72 54.22 240.654

+ Experiencia 2:

Durante todo el tiempo que durd el cultivo, el pH de la solucion nutritiva oscil6 entre 5,8 y 6 y se
registraron datos ambientales y de la solucion nutritiva (Tabla 6.2):

Tabla 5.2. Datos ambientales y de la solucion nutritiva

Oxigenacion T* Solucion C.E. T* Aire HR Radiacion
(ppm) Nutritiva (°C) (dS/m) °O) (%) (nmol/L)
Mix 9.82 40.73 4.127 41.76 85.5 681.412
Min 2.55 12.29 0.136 12.28 15.74
Media 6.01 25.154 2.807 25.86 55.54 214.627

Indice Pagina 31



Proyecto fin de carrera

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Ensayos Lechuga
@  Experiencia 1

Variedad Ganeria

Los resultados obtenidos en Lactuca sativa tipo “baby leaf” variedad Ganeria (Lechuga verde),
cultivadas en bandejas flotantes con 4 y 12 mmol N y la aplicacioén de rizobacterias promotoras del
crecimiento (Bacilus subtilis(B1) y Bacilus velezensis(B2), sobre la altura, n° de hojas, area foliar,
Contenido relativo de Clorofila (CRF) en valores SPAD, peso fresco, peso seco, nitratos y oxalatos,
se muestran en la Tabla 6.3:

Tabla 6.3.-Resultados productivos para la lechuga variedad ganeria.

B1 12.67 b 3.57 13.87 345.74 0.63 18.44 1848.03 58.92 b
B2 11.23 a 3.52 12.2 341.75 0.53 16.54 1739.29 2891 a
C 11.75 a 3.57 12.39 324.09 0.62 17.58 1651.84 36.11 a
-value wkE n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *
4mmol N 1249 b 3.57 13.94 323.69 0.59 16.04 a 1705.05 39.24
12mmol N 11.28 a 3.53 11.71 350.69 0.6 19.002 b 1787.73 43.38
p-value whw n.s. n.s. n.s. n.s. whw n.s. n.s.

n.s, ¥, ¥* *** no significativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la altura se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de bacterias, sin embargo,
no se obtuvieron diferencias entre las lechugas tratadas con B2 y las del tratamiento control.
Existieron diferencias significativas entre la altura de las lechugas, siendo sorprendentemente las
lechugas con solucién nutritiva 4mmol N las que mayor crecimiento tuvieron. Al igual que ocurrid
en el estudio realizado por Balanza et al., 2011. Se produjo, sin embargo interaccion entre bacterias y
SN (Figura 6.1), donde el tratamiento que mayor valor alcanz6 fue el 12B1 disminuyendo en un
17.31%, dicho valor, en 12C y un 20.08% en 12B2. En la aplicacion de la solucion 4mmol N,
alcanzo el mayor valor el 4C, disminuyendo en un 3.09%, dicho valor, en 4B1 y un 5.42% en 4B2,
por lo tanto la aplicacion de B1 modificé la altura de la planta a mayor concentracion de N (12
mmol), que aument6 la altura de planta, frente al control; mientras que a menor concentracion de N,
su efecto disminuyo.

La diferente concentracion de nitrogeno en la solucion nutritiva, alterd la altura y el peso seco de
la planta. Con 12mmol N, aumento el peso seco y disminuyo la altura de la planta.

En el niimero de hojas, no hubo diferencias entre tratamientos ni solucion nutritiva pero si hubo
interaccion entre bacterias y SN (Figura 6.1). El tratamiento que mayor valor alcanzo fue el 4B1,
disminuyendo un 2.7%, dicho valor, en 4C y un 8.11% en 4B2. En la aplicacion de la solucion
12mmol N, alcanz6 el mayor valor el 12B2, disminuyendo un 2.75%, dicho valor, en 12C y un 5.5%
en 12B1. La aplicacion de B2 interacciond con SN, provocando un aumento del nimero de hojas en
SN de 12mmol, mientras que la aplicacién de la misma bacteria, en SN de menor concentracién de N
(4 mmol) produjo el efecto contrario, mostrando el menor valor de este parametro, todo lo contrario a
lo que ocurrié con la aplicacion de Bl1, cuyo efecto fue mayor a menor concentracion de N. Este
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hecho demostraria, que B2 potencid su efecto en la SN de mayor concentracion de N y Bl en la de
menor concentracion.

En el peso fresco, area foliar, CRF y nitratos no se mostraron diferencias entre tratamientos
bacterianos ni soluciones nutritivas.

En los oxalatos se observaron diferencias entre los dos tipos de bacterias, mostrando las
concentraciones mayores, las plantas tratadas con Bl, sin embargo, no se obtuvieron diferencias
entre las lechugas tratadas con B2 y las del tratamiento control.

La tabla 6.4 representa el andlisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, sélo se dio en la altura y el nimero de hojas.

Tabla 6.4.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN wE * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P £ 0.001, respectivamente
B(Bacteria) y SN(Solucion Nutritiva)

En la Figura 6.1 se representan las graficas en la que se observan la interaccion B-SN con la
Altura y la interaccion B-SN con el Numero de Hojas.

i Altura

Figura 6.1. Interacciones B-SN con Altura y Numero de Hojas
B(Bacterias) y SN (Solucion Nutritiva)

Se analizaron las raices en funcidn del tipo de tratamiento y de las dos soluciones nutritivas y se
obtuvieron los siguientes resultados, en cuanto a longitud, volumen, area, diametro y diferentes
intervalos de longitud, comprendidos entre 0 y 4.5cm (tabla 6.5):
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Tabla 6.5.- Resultados obtenidos en los analisis de las raices de la primera experiencia.

B1 955.24 2.74 57.48 0.59 628.41 226.04 55.98
B2 727.16 2.14 45.59 0.63 462.23 177.44 47.86
C 827.63 2.18 47.65 0.58 551.47 197.83 47.29
4mmol N 898.54 2.84 58.81 0.62 574.73 212.62 60.62 b
12mmol N 774.8 1.86 43.68 0.57 520.01 188.25 40.13 a
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *
B1 21.63 10.59 4.92 2.89 1.61 1.22 2.08
B2 18.37 9.66 4.59 2.46 1.87 1.28 1.42
C 15.47 6.79 3.69 2.29 1 0.51 1.27
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
4mmol N 24.07 b 12.18 b 5.51 3.52b 1.88 1.19 2.23
12mmol N 12.92 a 5.85a 3.29 1.58 a 1.1 0.81 0.96
p-value * * n.s. * n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ** *** no gignificativo o significativoa P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

Las diferencias que hubo entre aplicar una u otra bacteria y el control no fueron significativas para
las variables estudiadas.

Al aplicar las distintas soluciones nutritivas, se vieron diferencias significativas en las longitudes
comprendidas entre 1<L<1.5, 1.5<L<2, 2<L.<2.5y 3<L<3.5, siendo en todas ellas, las de 4mmol N
las que mayor crecimiento tuvieron.

La tabla 6.6 representa el andlisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. En el caso
de las raices, no se produjo ninguna interaccion entre las variables.

Tabla 6.6.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, ¥, *¥* *** g gignificativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucién Nutritiva)

Variedad Diveria

Los resultados obtenidos en Lactuca sativa tipo “baby leaf” variedad Diveria (Lechuga roja),
cultivadas en bandejas flotantes con 4 y 12 mmol N y la aplicacioén de rizobacterias promotoras del
crecimiento (Bacilus subtilis(B1) y Bacilus velezensis(B2)), sobre la altura, n° de hojas, area foliar,
Contenido relativo de Clorofila (CRF) en valores SPAD, peso fresco, peso seco, nitratos y oxalatos,
se muestran en la Tabla 6.7:
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P.Fresco

Area Foliar

P.Seco

Tabla 6.7.-Resultados productivos para la lechuga variedad diveria.

Clorofila

Nitratos

Oxalatos

(cm) (8 (cm?) ® (SPAD)  (mg/kg) (mg/kg)
Bacterias (B)
B1 13.22 b 3.73a 1535a 278.49 0.58 ab 20.24 1736.52 41.09
B2 11.89 a 3.72a 13.24 a 326.92 0.52 a 20.29 1057.67 42.31
C 12.02 a 4.28b 18.42 b 298.95 0.73 b 20.31 1373.09 38.08
-value wkE ok e n.s. * n.s. 1.S. n.s.
4mmol N 12.48 3.78 a 16.04 304.34 0.56 18.88 a 1321.16 38.72
12mmol N 12.28 4.04 b 15.3 298.57 0.67 21.68 b 1457.02 42.27
p-value n.s. * n.s. n.s. n.s. whw n.s. n.s.

n.s, ¥, ¥* *** no gignificativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la altura se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de bacterias, obteniéndose
plantas mas altas con B1, que las tratadas con B2 y las control, sin embargo, no se obtuvieron
diferencias significativas entre las lechugas tratadas con B2 y las del tratamiento control.

En cuanto al nimero de hojas y al peso fresco, se observaron diferencias significativas entre las
lechugas tratadas con B2 y el control, sin embargo no se obtuvieron diferencias significativas entre
los dos tipos de bacterias.

En cuanto al peso seco, se observaron diferencias significativas entre las lechugas tratadas con B2
y las que control, sin embargo no se obtuvieron diferencias significativas entre los dos tipos de
bacterias, ni entre las lechugas tratadas con B1 y las control.

En el nimero de hojas y el CRC, se observaron diferencias significativas entre las soluciones
nutritivas, siendo mayor, el nimero de hojas y el CRC, de las lechugas con solucién nutritiva 12
mmol N.

A mayor concentracion de nitrogeno, se obtuvieron mayores valores SPAD, posiblemente debido
a la relacion existente entre el contenido de nitrégeno en hoja y el contenido relativo de clorofila
(valores SPAD), Saint et al. (1998), demostraron que en la hojas de maiz existe una estrecha
asociacion entre el contenido de nitrégeno y de clorofila. En el segundo ensayo, ocurrid lo mismo,
pero con la variedad Ganeria.

En la altura, peso fresco y peso seco no se observaron diferencias entre las soluciones nutritivas.

En el area foliar, clorofilas, nitratos y oxalatos no se mostraron diferencias significativas entre
tratamientos bacterianos ni soluciones nutritivas. Pero en el caso del area foliar y de los nitratos si
hubo interaccion B-SN (Fig. 6.2). En el area foliar, el mayor valor lo alcanzé el 12B2, disminuyendo
un 34.59%, dicho valor, en 12C y un 24.78% en 12B1. En la aplicacion de la solucion 4mmol N, el
mayor valor lo alcanz6 el 4C, disminuyendo un 21.84%, dicho valor, en 4B1 y un 20.54% en 4B2.
En los nitratos, el mayor valor lo alcanzé el 12C, disminuyendo un 67.2%, dicho valor, en 12B1 y un
23.99% en 12B2. En la aplicacion de la solucion 4mmol N, el mayor valor lo alcanzé el 4Bl1,
disminuyendo un 3.43%, dicho valor, en 4C y un 19.15% en 4B2. En ambos casos ocurrié lo mismo
que con Ganeria en el niimero de hojas, que B1 potencio su efecto a menor concentracion de N.

La tabla 6.8 representa el andlisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, sélo se dio en el area foliar y en los nitratos.
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Tabla 6.8.-Interacciones entre los distintos tratamientos.
Interaccio Area 5 Nitrat Oxalato

nes i g Foliar oS S

(cm?) (mg/k (mg/kg)
g)
B-SN n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. * n.s.

n.s, ¥, ¥* *¥* no gignificativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucioén Nutritiva)

En la Figura 6.2 se representan las graficas en la que se observan la interaccion B-SN con el Area
Foliar y los Nitratos.

Area foliar Nitratos
3000 ~|---'————————__
2000 -H:ﬂﬂm ——
. 1000 -1 -
M Areafoliar _. M Nitratos
O \—|
< [ )
SR 2 ?i 2 g
- 9 = 4

Figura 6.2. Interacciones B-SN con Area Foliar y Nitratos
B(Bacterias) y SN (Solucion Nutritiva)

Se analizaron las raices en funcion del tipo de tratamiento y de las dos soluciones nutritivas y se
obtuvieron los siguientes resultados, en cuanto a longitud, volumen, area, diametro y diferentes
intervalos de longitud, comprendidos entre 0 y 4.5cm (tabla 6.9):
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Tratamientos

Bacterias (B) \
B1

Longitud
(cm)

879.79 ab

Proyecto fin de carrera

Volumen

(cm?)

Area
(cm?)

(mm)

0<L<0.5

Tabla 6.9.- Resultados obtenidos en los analisis de las raices de la primera experiencia
Diametro

0.5<L<1

1<L<1.5

2.29 50.49 ab 0.57 575.59 ab 217.56 52.55
B2 679.82 a 1.96 40.97 a 0.59 432.23 a 172.12 44.11
C 1063.04 b 2.94 62.79 b 0.6 687.67 b 265.58 65.88
-value * n.s. * n.s. * n.s. n.s.
4mmol N 1036.3 b 2.72 59.73 b 0.58 674.39 b 259.71 b 63.8b
12mmol N 712.14 a 2.07 43.11a 0.6 455.94 a 177.13 a 44.56 a
p-value Wk n.s. * n.s. ok ok *
Tratamientos | 1.5<L<2 2<L=2.5 2.5<L<3 3<L<3.5 RESS B
Bacterias (B) ‘
B1 18.3 7.87 3.39 2.05 1.36 0.61 0.49
B2 17 7.62 2.64 1.93 0.82 0.68 0.66
C 22.85 10.05 4.49 2.47 1.85 0.65 1.56
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

SoL.Nutrit.(SN) | |

4mmol N

21.33

9.28

3.33 1.89 1.4 0.58 0.58
12mmol N 17.44 7.75 3.68 241 1.29 0.71 1.23
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, ¥, ¥* *** no significativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P £ 0.001, respectivamente
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la longitud, el area y la longitud comprendida entre 0<L<0.5, se observaron diferencias
significativas entre las lechugas tratadas con B2 y las control, mostrando los mayores valores en los
tres parametros, las plantas control, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los
dos tipos de bacterias, ni entre las tratadas con B1 y las control. Existieron diferencias significativas

entre soluciones nutritivas, siendo las lechugas con solucion nutritiva 4mmol N los que mayor
crecimiento tuvieron.

Obtuvieron mayor area y mayores raices con una longitud comprendida entre 0 y 0.5cm, las del
tratamiento control

Las diferencias que hubo entre aplicar una u otra bacteria y el control, en el resto de variables, no
fueron significativas.
Al aplicar las distintas soluciones nutritivas, se vieron diferencias significativas en las longitudes

comprendidas entre 0.5<L<1 y I<L<l.5, siendo en todas ellas, las de 4mmol N las que mayor
crecimiento tuvieron.

La tabla 6.10 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, no se dio en ninguno de los casos.

Tabla 6.10.-Interacciones entre los distintos tratamientos.
Longitud  Volumen Area Diametro | 0<L<0.5
(cm) (cm?) (cm?) (mm)

Interacciones

0.5<L<1 1<L<1.5

__BSN___ | _ns. | ns_ | ns. | ns_ | ns. | ns. | ns |

Interacciones 1.5<L2 2<L<2.5 2.5<L<3 3<L<3.5 \ 3.5<L<4 4<L.<4.5 L>4.5

B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucion Nutritiva)
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@  Experiencia 2
Variedad Ganeria

Los resultados obtenidos en Lactuca sativa tipo “baby leaf” variedad Ganeria, cultivadas en
bandejas flotantes con 4 y 12 mmol N y la aplicacion de rizobacterias promotoras del crecimiento
(Bacilus subtilis(B1) y Bacilus velezensis(B2)), sobre la altura, n® de hojas, area foliar, Contenido
relativo de Clorofila (CRC) en valores SPAD, peso fresco, peso seco, nitratos y oxalatos, se
muestran en la Tabla 6.11:

Tabla 6.11.-Resultados productivos para la lechuga variedad ganeria.

B1 12.86 b 3.05 7.79 a 205.7b 0.32 17.37 1537.08 30.59

B2 10.5a 2.95 6.92 a 169.13 a 0.28 18.4 1169.48 32.2

C 13.58 ¢ 3.07 9.56 b 241.03 ¢ 0.35 18.44 1503.45 33.77
-value i n.s. e wedkk n.s. n.s. n.s. n.s.

4mmol N 12.44 3.07 8.31 2014 0.31 14.46 a 1247.26 a 36.66 b
12mmol N 12.18 2.98 7.87 209.17 0.32 21.68 b 1559.42 b 2771 a
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. kk * *

n.s, ¥, *¥* *** no significativo o significativo a P < 0.05, P £ 0.01 y P = 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la altura y el area foliar se observaron diferencias significativas entre B1, B2 y las control. Las
plantas control mostraron la mayor altura y las hojas mas grandes.

En el nimero de hojas y peso seco no se mostraron diferencias significativas entre tratamientos
bacterianos ni soluciones nutritivas.

En el peso fresco se observaron diferencias significativas entre las lechugas tratadas con B2 y el
control, sin embargo no se obtuvieron diferencias significativas entre los dos tipos de bacterias. Las
plantas control mostraron el mayor peso fresco.

En el CRC se observaron diferencias significativas entre las soluciones nutritivas, siendo mayor,
en ambas, el de las lechugas con solucion nutritiva 12 mmol N.

En cuanto al contenido de nitratos en hojas, se observaron diferencias significativas entre ambos
tratamientos nutritivos, aprecidndose una reduccion clara en las lechugas tratadas con 4 mmol N
debido a la menor aplicacion de nitrogeno en la solucion nutritiva. También se realizaron ensayos en
hidroponico para espinaca y colleja con distintas soluciones nutritivas en las que se vieron
resultados similares (Conesa y col., 2009). Estos resultados coincidirian con un estudio realizado por
Liy col., (2007) donde también observd que el contenido de N en el tejido de la espinaca de agua fue
significativamente mas alto que el de los controles al aplicar NO3 y NH4 a la solucion nutritiva.

A mayor concentracion de nitrogeno, se obtuvieron mayores valores SPAD, posiblemente debido
a la relacion existente entre el contenido de nitrogeno en hoja y el contenido relativo de clorofila
(valores SPAD), Saint et al. (1998). Al igual que ocurri6 con Diveria en la Experiencia 1.

En los oxalatos, se observaron diferencias significativas entre las soluciones nutritivas, siendo
mayor la de las lechugas con soluciéon nutritiva 4mmol N.
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En la altura, el peso fresco y el area foliar, no se observaron diferencias significativas entre
soluciones nutritivas.

La tabla 6.12 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva no se dio en ninguno de los casos.

Tabla 6.12.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s. n.s.
n.s, ¥, *¥* *** no significativo o significativo a P £ 0.05, P = 0.01 y P £ 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucion Nutritiva)

Se analizaron las raices en funcidn del tipo de tratamiento y de las dos soluciones nutritivas y se
obtuvieron los siguientes resultados, en cuanto a longitud, volumen, area, didmetro y diferentes
intervalos de longitud, comprendidos entre 0 y 4.5cm (tabla 6.13):

Tabla 6.13.- Resultados obtenidos en los analisis de las raices de la primera experiencia.

B1 143.12 a 049 a 949 a 0.65 88.06 a 359a 10.14 a
B2 304.93 b 0.89b 18.55b 0.62 193.97 b 75.46 b 22.58b
C 210.68 ab 0.59 a 12.58 a 0.6 134.31 ab 54.09 ab 134 a
E_Value k% * * n.s. * *% *%
4mmol N 207.43 0.63 12.83 0.63 131.75 49.84 15.44
12mmol N 231.71 0.69 14.25 0.62 145.81 60.46 15.31
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
B1 4.86 2.07 0.59 0.68 0.54 0.13 0.16
B2 6.87 3.35 1.08 0.8 0.39 0.21 0.21
C 4.46 2.63 0.86 0.35 0.32 0.05 0.19
p-value n.s. n.s. 1.S. n.S. n.s. n.s. n.s.
[SoNwerits | [ [ ]
4mmol N 5.83 2.67 0.81 0.43 0.33 0.17 0.16
12mmol N 4.97 2.69 0.88 0.79 0.5 0.09 0.22
p-value n.s. n.s. n.s. 1.S. n.s. n.s. n.s.

n.s, ¥, *¥* *** ng significativo o significativo a P < 0.05, P £ 0.01 y P = 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la longitud, la longitud comprendida entre 0<L<0.5 y la comprendida entre 0.5<L<1, se
observaron diferencias significativas los dos tipos de bacterias, sin embargo, no se obtuvieron

diferencias significativas entre las tratadas con B1 y las control, ni entre las lechugas tratadas con B2
y control.

El volumen, el area y las longitudes comprendidas entre 0-0.5, 0.5-1 y 1-1.5cm, las que mayor
valor obtuvieron fueron las tratadas con B2

En el volumen, el 4rea y la longitud comprendida entre 1<L<I.5, se observaron diferencias
significativas entre los dos tipos de bacterias, sin embargo, no se obtuvieron diferencias
significativas entre las tratadas con B1 y las control.
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En el resto de variables, las diferencias que hubo entre aplicar una u otra bacteria y el control son
no significativas.

Al aplicar una u otra solucion nutritiva, no se vieron diferencias significativas entre variables.

La tabla 6.14 representa el andlisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, no se dio en ninguno de los casos.

Tabla 6.14.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucién Nutritiva)

Variedad Diveria

Los resultados obtenidos en Lactuca sativa tipo “baby leaf” variedad Diveria, cultivadas en
bandejas flotantes con 4 y 12 mmol N y la aplicacion de rizobacterias promotoras del crecimiento
(Bacilus subtilis(B1) y Bacilus velezensis(B2)), sobre la altura, n® de hojas, area foliar, Contenido

relativo de Clorofila (CRF) en valores SPAD, peso fresco, peso seco, nitratos y oxalatos, se muestran
en la Tabla 6.15:

Tabla 6.15.-Resultados productivos para la lechuga variedad diveria.

Tratamientos Altura N°Hojas P.Fresco Area Foliar P.Seco  Clorofila  Nitratos Oxalatos
(cm) (2 (cm?) (® (SPAD)  (mg/kg) (mg/kg)
Bacterias (B)
B1 11.68 b 3.67 8.49 271.89 0.28 17.46 1364.03 34.03
B2 9.66 a 3.61 6.96 221.15 0.22 17.95 879.15 36.32
C 1147b 3.69 8.86 275.65 0.33 18.83 895.35 27.75
-value wkE 1.S. n.s. n.s. n.s. n.S. n.s. n.s.

4mmol N 10.94 3.71 8.65 356.38 0.29 17.91 844.72 31.32
12mmol N 10.93 3.61 7.56 247.08 0.27 18.25 1247.63 34.08
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, ¥, *¥* *** no significativo o significativo a P < 0.05, P £ 0.01 y P = 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velecensis) y C (control)

Solo se observaron diferencias significativas en la altura entre los dos tipos de bacterias, sin
embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre las lechugas tratadas con B1 y las control.
B2 disminuy¢ el tamafio de las plantas de lechuga respecto al control y a las B1. Al igual que ocurre
en un ensayo realizado en lechuga en bandeja flotante (Balanza et al., 2011). En la altura también se
dio interaccion entre B-SN (Fig.6.3) Donde el mayor valor se alcanz6 al aplicar Bl en ambas
soluciones nutritivas. La aplicacion de B2 interaccioné con la SN, mostrando valores de altura de
planta sin diferencias con el control en 12 mmol y frente a las plantas mas bajas con SN de 4 mmol,
es decir, que a menor concentracion de N en la SN, menor efectividad mostro la aplicacion de B2. La
interaccion existente entre B-SN demostr6 que la aplicacion de B1 fue mas eficaz con 4mmol, ya que
promovio el crecimiento en altura de las plantas.

Se puede decir que Bl tiene una influencia positiva sobre el crecimiento vegetativo de plantas,
aunque en nuestro caso no se produce una mejora notable pero si un crecimiento paralelo al control y
superior al de las plantas tratadas con B2.
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En el resto de tratamientos no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
bacterianos y las soluciones nutritivas. Pero en el Contenido relativo de Clorofila (CRF) en valores
SPAD (Fig. 6.3). Donde el tratamiento que mayor valor alcanzo fue el 12C, disminuyendo un 4.81%,
dicho valor, en 12B1 y un 7.12% en 12B2. En la aplicacioén de la solucion 4mmol N, alcanzo el
mayor valor el 4C, disminuyendo un 9.76%, dicho valor, en 4B1 y un 2.14% en 4B2.

La tabla 6.16 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, sélo se dio en la altura, la clorofila y los oxalatos.

Tabla 6.16.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

Interacciones Altura N°Hojas P.Fresco Area Foliar P.Seco  Clorofila  Nitratos Oxalatos
(cm) (2 (cm?) (2) (SPAD) _ (mg/kg) (mg/kg)
B-SN el n.s. n.s. n.s. n.s. *® n.s. *

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucién Nutritiva)

En la Figura 6.3 se representan las graficas en la que se observan la interacciéon B-SN con Altura y
Contenido relativo de Clorofila (CRF) en valores SPAD.

Altura SPAD
—c — ab————b
15 | - —5 bc b 20 T a_Eb —b. ab _b__
10 + 18 T2t
| | —
i LS
0 -lr— H Altura 14 +-;‘;_rj;_1:_1_ — | | L1 SPAD
—1_ 1__——1-——_ T B
Sa 8 o L N Q & '\,“—r-—-—-_../
¥ s 3 3 3 NN G
- o N

Figura 6.3. Interacciones B-SN con Altura y Contenido relativo de Clorofila (CRF) en valores SPAD
B(Bacterias) y SN (Solucion Nutritiva)

Se analizaron las raices en funcion del tipo de tratamiento y de las dos soluciones nutritivas y se
obtuvieron los siguientes resultados, en cuanto a longitud, volumen, area, diametro y diferentes
intervalos de longitud, comprendidos entre 0 y 4.5cm (tabla 6.17):
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Tabla 6.17.- Resultados obtenidos en los analisis de las raices de la primera experiencia.

Tratamientos  Longitud  Volumen Area Didametro | 0<L<0.5 0.5<L<1 1<L<1.5
(cm) (cm’) (cm?) (mm)
Bacterias (B)
B1 159.92 0.5 9.76 0.64 70.23 33.37 6.83
B2 205.15 0.66 12.94 0.65 110.23 56.72 15.81
C 138.77 0.44 7.66 0.63 84.99 35.57 8.89
4mmol N 135.38 0.47 7.99 0.67 60.83 39.35 10.22
12mmol N 200.53 0.59 12.24 0.61 116.14 44.42 10.8
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Tratamientos 1.5<L2 2<L=2.5 2.5<L<3 3<L=<3.5 \ 3.5<L<4 4<L=45
Bacterias (B) ‘
B1 4.61 2.79 0.73 0.28 0.15 0.04 0.01
B2 4.86 2.37 0.92 0.57 0.21 0.04 0.06
C 4.18 1.65 0.28 0.34 0.28 0.04 0.09
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.S. n.s. 1.S.
4mmol N 3.58 1.89 0.62 0.38 0.21 0.03 0.05
12mmol N 3.52 2.64 0.66 0.41 0.22 0.05 0.06
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, ¥, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P £ 0.01 y P £ 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

Las diferencias que hubo entre aplicar una u otra bacteria y el control son no significativas para las
variables estudiadas.

Al aplicar una u otra solucion nutritiva, no se vieron diferencias significativas entre variables.
La tabla 6.18 representa el andlisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, no se dio en ninguno de los casos.

Tabla 6.18.-Interacciones entre los distintos tratamientos.
Interacciones Longitud  Volumen Area Didmetro 0<L<0.5 0.5<L<1 1<L<1.5
(cm) (cm?) (cm?) (mm)

__BSN___ | ns. | ns._ | ns. | ns_ | ns. | ns. | ns |

Interacciones 1.5<LL2 2<LL2.5 2.5<L.<3 3<L.<3.5 \ 3.5<L4 4<L<4.5 L>4.5
B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P £ 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucién Nutritiva)

En cuanto a los caracteres morfoldgicos de la parte radical de las plantas, la aplicacion de bacterias

no influy6 en nada para el crecimiento de las raices, ya que las del tratamiento control fueron las que
mayor longitud alcanzaron.

La diferente concentracion de nitrégeno en la solucion nutritiva, alterd las longitudes comprendidas
entre 1-1.5, 1.5-2, 2-2.5 y 3-3.5cm en Ganeria; y la longitud, el area y las longitudes comprendidas
entre 0-0.5, 0.5-1 y 1-1.5cm en Diveria, siendo para ambas variedades, todos los parametros,
mayores a menor concentracion de nitrogeno.
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Discusion ensayo lechugas

En general, los parametros agronomicos de crecimiento, se vieron afectados con la aplicacion de
bacterias en la solucion nutritiva. Diversos estudios realizados encontraron un efecto positivo en la
aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento sobre plantas cultivadas en bandejas flotantes
(Yasufumi and Kaneali, 2003). En ambas variedades, la aplicacién de bacterias modifico la altura de
la planta, produciendo plantas mas altas con B1 (Bacilus subtillis); excepto para la variedad Ganeria
(lechuga verde), en el segundo ensayo (Mayo), donde las plantas que mayor altura alcanzaron fueron
las control. La variedad Diveria (lechuga roja), se vio afectada, ademas, en el nimero de hojas, peso
fresco y peso seco, en el primer ensayo (Abril), siendo las plantas control las mas pesadas y con
mayor numero de hojas, frente a las tratadas con bacterias. Por lo tanto, las bacterias disminuyeron el
peso de las plantas y el numero de hojas, aunque aumentaron la altura de la misma., por lo que,
Bacilus subtillis podria tener una influencia positiva sobre el crecimiento vegetativo de las plantas.

En un estudio de Bacilus subtillis como promotor del crecimiento en tomate cultivado en
hidroponia, en condiciones salinas, se concluyo, que en el tratamiento con Bacilus subtillis, la
produccion era inferior, pero hubo una mejora del crecimiento vegetativo (Woitke et col., 2004).

En cuanto a los caracteres morfoldgicos de la parte radical de las plantas, la aplicacion de bacterias
no influyd en nada para el crecimiento de las raices, ya que las del tratamiento control fueron las que
mayor longitud alcanzaron.

La diferente concentracion de nitrogeno en la solucion nutritiva, alterd las longitudes
comprendidas entre 1-1.5, 1.5-2, 2-2.5 y 3-3.5cm en Ganeria; y la longitud, el area y las longitudes
comprendidas entre 0-0.5, 0.5-1 y 1-1.5cm en Diveria, siendo para ambas variedades, todos los
parametros, mayores a menor concentracion de nitrogeno. .

6.2. Ensayos Berro
+ Parte aérea
& Experiencia 1
Los resultados obtenidos en Nasturtium officinale tipo “baby leaf”, cultivado en bandejas flotantes
con 4y 12 mmol N y la aplicacion de rizobacterias promotoras del crecimiento (Bacilus subtilis(B1)

y Bacilus velezensis(B2)), sobre la altura, n® de hojas, area foliar, Contenido relativo de Clorofila
(CRF) en valores SPAD, peso fresco, peso seco, nitratos y oxalatos, se muestran en la Tabla 6.19:
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Tabla 6.19.-Resultados productivos para el berro

B1 19.8b 6.42 14.58 101.03 0.6 39.14 239.43 3.01
B2 17.36 a 6.75 13.97 104.58 0.62 38.33 2514 3.89
C 1747 a 6.63 13.28 115.93 0.65 39.05 129.86 3.52

4mmol N 14.59 a 6.4 a 10.07 a 84.09 a 054 3547 a 213.83 3.42
12mmol N 21.92 b 6.8b 17.82b 130.28 b 0.7 42.21b 199.97 3.53
p-value whE wk il wk n.s. wkE n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P < 0.05, P £ 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la altura se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de bacterias, obteniéndose
la mayor altura con B1, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre las lechugas
tratadas con B2 y las control. La aplicacion de bacterias modifico la altura de la planta, produciendo
plantas mas altas con B1. En un estudio sobre el pepino, se vio que Bacilus subtillis también mejoro
el crecimiento vegetativo de la planta en condiciones de salinidad. Y en un estudio realizado sobre
lechuga, también se observo que Bacilus subtillis mejoro el crecimiento vegetativo de la planta (Liu
et col., 2010). En el caso de la altura se dio interaccion B-SN (Fig. 6.4), donde el mayor valor se
alcanz6 al aplicar B1 en ambas soluciones nutritivas. La aplicacion de B2 interaccion6 con la SN,
mostrando valores de altura de planta sin diferencias con el control en 12 mmol y frente a las plantas
mas bajas con SN de 4 mmol, es decir, que a menor concentracion de N en la SN, menor efectividad
mostrd la aplicacion de B2. La interaccion existente entre B-SN demostrd que la aplicacion de Bl
fue mas eficaz con 4mmol, ya que promovio el crecimiento en altura de las plantas.

La diferente concentracién de nitrégeno en la solucion nutritiva, alterd la altura, el numero de
hojas, el peso fresco, el peso seco y la CRC (valores SPAD). Para el caso de la altura y el nimero de
hojas, cada ambos pardmetros fueron mayores a mayor concentracion de nitrégeno.

En lo demas, las plantas fueron mas pesadas a mayor concentracion de nitrégeno, al igual que
ocurre con los valores SPAD, en este caso, por la relacion existente entre el contenido de nitrogeno
y el contenido relativo de clorofila en hoja (Saint et al. 1998).

En el numero de hojas, el peso fresco, el area foliar y la clorofila, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos bacterianos. Pero en el nlimero de hojas se dio interaccion B-SN
(Fig. 6.4), donde el mayor valor lo alcanzo el 12B2, disminuyendo un 11.75%, dicho valor, en 12Cy
un 17.39% en 12B1. En la aplicacion de la solucién 4mmol N, el mayor valor lo alcanzé el 4C. La
aplicacion de B2 interacciondé con SN, provocando un aumento de numero de hojas en SN de
12mmol, mientras que la aplicacién de la misma bacteria, en SN de menor concentracion de N (4
mmol) produjo el efecto contrario, mostrando el menor valor de este parametro. Este hecho
demostraria, que B2 potenci6 su efecto en la SN de mayor concentracion de N.

En peso seco, los nitratos y los oxalatos no se mostraron diferencias significativas entre
tratamientos bacterianos ni soluciones nutritivas. Pero en el peso seco se dio interaccion B-SN (Fig
6.4), donde el mayor valor lo alcanzo el 12B2, disminuyendo un 19.23%, dicho valor, en 12C y un
38.46% en 12BI1. En la aplicacion de la solucion 4mmol N, el mayor valor lo alcanzé el 4BI,
disminuyendo un 10%, dicho valor, en 4C y un 45% en 4B2. La aplicacion de B2 interaccion6 con
SN, provocando un aumento del peso seco en SN de 12mmol, mientras que la aplicacion de la misma
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bacteria, en SN de menor concentracion de N (4 mmol) produjo el efecto contrario, mostrando el
menor valor de este parametro. Este hecho demostraria, que B2 potenci6 su efecto en la SN de mayor
concentracion de N. La aplicacion de B1 interaccion6 con SN, provocando un aumento del peso seco
en SN de 4mmol, mientras que la aplicacion de la misma bacteria, en SN de mayor concentracion de
N (12 mmol) produjo el efecto contrario, mostrando el menor valor de este parametro. Este hecho
demostraria, que Bl potenci6 su efecto en la SN de menor concentracion de N, al contrario que
ocurrié con B2. Cada bacteria potencia su efecto a diferentes concentraciones de N en la SN.

La tabla 6.20 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, sélo se dio en la altura, el nimero de hojas y el peso seco.

Tabla 6.20.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN ww wE n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucién Nutritiva)

En la Figura 6.4 se representan las graficas en la que se observan la interacciéon B-SN con la
Altura, el Numero de Hojas y el Peso Seco.
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Figura 6.4. Interacciones B-SN con Altura, N°Hojas y Peso Seco
B(Bacterias) y SN (Solucion Nutritiva)

& Experiencia 2

Los resultados obtenidos en Nasturtium officinale tipo “baby leaf”, cultivado en bandejas flotantes
con 4y 12 mmol N y la aplicacion de rizobacterias promotoras del crecimiento (Bacilus subtilis(B1)
y Bacilus velezensis(B2)), sobre la altura, n® de hojas, area foliar, Contenido relativo de Clorofila
(CRF) en valores SPAD, peso fresco, peso seco, nitratos y oxalatos, se muestran en la Tabla 6.21:
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Tabla 6.21.-Resultados productivos para el berro

B1 12.18 a 741 a 5.3 45.55 0.27 a 40.22 279.61 3.76

B2 1143 a 7.89 b 6.41 60.43 0.35b 38 224.64 3.82

C 13.88 b 8.01b 7.18 61.79 0.3 ab 37.33 203.16 3.85
-value i * n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.
4mmol N 13.18 b 8.09b 6.92 59.42 0.28 a 36.2 a 173.56 a 3.89
12mmol N 11.84 a 7.44 a 5.66 52.42 0.33b 40.84 b 298.05 b 3.73
p-value wkk wkk n.s. n.s. * wkk * n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la altura se observaron diferencias significativas entre los berros tratados con B2 y los control,
siendo de mayor altura las plantas control frente a las B1 y B2, sin embargo, no se obtuvieron
diferencias significativas entre los dos tipos de bacterias. Existieron diferencias significativas entre
soluciones nutritivas, siendo sorprendentemente los berros con solucién nutritiva 4mmol N los que
mayor crecimiento tuvieron. La aplicacién de bacterias no influy6 en el crecimiento, ya que las que
mayor altura alcanzaron fueron las control; y también las que mayor numero de hojas tuvieron.

En el nimero de hojas se observaron diferencias significativas entre B1 y B2, mostrando mas
hojas las plantas control, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los berros
tratados con B2 y los control. Existieron diferencias significativas entre soluciones nutritivas, siendo
sorprendentemente los berros con solucion nutritiva 4mmol N los que mayor numero de hojas
tuvieron.

En el peso seco se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de bacterias, sin
embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los berros tratados con B1 y los control, ni
entre los berros tratados con B2 y los control. Existieron diferencias significativas entre soluciones
nutritivas, siendo los berros con solucion nutritiva 12mmol N los que mayor peso seco tuvieron. El
peso se vio modificado por la aplicacion de bacterias, siendo mas pesadas las tratadas con B2.

En cuanto al CRC y los nitratos, se observaron diferencias significativas entre soluciones
nutritivas, siendo, en ambos casos, los berros con solucion nutritiva de 12mmol N, los que mayor
valor obtuvieron. Estos resultados coincidirian con un estudio realizado de lechuga en bandeja
flotante, donde se observo una reduccion clara del contenido de nitratos en hoja, en las lechugas
tratadas con 4Mmoles N debido a la menor aplicacidon de nitrégeno en la solucion nutritiva (Balanza
etal., 2011).

La diferente concentracion de nitrégeno en la solucidon nutritiva, alterd la altura, el nimero de
hojas, el peso fresco, el peso seco y la CRC (valores SPAD). Para el caso de la altura y el nimero de
hojas, cada ambos parametros fueron mayores a menor concentracion de nitrogeno.

En lo demas, las plantas fueron mas pesadas a mayor concentracion de nitrogeno, al igual que
ocurre con los valores SPAD, en este caso, por la relacion existente entre el contenido de nitrogeno
y el contenido relativo de clorofila en hoja (Saint et al. 1998).

En el peso seco se dio interaccion B-SN (Fig. 6.5) donde el mayor valor lo alcanzo 12B2,
disminuyendo un 25%, dicho valor, en 12C y un 25% en 12BI1. En la aplicacion de la solucion
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4mmol N, el mayor valor lo alcanzaron 4C y 4B2, disminuyendo un 22.22%, dicho valor, en 4B1. La
aplicacion de B2 interacciond con SN, provocando un aumento del peso seco en SN de 12mmol,
mientras que la aplicacion de la misma bacteria, en SN de menor concentraciéon de N (4 mmol)
produjo el efecto contrario, mostrando el menor valor de este parametro. Este hecho demostraria, que
B2 potencid su efecto en la SN de mayor concentracion de N, al igual que ocurre en las interacciones
anteriores.

En cuanto al peso fresco, el area foliar y los oxalatos, no se observaron diferencias significativas
entre tratamientos bacterianos, ni soluciones nutritivas.

En cuanto a la clorofila y los nitratos, no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos bacterianos.

La tabla 6.22 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, sélo se dio en el peso seco.

Tabla 6.22.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. w* n.s. n.s. n.s.

n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucién Nutritiva)

En la Figura 6.5 se representan las graficas en la que se observan la interaccion B-SN con el Peso
Seco.

Peso Seco
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Figura 6.5. Interacciones B-SN con Peso Seco
B(Bacterias) y SN (Solucion Nutritiva)

4B2
12C
12B1
12B2

+ Parte radical
@ Experiencia 1
Se analizaron las raices en funcidn del tipo de tratamiento y de las dos soluciones nutritivas y se

obtuvieron los siguientes resultados, en cuanto a longitud, volumen, area, diametro y diferentes
intervalos de longitud, comprendidos entre 0 y 4.5cm (tabla 6.23):
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Tabla 6.23.- Resultados obtenidos en los analisis de las raices de la primera experiencia.

B1 1402.42 0.67 109.2 0.74 812.69 352.25 111.36
B2 1039.45 0.59 88.19 0.82 590.57 247.69 89.86
C 1366.96 0.71 110.43 0.77 777.69 348.19 114.37

-value n.s. n.Ss. n.s. n.s. n.Ss. 1.S. n.s.

4mmol N 1809.89 b 1.01b 151.63 b 0.82b 1009.19 458.18 b 157.94 b

b
12mmol N 72932 a 0.32 a 53.58 a 0.73 a 444.76 a 173.91 a 52.45a
p_value k% k% ek % k% k% k%
B1 46.74 26.91 13.7 12.12 8.07 5.79 12.88
B2 38.19 23.23 12.77 9.76 7.35 4.88 15.15
C 45.51 26.6 13.22 11.09 7.76 5.85 16.66
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
4mmol N 64.49Db 38.69 b 20.05Db 17.97 b 11.97 b 8.24 b 24.03 b
12mmol N 2247 a 12.46 a 642 a 4.88 a 344 a 2.77 a 5.75 a
p-Value ke ek %kt %kt ek ek ek

n.s, ¥, *¥* *** g gignificativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En cuanto a los caracteres morfologicos de la parte radical, la aplicacion de bacterias no influyo
para nada en el crecimiento y desarrollo de las raices, ya que las que mayor tamafio y longitud
alcanzaron fueron las control.

Al aplicar una u otra solucion nutritiva, se vieron diferencias significativas en todas las variables
estudiadas, siendo en todas ellas, las raices con solucion nutritiva de 4 mmol N, las que mayor valor
alcanzaron.

La tabla 6.24 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, no se dio en ninguno de los casos.

Tabla 6.24.-Interacciones entre los distintos tratamientos

B-SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
n.s, *, ¥* **¥* no significativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P = 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucion Nutritiva)

& Experiencia 2

Se analizaron las raices en funcidn del tipo de tratamiento y de las dos soluciones nutritivas y se
obtuvieron los siguientes resultados, en cuanto a longitud, volumen, area, didmetro y diferentes
intervalos de longitud, comprendidos entre 0 y 4.5cm (tabla 6.25):
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Tabla 6.25.- Resultados obtenidos en los analisis de las raices de la primera experiencia.

B1 288.59 0.41 18.8 0.68 87.15a 77.35 20.26
B2 23541 0.36 18.98 0.71 188.13 b 67.57 22.84
C 223.98 0.49 17.99 0.63 217.69 b 68.77 24.22
-value n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s.
4mmol N 238.27 0.21a 22.31 0.69 180.8 76.25 27.48b
12mmol N 260.4 0.62 b 14.87 0.66 147.85 66.21 174 a
p-value n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. ok
B1 8.48 6.71 2.89 1.97 1.61 0.5 0.92
B2 8.01 5.47 2.44 1.61 1.17 0.77 0.06
C 7.51 4.36 2.29 1.56 0.49 0.43 0.49
p-value n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
4mmol N 8.89 6.4b 2.86 1.69 1.26 0.57 0.72
12mmol N 7.1 442 a 2.22 1.74 0.92 0.56 0.92
p-value n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s, ¥, *¥* *** g gignificativo o significativo a P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001, respectivamente.
B1 (Bacilus subtilis), B2 (Bacilus velezensis) y C (control)

En la longitud se dio interaccion B-SN (Fig. 6.6). El mayor valor lo alcanzoé el 4B1, disminuyendo
un 71.5%, dicho valor, en 4C y un 47.91% en 4B2. En la aplicacion de la solucion 12mmol N, el
mayor valor lo alcanzé el 12C, disminuyendo un 45.87%, dicho valor, en 12B1 y un 21.03% en
12B2. La aplicacion de B1 interacciond con SN, provocando un aumento de la longitud de las raices
en SN de 4mmol, mientras que la aplicacion de la misma bacteria, en SN de mayor concentracion de
N (12 mmol) produjo el efecto contrario, mostrando el menor valor de este parametro. Este hecho
demostraria, que B1 potenci6 su efecto en la SN de menor concentracion de N.

En la longitud comprendida entre 0<L<0.5, se observaron diferencias significativas entre los dos
tipos de bacterias, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre las tratadas con B2 y
las control. La longitud comprendida entre 0<L<0.5, fue 53% menor con B1, menos de la mitad de la
longitud obtenida con B2.

En el resto de variables, las diferencias que hubo entre aplicar una u otra bacteria y el control son
no significativas.

Al aplicar una u otra solucidn nutritiva, se vieron diferencias significativas en el volumen, en la
longitud comprendida entre 1<L<1.5 y en la comprendida entre 2<L<2.5, siendo en las dos
longitudes, las raices con solucion nutritiva de 4 mmol N, las que mayor valor alcanzaron; mientras
que, en el caso del volumen, fueron las de 12 mmol N.

En el resto de variables, no se observaron diferencias significativas al aplicar una u otra solucion
nutritiva.

La tabla 6.26 representa el analisis de las interacciones entre los distintos tratamientos. La
interaccion bacteria-solucion nutritiva, sélo se dio en la longitud.
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Tabla 6.26.-Interacciones entre los distintos tratamientos.

B-SN
n.s, ¥, *¥* *** ng gignificativo o significativo a P £ 0.05, P < 0.01 y P £ 0.001, respectivamente.
B(Bacteria) y SN(Solucion Nutritiva)

n.s. n.S. n.s. n.s. n.S. .S. n.S.

En la Figura 6.6 se representan las graficas en la que se observan la interaccion B-SN con la
Longitud.

Longitud
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Figura 6.6. Interacciones B-SN con Longitud
B(Bacterias) y SN (Solucion Nutritiva)
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7. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados expuestos anteriormente podemos extraer las siguientes conclusiones
del estudio realizado:

1.- El crecimiento de la parte aérea de las variedades de lechuga Ganeria y Diveria se ve afectada
por la estacion de cultivo; en la primera experiencia, Abril-Mayo, Diveria alcanzé mayor longitud
que Ganeria, mientras que en la segunda experiencia, Mayo-Junio, ocurrié lo contrario. Ocurre lo
mismo con la parte radical que con la parte aérea. Por lo que seria mas aconsejable utilizar una
variedad para cada época del afo.

2.- El crecimiento de la parte aérea del Berro también difiere dependiendo del mes en que se realizo
la experiencia, obteniéndose plantas mas altas en la primera, pero con menor numero de hojas, y en
el caso de plantas cuya importancia econdmica se basa en sus hojas, la disminucion del nimero de
¢stas puede provocar una pérdida importante de calidad y produccion. Pero en la segunda
experiencia, se obtuvieron plantas mas bajas, pero con mayor numero de hojas, por lo que en estas
experiencia, se obtuvieron plantas con mejor calidad para la cuarta gama. Esto nos indica, que el
berro es mejor cultivarlo a partir de Mayo, de cara al verano, para que de plantas de mejor calidad.

3.- La aplicacion de Bacilus subtilis indujo el crecimiento de la parte aérea de las dos variedades de
lechuga (Ganeria y Diveria) y del berro; por otro lado la aplicacion de Bacilus velezensis mantuvo
un crecimiento igual o menor que las plantas control..

4.- La solucion nutritiva de 4mmol de N, mostrd el mejor comportamiento agronémico, ya que se
obtuvieron plantas mas altas, mayor rendimiento de cultivo y menor concentracion de nitratos; a
excepcion del berro del primer ensayo.

5.- Teniendo en cuenta los dos apartados anteriores, se puede concluir la combinacion de que seria
mas efectivo aplicar Bacilus subtilis con la SN de 4mmol para obtener una mejor efectividad en el
crecimiento y desarrollo del cultivo., para ambas especies.
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