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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de bacterias promotoras del
crecimiento (PGPR) sobre el rendimiento y la calidad de berro cultivado en bandejas
flotantes. Para la obtencion de las PGPR (Bacillussubtilis) se utilizé un producto
comercial denominado Larminar®. El experimento consistid en cuatro tratamientos:
Tratamiento 1 (T1 ) semillas y sustrato estéril inoculados con B.subtilis, Tratamiento 2
(T2) semillas y sustrato no estéril inoculado con B.subtilis, Tratamiento 3 (T3) semillas
y sustrato estéril sin inocular y Tratamiento 4 (T4) las semillas y el sustrato no estéril
sin inocular. En el momento de la cosecha se midieron diferentes parametros
agronomicos como el peso fresco y seco de parte aérea, el nimero de hojas, la altura
de la planta, el area foliar, el color de las hojas, el contenido relativo en clorofila y el
peso fresco y seco de las raices. También se analizaron parametros relacionados con
la calidad , como la vitamina C, la capacidad antioxidante , el contenido de fenoles
totales, el contenido de pigmentos, el pardeamiento y el contenido en o-quinona
soluble, la actividad enzimatica, el contenido de iones y contenido microbiano. La
utilizacion de B. subtilis no afectd a la produccidn ni al desarrollo de la planta pero si
aumento la capacidad antioxidante y disminuyé el contenido en clorofilas ay b.
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1. Introduccion

El berro es considerado un alimento valioso en
la industria de ensaladas frescas por su alto
contenido de compuestos beneficiosos para la
salud, tales como antioxidantes y compuestos
fendlicos [1]. El sistema de cultivo en bandejas
flotantes es una técnica de cultivo facil y
rentable. El uso de rizobacterias promotoras del
crecimiento de plantas (PGPR) esta ganando
importancia y aceptacién, debido al aumento
significativo en el crecimiento y rendimiento de
los cultivos en respuesta a la inoculacién con
PGPR[2].Entre las cepas de PGPR, las especies
pertenecientes a Pseudomonas y Bacillus son las
mas ampliamente estudiadas,en particular,
algunas cepas de Bacillus subtilis que se utilizan
como agentes de control bioldgico. El método
de aplicacién de las PGPR es esencial para evitar
el fracaso en la colonizacidn de la rizosfera. La
inoculacion directamente de semillas es el
método mds comun de aplicacion para los
agentes bacterianos. Hasta el momento se ha
prestado muy poca atencién a los efectos de la

aplicacién de PGPR sobre la vida uatil de las
hortalizas babyleaf producidas en el sistema de
cultivo sin suelo. La mejora de la calidad del
producto producida por las PGPR se puede
asociar a cambios que favorecen la conservacién
del producto durante la etapa de post-
cosecha[3].

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
de la aplicacién de PGPR (Bacillus subtilis) sobre
el rendimiento y calidad del berro cultivado en
un sistema de bandejas flotantesa lo largo de su
vida util como un producto de IV Gama.

2. Materiales y Métodos

2.1 Cepa bacteriana e inoculacidon

La cepa bacteriana utilizada en este estudio fue
Bacillus subtilis AP-01, obtenida del producto
comercial Larminar® (Agrimor).

La inoculacion bacteriana se llevd a cabo en dos
veces, la primera antes de la siembra por
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inoculacion de las semillas y el sustrato, y la
segunda, dos semanas después de la siembra,
remojando las bandejas en una suspension del
producto comercial, en ambos casos, se
siguieron las instrucciones del fabricante.La
suspension  bacteriana se obtuvo del
crecimiento de las esporas de B. subtilis
(Larminar® en polvo Agrimor , Agricultura
Moderna SA , Madrid, Espafa) en PlateCount
Agar (PCA) (FlukaAnalitica, Sigma- AldrichSrl,
Milan, Italia) que posteriormente se disolvieron
en una solucién salina de 9 g/l NaCl a una
concentracién de 108 unidades formadoras de
colonias (UFC) ml.Antes de la inoculacién, las
semillas fueron desinfectadas en superficie
mediante una dilucién al 20 % de NaClO durante
3 minutos, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril, y se inocularon por inmersidn
durante 1 hora en la suspension bacteriana (T1
y T2) o en solucidn salina (T3 y T4).Para secarlas
completamente, las semillas se dispusieron en la
cabina de flujo laminar para completar el
proceso de desecacion.

Para inocular el sustrato, cinco dias antes de la
siembra, 0,5 kg m3 de Larminar® se mezclaron
con sustrato esterilizado en el casode T1y T2 .
En ambos tratamientos una re-inoculacion se
realiz6 15 dias después de la siembra por
inmersién de las bandejas en una solucién que
contenia 1,67 gl de Larminar®.

2.2 Material vegetal, condiciones del cultivo y de
la poscosecha

El experimento se llevé a cabo en el verano de
2012 en el Centro Experimental de la Facultad
de Agricultura de Turin (Carmagnola (TO), Italia
) en un invernadero de cristal con control
automatico de la temperatura ambiental. La
temperatura maxima, minima y media durante
el ciclo de cultivo fueron del 43, 17 y 29,1°C,
respectivamente.

El material vegetal utilizado fue un cultivar
comercial de berros (NasturtiumofficinaleR. Br .)
"LargeLeaf" (TozerSeeds Co., Cobham, Reino
Unido).En el experimento las plantas crecieron
en bandejas de espuma de poliestireno de 60
alveolos (cada alveolo tenia 44 mm de didametro
en la parte superior y 25 mm en la inferior),
flotando de forma continua en una solucién
nutritiva.

La siembra se realizé el 22 de junio de 2012. Las
bandejas de espuma de poliestireno se llenaron
a mano con sustrato comercial a base de turba
(NeuhausHuminsubstrat N17, Klasmann-
Deilmann, Geeste-Gross, Hesepe, Alemania). El
sustrato se desinfecté a 100°C durante 45 min
para ser utilizado en los tratamientos T1 y T3.Las

bandejas sembradas se regaron por aspersion 2
veces al dia hasta la germinacion de las semillas,
después se dispusieron en las mesas de flotacién
con la solucidn nutritiva. La densidad de
plantacién fue de 2400 plantas m™. La solucién
nutritiva consistié en un ratio 40/60 N-NOs-/N-
NH,4, compuesto por 12 mMde N, 6 mM K, 2 mM
P, 2 mM Mgy 2,5 mMCa. Para el NS se anadio
un compuesto enriquecido con microelementos
(INTRACHEM LysodinMultimix). EI pH vy la
conductividad eléctrica de la solucién se verificd
semanalmente y se mantuvieron cerca de 5,5
(usando H2S04 1N) y 2.000 mS cm?,
respectivamente. La solucién nutritiva se aired
manteniendo el nivel de oxigeno disuelto en 5
ppm durante todo el ciclo.

Para el almacenamiento, el berro fue
empaquetado (125g) y termosellado en bolsas
de 4 | de volumen, permeabilidad al O; y al
CO,de 1990 y 7800 cm® m? d! bar
! respectivamente; espesor de pelicula de 20
micras (AlvapackS.rl, Bologna, Italia). Las
muestras envasadas fueron almacenadas en
camaras frigorificas, sin luz y a 4°C durante 11
dias.

2.3 Analisis agrondmicos vy bioquimicos

La recoleccion se llevd a cabo el 17 de julio 2012
después deun ciclo de cultivo de 26 dias. Se
midieron el peso fresco y seco de parte aérea,
numero de hojas, altura de la planta, area foliar
(utilizando un analisis de imagenes con Image)
1.47v, NIH), color de las hojas usando un
colorimetro CR10 (Konica-Minolta Sensing Inc.,
Osaka, Japon), el contenido relativo en clorofila
RCC (Minolta SPAD -502; Konica -Minolta
Sensing Inc., Osaka, Japdn) y peso fresco y seco
de las raices.

También se analizaron la vitamina C que fue
determinada como describen Zapata y Dufour
(1992). Capacidad antioxidante siguiendo los
procedimientos de Benzie y Strain (1996)
(FRAP). Los fenoles totales (TP) se determinaron
usando el procedimiento de Folin-Ciocalteu
basado en el método de Singleton y Rossi
(1965). La clorofila a, clorofila b y carotenoides
(Chl. a, Chl b y Car, respectivamente)se
determinaron segun el método Lichtenthaler y
Wellburn (1983). El pardeamiento y la o-
quinona soluble (BP y So- Q, respectivamente)
se determinaron de acuerdo con el método
Tardelli et al. (2013). La actividad peroxidasa
(POD) se determiné como se describe en Nickel
and Cunningham (1969). La actividad de
polifenol oxidasa (PPO) se determind como
describe Degl'Innocenti et al. (2005). La
actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) se
determiné como se describe en Campos et al.
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(2004) y Degl'Innocenti et al. (2005).Todos los
analisis espectrofotométricos se llevaron a cabo
usando un espectrofotémetro Beckman DU®-65
espectrofotometro  (BeckmanCoulter Inc.,
Fullerton, CA, EE.UU.) .El contenido de iones se
determiné usando un kit refractométrico
(Merck Reflectoquant RQflex2©, Merck KGaA
,Darmstadt, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante . Recuento total de
bacterias (TBC) se determind mediante un
cultivo en agar (PCA) (Fluka Analitica, Sigma-
Aldrich Srl, Milan, Italia), mientras que la
levadura y el recuento de mohos (YC y MC) se
determinaron utilizando el agar cloranfenicol
glucosa extracto de levadura (Fluka Analitica,
Sigma-Aldrich Srl, Milan, Italia). La enumeracién
de TBC se realizé después de la incubacion a
30°C durante 48h. La enumeracion de TA y MC
se realizaron después de la incubacién a 30°C
durante 5dias. Los resultados se expresaron
como CFUg! FW.

2.4 Andlisis estadistico

El experimento incluyd los siguientes
tratamientos: Tratamiento 1 (T1 ) las semillas y
sustrato estéril (SE) inoculado con Larminar®
(SB), Tratamiento 2 (T2) semillas y sustrato no
estéril (NE) inoculado con Larminar® (SB),
Tratamiento 3 (T3) semillas y sustrato estéril (SE)
sin inocular (NB) y Tratamiento 4 (T4) las
semillas y el sustrato no estéril (NE) sin inocular
(NB).

El experimento consistié en bloques aleatorios
con 3 réplicas por tratamiento, cada réplica se
situd en una mesa de flotacién, cada mesa de
flotacién tenia 12 bandejas.

3. Resultados y Discusion

Los resultados de los parametros medidos de la
parte agronémica que mostraron diferencias
significativas se recogen en la Tabla 1. Los
valores mayores se dieron en el tratamiento de
sustrato esterilizado (SE) para la altura de las
plantas, el nimero de hojas y el contenido
relativo en clorofila (SPAD). Por el contrario,
para el croma los valores mas elevados se dieron
en el tratamiento del sustrato no esterilizado
(NE).

En relacién a la actividad microbiana no hubo
diferencias significativas para los conteos de
bacterias y levaduras (datos no mostrados) pero
se obtuvieron diferencias significativas para los
hongos entre los tratamientos con NE y SE
dando un valor mayor en el NE. Ademas, destaca
la interaccion entre los factores Esterilidad y
Bacteria para la altura de la planta (Gréfica 1A).

Altura (cm)

Tabla 1.Resultados
microbioldgicos.

agrondmicos y

Los valores dentro de la misma fila seguidos por una letra
mindscula diferente son significativamente diferentes para
P<0,05.Los asteriscos indican la significancia: * P <0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001; ns= no significativa.

De estos resultados agrondémicos podemos
destacar que la adicidn del Larminar® no influyé

Esteril (A) Larminar®(B) Interaccién

NE SE NB SB A B AxB
Altura (cm) 26,3a 28,7b 27,7 27,2 *¥* ns *
Hojas/planta 10,7a 12,0b 11,3 11,4 *** ns ns
Chroma 38,0b 36,6a 37,5 37,1 ¥ ns ns
SPAD 33,9a 36,6b 34,6 35,8 ** ns ns
MC (Log UFC) 2,3b 2,1a 2,2 2,2 * ns ns

en ninguno de los parametros medidos. Por el
contrario, la esterilizacion del sustrato dio lugar
a plantas mas desarrolladas, con un color menos
saturado y mayor contenido relativo en
clorofila.

También se observd que la esterilizacidn evito
una mayor proliferacion de hongos en la parte
aérea de la planta al final del cultivo. De la
explicacion de la interaccion entre la
esterilizacion y la adicién del Larminar® con
respecto a la altura se puede apreciar que las
plantas con tratamiento NE y NB fueron
significativamente mas bajas que las plantas con
los tratamientos SE y NB.

En la Tabla 2 se muestran los resultados
obtenidos para cada pardmetro segun el factor
de almacenamiento (inicio o final), esterilidad
del sustrato. Durante el almacenamiento los
valores de O, fluctuaron entre 18,8 kPa del inicio
del almacenamiento a 1,63 para T1, 1.65 para
T2,1,15 para T3y 0,7 para T4. Los valores

Figura 1. Efecto de la inoculacion con Larminar®
sobre la altura (A) segun el tratamiento de
esterilidad y sobre el FRAP (B) segun el
almacenamiento. Los valores son la media de
tres repeticiones y las lineas verticales son la
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diferencia menos significativa intervalos (LSD) a
P <0.05.
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Tabla 2: Influencia del almacenamiento, el tratamiento de esterilidad y la adicién de Larminar®sobre los

parametros bioquimicos.
TP

PAL

FRAP i i - POD PP
1 (mgac.  Cha b (emmaco B Soa e
(umolFe* g dicog”  (mggFW) (mgg’ FW) (mg/100g  (raw abs. (raw abs. (AAmin™g" (PPO Unitg cinnamic acid (mg g NOy)
FW) Galicog™  (mgg mee FW) units FW)  units FW) FW) FW) o 88 NOs
EW) h' e FW)

Inicio 249a 09b 0,5b 02b 2,6 0,7a 0,4 32a 6,5a 0,1a 2,2b
Final 30,9 b 0,7a 0,4a 0,1a 2,3 10b 0,4 4,7b 31,4b 0,2b 1,7a
NE 249a 0,7a 04a 01la 20a 0,9 0,5 4,2 19,5 0,1 2,5b
SE 30,8b 0,8b 0,5b 02b 29b 0,9 0,3 3,7 18,4 0,1 1,4a
NB 26,5a 0,8 0,5b 0,1b 2,2 0,9 0,4 3,8 19,2 0,1 1,8
SB 29,3b 0,9 0,4a 0,la 2,7 0,9 0,4 4,1 18,7 0,1 2,0
Almacen. (A) % T A o P ok ns * o o *
Esteril (B) ** ** *x *xx * ns ns ns ns ns *x*
Larminar®(C) * ns * * ns ns ns ns ns ns ns
AxB ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AxC * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BxC ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AxBxC ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Los valores dentro de la misma columna seguidos por una letra minudscula diferente son significativamente diferentes para
P<0,05.Los asteriscos indican la significancia: * P <0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; ns= no significativa.

del CO; seiniciaron en 0,4 y al final de los 11 dias
de almacenamiento tuvieron valores de 8,47
para T1, 8,6 para T2, 8,1 para T3 y de 8,8 para
T4.

Con respecto al almacenamiento, los valores
significativamente mayores se dieron al inicio en
TP,Chl. a, Chl. by en el contenido en nitratos. Por
el contrario FRAP, BP, POD, PPO y PAL,
mostraron los valores significativamente
mayores para el final del almacenamiento. En
relacion a la esterilidad del sustrato, los valores
significativamente mas elevados se dieron en el
tratamiento SE para FRAP, TP, Chl.a, Chl.b y en
el contenido en vitamina C. Por el contrario, el
contenido en nitratos mostré el valor
significativamente mayor con el tratamiento de
NE. En el caso de la adicion de bacterias, se
obtuvo el valor significativamente mas elevado
en el tratamiento SB para el FRAP y los valores
significativamente mayores de NB en las Chl ay
b. Las clorofilas se comportaron de forma
contraria a los resultados obtenidos por Han y
Lee (2005) para lechuga bajo estrés tratada con
PGPR. Cabe destacar las dos interacciones
dobles entre el Almacenamiento y las Larminar®
para el FRAP (Gréfica 1B) vy entre
Almacenamiento y la Esterilidad para el TP (no
mostrada). La interaccion de la Grafica 1B
muestra que los resultados de FRAP para las
plantas con sustrato sin esterilizar (NE) y sin
Larminar® (NB) fueron significativamente
menores a los de los tratamientos de sustrato
estéril (SE) con (SB) y sin Larminar® (NB). El
aumento de la capacidad antioxidante con el
uso de las PGPR concuerda con los resultados
obtenidos por Olalde-Portugal y Mena-
Violante(2008) y Ordookhani et al.,(2010) en
frutos de tomate.

4, Conclusiones

La inoculacion mediante el producto Larminar
no produjo efecto sobre el desarrollo del berro,
aunque si se vieron sus efectos sobre la
capacidad antioxidante y las clorofilas a y b. La
planta se vio beneficiada por la esterilizacion del
sustrato ya que favorecid su desarrollo y el
aumento de FRAP, TP, clorofilas a y b y vitamina
C. Con el almacenamiento aumento el FRAP, el
pardeamiento y la actividad enzimatica.

5. Agradecimientos

Department of Agricultural, Forest and Food
Sciences. Universita di Torino.

6. Referenciasbibliograficas

[1] Martinez-Sanchez A., Gil-lzquierdo A., Gil M.I.,
Ferreres F. 2008.A Comparative Study of Flavonoid
Compounds, Vitamin C, and Antioxidant Properties of
Baby Leaf Brassicaceae Species. J. Agric. Food Chem.
2008, 56, 2330-2340.

[2] Kloepper J.W., Leong J., Teinteze M., Schroth M.N.
1980. Enhancing plant growth by siderophores
produced by plant growth promoting rhizobacteria.
Nature 286:885-886.

[3] Olalde-Portugal, V., and H. G. Mena-Violante.
2008. Symbiotic associations with bacteria and fungi
and its effect on fruit quality. Postharvest Biology and
Technology of Fruits, Vegetables and Flowers. Wiley-
BlackWell, Canada. Pag: 360-372.

[4] Han H.S., Lee K.D. 2005. Plant Growth Promoting
Rhizobacteria Effect on Antioxidant Status,
Photosynthesis, Mineral Uptake and Growth of
Lettuce under Soil Salinity. Research Journal of
Agriculture and Biological Sciences 1(3): 210-215.

[5] Ordookhani K., Khavazi K., Moezzi A., Rejali F.
2010. Influence of PGPR and AMF on antioxidant
activity, lycopene and potassium contents in tomato.
African Journal of Agricultural Research Vol. 5(10), pp.
1108-1116.

138 | 274






