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Resumen. Lilium es una especie ornamental cuya produccién y
comercializacién adquiere mayor importancia econémica dia a dia, en
virtud de su aceptacién en los mercados. El cultivo se ha sometido a un
sistema intensivo de produccién, carente de recomendaciones precisas
de nutricién, basado en la utilizacién indiscriminada de fertilizantes
quimicos. Esto obliga a los productores a implementar procesos de
produccién sustentables sin afectar la calidad del producto, toda vez
que los consumidores del mundo prefieren cada vez mds productos que
hayan sido cultivados correctamente. Los objetivos de este estudio fue-
ron evaluar los efectos principales y las interacciones de la aplicacién de
fésforo y la inoculacion con Glomus fasciculatum'y Bacillus subtilis, sobre
la calidad comercial de flores de Li/ium hibrido oriental Showwinner.
En 2008, se evaluaron 12 tratamientos en condiciones de invernadero
utilizando un arreglo factorial 2x3x2, que corresponden a inoculados
y no inoculados y 0, 22 y 44 pg/mL de fésforo. El tratamiento que
combiné G. fasciculatum con 22 pg/mL de fésforo y B. subtilis present6
correlacién positiva con peso seco de raiz, altura de la planta, didmetro
del tallo, peso seco del tallo, ancho de pétalo, didmetro de la flor, peso
seco de la flor, color y vida de la flor, periodo de floracion, tasa fotosin-
tética y concentracion en los tallos de zinc (Zn), nitrégeno (N), fésforo
(P), cobre (Cu) y potasio (K). Los microorganismos rizésfericos utili-
zados interactuaron positivamente para mejorar la calidad de la flor de
Lilium sp. con una dosis intermedia de fésforo.

Palabras clave: Bacillus subtilis; Glomus fasciculatum; Fésforo; Ca-
lidad de flor; Lilium.

Abstract. Lilium is an ornamental species which production and
commercialization have a greater daily economical importance be-
cause of its acceptance by the market. Crop of Lilium is currently
under an intensive production system based upon an indiscriminate
use of chemical fertilizers, without precise plant nutrition recom-
mendations. Because of this, producers are forced to set up sustain-
able production processes without aftecting the quality of the product,
since worldwide consumers prefer products that have been correctly
harvested. Objectives of this study were to assess the main effects and
the interactions of phosphorus applications and the inoculation with
Glomus fasciculatum and Bacilllus subtilis, on the commercial flower
quality of Li/ium oriental hybrid Showwinner. In 2008, 12 treatments
were assessed in a greenhouse under a factorial arrangement 2x3x2,
that corresponded to the treatments: inoculated and non-inoculated
and 0,22 and 44 pg/mL of phosphorus. The treatment that combined
G. fasciculatum with 22 pg/mL of phosphorus and B. subtilis showed
a positive correlation with root dry weight, plant height, stem diam-
eter, stem dry weight, petal wide, flower diameter, flower dry weight,
flower color and briskness, flowering period, photosynthetic rate and
stem zinc (Zn), nitrogen (N), phosphorus (P), copper (Cu) and po-
tassium (K) concentrations. Inoculation with the study rhizosphere
microorganisms plus using an intermediate phosphorus concentration
interacted positively to improve Lifium flower quality.

Keywords: Bacillus subtilis; Glomus fasciculatum; Phosphorus;
Flower quality; Lilium.
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INTRODUCCION

En la floricultura comercial, las plantas bulbosas ocupan un
lugar importante y Li/ium se ubica en segundo lugar. Esto es
debido ala elegancia, el encanto y la versatilidad de usos de sus
flores, asi como a la produccién de flores de corte y plantas en
maceta. En México ocupa el quinto sitio de importancia en la
produccién de ornamentales (Gémez, 2009).

Las especies del género Lilium estin formadas por un bulbo
constituido por catéfilas que almacenan reservas nutricionales.
Estas catéfilas son responsables de la emergencia del brote y la
emisién de raices adventicias del tallo, lo que permite asegurar
el desarrollo de la planta (Bafion et al., 1993). Sin embargo, es
necesaria la aplicacion de nutrimentos para asegurar la calidad
de flor comercial como resultado del esquema intensivo de
produccién al que se hayan sometido. En Li/ium existen pocos
estudios de nutricién (Betancourt et al., 2005), y los maximos
niveles de produccién estin respaldados por el uso intensivo y
excesivo de fertilizantes quimicos (Ortega et al., 2006; Alvarez
etal.,,2008). La produccién de esta especie se ubica en las zonas
aledanas al eje neo-volcdnico, con predominancia de suelos an-
dosol (Sotelo et al., 2011). En estos suelos, el fésforo tiene una
capacidad elevada de adsorberse y fijarse, y erréneamente los
productores lo subsanan con elevadas aplicaciones. Esta forma
de produccién ha provocado una acentuada degradacion fisica,
quimica y biolégica de los suelos, contaminado el ambiente y los
mantos fredticos, y convirtiéndose en una seria amenaza por su
alto grado de toxicidad (Cardoso y Kuyper, 2006).

El incremento en el uso de fertilizantes en la produccién
de ornamentales ha sido acompafiado por un aumento en el
consumo de formas no renovables de energia; la produccién
industrial de fertilizantes no podra satisfacer las necesidades
de una poblacién mundial en aumento (Atkinson et al., 2005;
Chang et al., 2010). En este sentido los biofertilizantes son un
componente vital de los sistemas sustentables, al constituir un
medio econémicamente atractivo y ecoldgicamente aceptable
de reducir los insumos externos para mejorar la cantidad y ca-
lidad de los recursos internos (Bhromsiri y Bhromsiri, 2010).

Se presenta un modelo que combina Bacillus subtilis-Glo-
mus fasciculatum-f6sforo. El objetivo principal fue estudiar sus
efectos individuales, las interacciones entre los tres factores y
sus interrelaciones sobre las variables de crecimiento y calidad
de flor en Lilium. Con esta finalidad, se sigui6 la evaluaciéon
e interpretacion de la técnica multivariada descripta por San-
chez (1995), y aplicada por Rubi et al. (2009) y Gonzilez et
al. (2010). Los resultados permiten dar a conocer alternativas
nutricionales a los agricultores para el desarrollo del cultivo,
sin grandes costos econémicos ni ambientales.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrollé en invernadero de mayo a octu-
bre de 2008, en el municipio de Coatepec Harinas, Estado
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de México, México (2169 m.s.n.m.; 18° 54’ 26” N, 99° 47° 03’
O). La temperatura promedio fue de 36 °C en el diay 11 °C
durante la noche.

Se plantaron bulbos vernalizados, en contenedores de plés-
tico importados de Holanda, calibre 16/18 de Li/ium, hibrido
oriental Showwinner, lavados y desinfectados previamente
con Cloramina T al 2% durante 5 min y enjuagados con agua
estéril. Como sustrato se utilizé una mezcla 1:1 de suelo con
arena de rio, esterilizado a una presién de 120 kg/cm? por una
hora en tres dias consecutivos, pH = 5,9; 2,1% de materia or-
ginica y 18,4 mg/mL de P.

La inoculacién micorrizica se realizé al plantar el bulbo. Se
utilizaron 100 g de indculo constituido de un suelo limoso con
73 esporas/g de Glomus fasciculatum,y fragmentos de raiz con
50% de colonizacién. En cada contenedor se colocaron 250
g de sustrato y se aplicaron 50 g de inéculo. El bulbo, al cual
se le retiraron las raices primarias para evitar la presencia de
hongos micorrizicos nativos, se planté a 10 cm de la superficie
y se cubrié con 500 g de sustrato; el resto del inéculo se depo-
sit6 en el nivel en que se produce el sistema radical secundario,
finalmente se adicionaron 250 g del sustrato. La rizobacteria
se aplicé 30 dias después de la plantacién utilizando 1 mL
de una suspensién con 1x107 ufc*mL de B. subtilis BEB-18bs
(BS-13) (absorbancia 0,1 a 535 nm) por contenedor, donada
por el Laboratorio de Bioquimica Ecolégica del CINVES-
TAV IPN, Unidad Irapuato, que ha demostrado inducir el de-
sarrollo de la planta (Cédrdenas et al., 2007; Rubi et al., 2009).
Las plantas fueron regadas con 100 mL de agua destilada cada
cuatro dias a partir de la plantacién y fertilizadas semanal-
mente con 200 mL por maceta de la solucién nutritiva Long
Ashton (LANS), la cual se ajust6 al nivel de f6sforo definido
por el tratamiento (Hewitt, 1966).

Los 12 tratamientos (combinacién de cada nivel de los tres
factores en estudio) fueron evaluados en un disefio experi-
mental completamente al azar, con arreglo factorial 2x2x3; en
el factor A se consideraron plantas con y sin G. fasciculatum,
en el factor B se incluyeron plantas con y sin B. subtilis y en
el factor C se evaluaron tres niveles de fésforo en LANS (0,
22y 44 pg/mL). Para altura de planta y didmetro del tallo se
utilizaron 10 unidades experimentales por tratamiento y cada
contenedor con una planta fue una unidad experimental.

Las variables evaluadas incluyeron altura de planta (cm),
didmetro de tallo (mm), dias a antesis (siete repeticiones), pe-
riodo de floracién (10 repeticiones), vida de la flor (15 repe-
ticiones), didmetro de la flor en cm (10 repeticiones) y ancho
de pétalo en cm (30 repeticiones). La colonizacién de raiz por
G. fasciculatum se determiné en porcentaje en una muestra de
raices constituida por tres unidades experimentales por trata-
miento siguiendo el método de Phillips y Hayman (1970). Al
mismo tiempo, la colonizacién radical por B. subrilis Beb-13
se cuantificé al final del experimento por el método de di-
lucién decimal de vaciado en placa y se expresé en unidades
formadoras de colonias (ufc/g de suelo). Para ello, antes del
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estudio, se realizé una suspension del sustrato que se calenté
20 min a 70 °C. Se realizaron diluciones decimales seriadas, se
sembraron en un medio papa dextrosa agar y se incub6 a 37
°C durante 48 h. Después de esto se verificé la no existencia
de colonias productoras de pigmento negro, el cual es carac-
teristico de la cepa B. Subtilis Beb-13. Al final del estudio se
cuantific B. Subtilis Beb-13, de la misma manera que el sus-
trato, para lo cual se muestre6 suelo de la rizésfera, realizindo-
se diluciones decimales seriadas hasta 107; se sembraron por
la técnica de dispersion en la superficie en cajas de petri, que
contenian papa dextrosa agar y se incubaron a 37 °C por 48 h
para cuantificar las ufc posteriormente.

Se determiné la concentracién en ppm de P, K, Ca, Mg,
Fe, Cu, Zn, Mn y B en la parte aérea vegetativa (Alcantar y
Sandoval, 1999); la de N se determiné con el método micro
Kjeldahl. Para este grupo de variables se utilizaron tres repe-
ticiones por tratamiento. Con un espectrofotémetro de esfera
X-Rite, modelo SP 62 se obtuvieron los valores de tres repe-
ticiones por tratamiento de cromatividad (c) y dngulo Hue o
matiz (h) para determinar el color de la flor (Kabelka et al.,
2004). La tasa fotosintética, estimada en tres repeticiones y en
tres unidades experimentales por tratamiento, se registré en
umol/m? s con el sistema portitil (SPF) LI-6400 (LI-COR)
a los 115 dias de la plantacién de 10 am a 12 pm. A los 170
dias de plantado el bulbo, después de secarse a 75 °C por 72
horas en un horno de circulacién forzada (Rios Rocha, Mod.
HSCF), se determinaron los pesos secos en g de raiz, parte
aérea vegetativa y flores, empleando siete repeticiones por tra-
tamiento.

Los datos se sometieron a un analisis de varianza y a la
comparacion de medias de tratamientos con la prueba de la
diferencia minima significativa (DMS) al nivel de significan-
cia del 5%. Los datos de colonizacién (%) se transformaron a

arc senm y los de macroelementos a ppm. Ademads se us6
el andlisis de componentes principales (ACP), descripto por
Sanchez (1995) y aplicado por Gonzélez et al. (2010). Esta
metodologia multivariada permite la inspeccién de una matriz
de datos para el cilculo de varianzas y correlaciones aproxima-
das; los tratamientos se asignan a las hileras y las variables a
las columnas. En una grifica del biplot se represent6 simulta-
neamente, en no mds de dos dimensiones, el mayor porcentaje
de la variacién de los datos originales, para determinar visual-
mente si existieron patrones entre los tratamientos como re-
sultado de los valores de las variables; qué variables separaron
los grupos definidos y qué relacién existi6 entre las variables.
E1 ACP se obtuvo con el programa desarrollado por Sdnchez
(1995), escrito en el lenguaje matricial del Sistema de Analisis
Estadistico (SAS/IML) y la grafica del biplot se gener6 con el
programa Excel (Gonzilez et al., 2010).

RESULTADOS

Glomus fasciculatum favorecié significativamente el creci-
miento de la planta al ejercer un efecto positivo sobre su altura
(AP) y didmetro del tallo (DT), que se reflejé en un aumento
del peso seco de la parte aérea vegetativa (P'T') de las plantas
inoculadas superior al 15% con respecto a las no inoculadas
(Tabla 1). En B. subtilis el peso seco de la parte aérea vegeta-
tiva de las plantas inoculadas superé casi en 9% al de las no
inoculadas (Tabla 2). En peso seco de raiz (PR) también se
detecté un efecto significativo para ambos indculos: las plan-
tas inoculadas con G. fasciculatum'y B. subtilis superaron en 19
y 11%, respectivamente, a las no inoculadas. Los efectos del
fésforo fueron significativos en AP, DT, PT y PR en dosis de
22 pg/mL (Tabla 3).

Tabla 1. Efecto de Glomus fasciculatum (Factor A) sobre las variables evaluadas.

Table 1. Effect of Glomus fasciculatum (Factor A) on study variables.

Variables evaluadas

Factor AP DT PT PR RT AN FL
CGf 380a 89a 9,0a 8,1a 0,9a 121a 28,7a
SGf 362b 85b 7,8b 6,8b 0,8a 121a  283a

DF PE ©PF VF CC CH CM TF
19.6a 422  71a  157a 3612b 3222 41,82 7,8
19,1b  40b 62b  150b 38,77a 2,07b 00b  6,9b

C Gf=Con G. fasciculatum; S Gf = Sin G. fasciculatum; AP = Altura de planta (cm); DT = Didmetro de tallo (mm); PT = Peso seco de la parte aérea
vegetativa (g); PR = Peso seco de raiz (g); RT = Relacion peso seco de raiz/parte aérea; AN = Dias a antesis; FL = Periodo de floracién (dfas); DF
= Didmetro de flor (cm); PE = Ancho de pétalo (cm); PF = Peso seco de la flor (g); VF = Vida de la flor (dias); CC = Color de la flor (croma); CH
= Color de la flor (Hue); CM = Colonizacién en raiz (%); TF = Tasa fotosintética (pmol/m? s). Cada valor es un promedio de rbe observaciones,
donde 1, b y ¢ son el nimero de repeticiones, de niveles del factor B y de niveles del factor C, respectivamente. Letras distintas en una misma co-

lumna indican diferencias significativas (p<0,05).

C Gf=With G. fasciculatum; S Gf = Without G. fasciculatum; AP = Plant height (cm); DT = Stem diameter (mm); PT = Dry weight of vegetative
shoots (g); PR = Root dry weight (g); RT = Root/shoot dry weight ratio; AN = Days to anthesis; FL. = Flowering period (days); DF = Flower
diameter (cm); PE = Petal width (cm); PF = Flower dry weight (g); VF = Flower life (days); CC = Flower color (croma); CH = Flower color (Hue);
CM = Root colonization (%); TF = Photosynthetic rate (umol/m? s). Each value is the mean of rbc observations, where r, b and ¢ are number of
replicates and level of factors B and C, respectively. Different letters in the same column indicate significant differences at p<0.05.
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Continuacion Tabla 1. Efecto de Glomus fasciculatum (Factor A) sobre las variables evaluadas.
Continuation Table 1. Effect of Glomus fasciculatum (Factor A) on study traits.

Variables evaluadas

Factor N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B
caGr 22152a 2225a 16963a 9638b 3426a 355b 6,35a 52a 38b 173b
SGf 21179a 2030a 15416b 12398a 4202a 438a 6,13a 53a 68a 189a

C Gf'= Con G. fasciculatum; S Gf = Sin G. fasciculatum; N= Nitrégeno; P= Fésforo; K= Potasio; Ca= Calcio; Mg= Magnesio; Fe= Fierro;
Cu= Cobre; Zn= Zinc; Mn= Manganeso; B= Boro (Todas las variables expresadas en ppm). Cada valor es un promedio de rbc observacio-
nes, donde r, b y ¢ son el niumero de repeticiones, de niveles del factor B y de niveles del factor C. Letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas p<0.05.

C Gf'= Con G. fasciculatum; S Gf = Sin G. fasciculatum; N= Nitrogen; P= Phosphorus; K= Potassium; Ca= Calcium; Mg= Magnesium; Fe= Iron; Cu= Cop-
per; Zn= Zinc; Mn= Manganese; B= Boron (All variables are expressed in ppm).Each value is the mean of rbc observations, where 1, b and ¢ are number of
replicates and level of factors and C, respectively. Different letters in the same column indicate significant differences at p<0.05.

Tabla 2. Efecto de Bacillus subtilis (Factor B) sobre las variables evaluadas.
Table 2. Effect of Bacillus subtilis (Factor B) on study traits.

Variables evaluadas
Factor AP DT PT PR RT AN FL DF PE. PF VF CC CH CM TF
CBs 386a 9,0a 8,7a 7,9a 0,8a 1202 29a 19,72  4,2a 7,1a 16a 37,0a  3,1a 23,72  79a
SBs 354b 84b 80b 7,1b 08a 122a 27a 19,0b 4,06  6,1b  15b 37,8a 2,2b  18,0b 6,8b

C Bs= Con B. subtilis; S Bs= Sin B. subtilis; AP = Altura de planta (cm); DT = Didmetro de tallo (mm); PT = Peso seco de la parte aérea
vegetativa (g); PR = Peso seco de raiz (g); RT = Relacién peso seco de raiz/parte aérea; AN = Dias a antesis; FL = Periodo de floracién
(dfas); DF = Didmetro de flor (cm); PE = Ancho de pétalo (cm); PF = Peso seco de la flor (g); VF = Vida de la flor (dfas); CC = Color
de la flor (croma); CH = Color de la flor (Hue); CM = Colonizacién en raiz (%); TF = Tasa fotosintética (umol/m? s). Cada valor es un
promedio de rbc observaciones, donde r, b y ¢ son el nimero de repeticiones, de niveles del factor B y de niveles del factor C, respectiva-
mente. Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

C Bs= With B. subtilis; S Bs= Without B. subtilis; AP = Plant height (cm); DT = Stem diameter (mm); PT = Dry weight of vegetative shoots (g); PR =
Root dry weight (g); RT = Root/shoot dry weight ratio; AN = Days to anthesis; FL = Flowering period (days); DF = Flower diameter (cm); PE = Petal
width (cm); PF = Flower dry weight (g); VF = Flower life (days); CC = Flower color (croma); CH = Flower color (Hue); CM = Root colonization (%);
TF = Photosynthetic rate (umol/m? s). Each value is the mean of rbc observations, where 1, b and ¢ are the number of replicates and levels of factors B and
C, respectively. Different letters in the same column indicate significant differences at p<0.05.

Constinuacién Tabla 2. Efecto de Bacillus subtilis (Factor B) sobre las variables evaluadas.
Continuation Table 2. Effect of Bacillus subtilis (Factor B) on studly traits.

Factor N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B
C Bs 22601a 2117a 16378a 11193a 3857a 403a 6,07a 54,5a 52,33a 179,8a
S Bs 21531a 2138a 16001a 10843a 3771a 389a 6,41a 51,1a 55,03a 182,8a

C Bs= Con B. subtilis; S Bs= Sin B. subtilis. N = Nitrégeno; P = Fostoro; K = Potasio; Ca = Calcio; Mg = Magnesio; Fe = Fierro; Cu = Cobre;
Zn = Zinc; Mn = Manganeso; B = Boro (Todas las variables expresadas en ppm). Cada valor es un promedio de rbc observaciones, donde 1,
by cson el nimero de repeticiones, de niveles del factor B y de niveles del factor C, respectivamente. Letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas (p<0,05).

C Bs= With B. subtilis; S Bs= Without B. subtilis; N = Nitrogen; P = Phosphorus; K = Potassium; Ca = Calcium; Mg = Magnesium; Fe = Iron; Cu = Cooper;
Zn = Zinc; Mn = Manganese; B = Boron (All variables are expressed in ppm).Each value is the mean of rbc observations, where 1, b and ¢ are the number of
replicates, and level of factors B and C, respectively. Different letters in the same column indicate significant differences at p<0.05.
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Tabla 3. Efecto del fosforo (Factor C) sobre las variables evaluadas.
Table 3. Effect of phosphorus (Factor C) on study traits.
Variables evaluadas
Factor C AP DT PT PR RT AN FL DF PE PF VF CcC CH CM TF
F1 36b 90a 80b 72b 0,8a 121a 289a 185b 40b 6,4b 149b 38,7a 1,7b 22a 76a
F2 42a 8,9a 9,3a 8,3a 0,8a 1202 29,2a 19,6a 43a 7,82 16,2a 38,6a 3,2a 24a 82a
F3 33¢ 8,2b 7,7b 6,9b 0,8a 1222 27,32 19,82 4,0b 5,6¢ 15,1b 3496 29a 17b 6,3b

F1,F2,F3=0,22 y 44 pg/mL P, respectivamente. AP = Altura de planta (cm); DT = Didmetro de tallo (mm); PT = Peso seco de la parte
aérea vegetativa (g); PR = Peso seco de raiz (g); RT = Relacién peso seco de raiz/parte aérea; AN = Dias a antesis; FL = Periodo de floracién
(dias); DF = Didmetro de flor (cm); PE = Ancho de pétalo (cm); PF = Peso seco de la flor (g); VF = Vida de la flor (dias); CC = Color de la
flor (croma); CH = Color de la flor (Hue); CM = Colonizacién en raiz (%); TF = Tasa fotosintética (umol/m?s). Cada valor es un promedio
de rbc observaciones, donde 1, b y ¢ son el nimero de repeticiones, de niveles del factor B y de niveles del factor C, respectivamente. Letras

distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

F1,F2,F3= 0,22 and 44 pg/mL P, respectively; AP = Plant height (cm); DT = Stem diameter (mm); PT = Dry weight of vegetative shoots (g); PR = Root
dry weight (g); RT = Root/shoot dry weight ratio; AN = Days to anthesis; FL = Flowering period (days); DF = Flower diameter (cm); PE = Petal width
(em); PF = Flower dry weight (g); VF = Flower life (days); CC = Flower color (croma); CH = Flower color (Hue); CM = Root colonization (%); TF =
Photosynthetic rate (umol/m? s). Each value is the mean of rbe observations, where 1, b and ¢ are the number of replicates, and levels of factors B and C,
respectively. Different letters in the same column indicate significant differences at p<0.05.

Continuacion Tabla 3. Efecto del fosforo (Factor C) sobre las variables evaluadas.
Continuation Table 3. Effect of phosphorus (Factor C) on study traits.

FactorC N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B

F1 21513a 1937b 15682a 108362 3799a 402a 6,0a 51,7b 59,0a 182,2a
F2 22300a 2245a 116288a  11382a 3866a 409a 6,5a 56,4a 43,4b 182,7a
F3 22384a 2201ab 16599a 10836a 3776a 379a 6,1a 50,2b 58,6a 179,0a

F1,F2,F3 = 0,22 y 44 pg/mL P, respectivamente. N = Nitrégeno; P = Fésforo; K = Potasio; Ca = Calcio; Mg = Magnesio; Fe = Fierro; Cu
= Cobre; Zn = Zinc; Mn = Manganeso; B = Boro (Todas las variables expresadas en ppm). Cada valor es un promedio de rbc observaciones,
donde r,by ¢ son el nimero de repeticiones, de niveles del factor B y de niveles del factor C, respectivamente. Letras distintas en una misma

columna indican diferencias significativas (p<0,05).
F1,F2,F3= 0,22 and 44 pg/mL P, respectively; N = Nitrogen; P = Phosphorus; K = Potassium; Ca = Calcium; Mg = Magnesium; Fe = Iron; Cu = Cooper;
Zn = Zinc; Mn = Manganese; B = Boron (All variables are expressed in ppm). Each value is the mean of rbc observations, where 1, b and ¢ are the number

of replicates, and levels of factors B and C, respectively. Different letters in the same column indicate significant differences at p<0.05.

Ambos microorganismos afectaron significativamente los
siguientes pardmetros: ancho de pétalo (PE), didmetro de la
flor (DF), peso seco de la flor (PF), color de la flor (CH) y
vida de la flor (VF) (Tablas 1y 2). Estas variables también se
vieron afectadas significativamente por el fésforo en dosis de
22 pg/mL (Tabla 3).

Glomus fasciculatum afecté significativamente las concen-
traciones de K, Ca, Fe, Mn y B, del tallo pero B. subtilis no
mostré significancia para los elementos analizados (Tablas 1
y 2 continuacién). La dosis de 22 pg/mL de fésforo presentd
significancia estadistica para P y Zn (Tabla 3).

Las plantas inoculadas con G. fasciculatum tuvieron un ma-
yor porcentaje de colonizacién (C G f5, 41,8%) que aquellas
sin inocular (S G 5, 0%). Las dosis de 0 y 22 pg/mL de fésforo
tuvieron un porcentaje de infeccidn similar (22 y 24%, res-
pectivamente), pero superaron significativamente a la de 44
pg/mL (17%) (Tablas 1y 3). La inoculacién con B. subtilis
(23,7%) super6 estadisticamente al control (18%) (Tabla 2).

Las plantas inoculadas con G. fasciculatum presentaron una
tasa fotosintética 13,5% mayor que las no inoculadas. Las do-
sis de 0 y 22 pg/mL de P, con valores de 7,6 y 8,2 wmol/m?* s
de fijacién neta de carbono resultaron estadisticamente igua-
les pero superaron significativamente a la de 44 pg/mL (6,3
umol/m?s). Las inoculadas con B. subtilis presentaron una tasa
fotosintética 16,1% superior a las no inoculadas.

Analisis de componentes principales. Esta metodologia mul-
tivariada explicé el 63,9% de la variacién original en los compo-
nentes principales 1 (44,7%) y 2 (19,2%). Los tratamientos T8 (sin
G. fasciculatum, 00 pg/mL P, sin B. subtilis) y 13 (G. fasciculatum,
22 pg/mL de P, con B. subtilis) con valores negativos y positivos,
respectivamente, explicaron la mayor variabilidad asociada al CP1.
La variabilidad representada en el CP2 se asocié negativamente
con'T'5 (G. fasciculatum, 44 pg/mL de P, con B. subtilis), y positiva-
mente con'I'7 (sin G. fasciculatum, 00 pg/mL de P, con B. subtilis)
y'T9 (sin G. fasciculatum, 22 pg/mL de P, con B. subtilis) (Fig. 1).
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Fig. 1. Interrelacion entre los 12 tratamientos asociados a la apli-
cacion de G. fasciculatum, fosforo y B. subtilis y las 25 variables
registradas en Lillum cv Showwinner.

Fig. 1. Interrelationship among 12 treatments associated with the ap-
plication of G. fasciculatum, phosphorus and B. subtilis in relation to
25 study traits in Lilium sp. cv Showwinner.

En el biplot también se detecté correlacién positiva entre
vida de la flor (VF), ancho de pétalo (PE), didmetro de la flor
(DF), peso seco de la flor (PF), peso seco de raiz (PR), peso
seco del tallo (PT), altura de la planta (AP), didmetro del tallo
(DT), tasa fotosintética (TF), color de la flor angulo hue (CH)
y Ny Zn, con valores positivos en los CP1 y CP2. Mn, B,
Fe, Ca y Mg, con correlaciones positivas, presentaron valores
negativos en la CP1 y positivos en la CP2. En ambas coorde-
nadas negativas de los CP1 y CP2 sélo se identificé a dias a
antesis (AN). Colonizacién en raiz por G. fasciculatum (CM),
relacién peso seco de raiz/peso seco de la parte aérea vegetativa
(RT),P, Cuy K con correlaciones positivas, tuvieron coordena-
das positivas en el CP1 y negativas en el CP2 (Fig. 1).

El tratamiento T3 (G. fasciculatum, 22 pg/mL de P, con
B. subtilis) mostré correlacién positiva con la mayoria de las
variables y con T4 (G. fasciculatum, 22 pg/mL de P, sin B. sub-
tilis) y T2 (G. fasciculatum, 00 pug/mL de P, sin B. subtilis), los
cuales interaccionaron positivamente con la colonizacién en
raiz por G. fasciculatum (CM), relacién peso seco de la raiz/
peso seco de la parte aérea vegetativa (RT) y P, Cu y K. Los
tratamientos T7 (sin G. fasciculatum, 00 pg/mL de P, con B.
subtilis), T8, T11 y T12 se correlacionaron positivamente con
Mn, B, Fe, Ca y Mg. También hubo correlacién positiva entre
T10 (sin G. fasciculatum, 22 pg/mL de P, sin B. subtilis) y 'T6
(G. fasciculatum, 44 pg/mL de P, sin B. subtilis) con AN.

DISCUSION

La promocién del crecimiento en Lil/ium originada por
G. fasciculatum coincide con los resultados de Anushri et al.
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(2002) y Rubi et al. (2009), quienes sefialaron que los hon-
gos MA favorecen el crecimiento en Li/ium sp. E1l mayor peso
seco de raiz observado en las plantas inoculadas con G. fasci-
culatum podria estar relacionado con el incremento de peso
seco que los hongos MA provocan en el sistema radical de las
plantas. Esta respuesta, sumada al abundante micelio intra y
extraradical que desarrollan las MA, establece un enlace entre
el suelo y las plantas donde actdan como una extensién de la
superficie radical, y favorece los procesos de absorcién y mo-
vilizacién de agua, nutrientes y reguladores del crecimiento
(Ferrol et al., 2002; Marulanda et al., 2009). Efectos similares
en la promocién del crecimiento de la planta por la misma
cepa de B. subtilis han sido reportados por Cardenas et al.
(2007) en Tagetes erecta, quienes lo atribuyeron a la participa-
cién de esta rizobacteria en la sintesis de auxinas y secrecion
de pequefios péptidos de actividad deaminasa ACC (Jimenéz,
2004). Resultados afines también fueron obtenidos en crisan-
temo (Chrysanthemum spp.) con Bacillus spp. (Doung, 2005)
y azafrin (Crocus sativus) (Sharaf et al., 2008). Estos autores
coinciden en sefialar que el mecanismo de estimulacién del
crecimiento no es del todo conocido, pero diferentes especies
de Bacillus participan en la produccién de dcido giberélico,
acido indol 3 acético y citocininas, que pueden ser los agentes
estimulantes del crecimiento observado, ademds de su capaci-
dad para solubilizar fosfato (Aslantas et al., 2007; Bhromsiri
y Bhromsiri, 2010).

Aunque la mejora en el crecimiento es importante, la cali-
dad de la flor en Li/ium impacta directamente en el valor del
precio de venta. De esta manera, ancho de pétalo (PE), did-
metro de flor (DF), peso seco de flor (PF), vida de flor (VF) y
color de flor (CH) resultan fundamentales para incrementar
los ingresos de los floricultores.

La coinoculacién con G. fasciculatum y B. subtilis estimulé
todos los indicadores de calidad de la flor de Lifium; T3 fue
el mejor tratamiento (G. fasciculatum, 22 mg/mL de P, con B.
subtilis), seguido de T4 (G. fasciculatum, 22 mg/mL de P, sin B.
subtilis) y T2 (G. fasciculatum, 00 mg/mL de P, sin B. subtilis)
que permitieron la mejor expresién de 19 de las 25 variables
evaluadas. Ancho de pétalo (PE), didmetro (DF), peso seco
(PF), vida (VF) y color de la flor (CH) y periodo de flora-
cién (F) estdn vinculadas a una mejor calidad comercial; la
apariencia es el medio para juzgar la calidad de un producto
(Olalde y Mena, 2009); ésta estd caracterizada principalmente
por ausencia de defectos, mayor tamafio y mejor apariencia en
forma y color. En el presente estudio un mayor peso seco de
la flor reflejé un mayor tamafio de este 6rgano, respaldado por
los mayores valores de (PE) y (DF). Esto, sumado a la mayor
intensidad en el color (mayores valores del dngulo hue) atri-
buible a una mayor concentracién de antocianinas (Schwinn
y Davies, 2004) también se reflejé en flores con pigmenta-
cién mads intensa, y con mayores oportunidades de ingresar a
mercados mds exigentes, donde los consumidores demandan
flores pricticamente perfectas. Una mayor vida de la flor im-
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plica mds dias con flores con condiciones aceptables para su
comercializacién. El incremento en el periodo de floracién se-
fiala mayor tiempo en que las plantas florecen, por lo que tam-
bién es un pardmetro de significativo valor en la produccién
y comercializacion de Lilium sp. Estos resultados concuerdan
con los de Cardenas et al. (2007) en 7. erecta. Estos autores
detectaron mejoras significativas en la calidad de la flor lo que
se puede explicar por las estrechas correlaciones que se obser-
varon entre las variables sefialadas en nuestro estudio con el
peso seco de la raiz. Este tltimo indica una mayor superficie
de absorcién la cual puede atribuirse a la presencia de los mi-
croorganismos en estudio. Zaidi y Khan (2006) y Javot et al.
(2007) coincidieron en sefialar que la micorrizacién amplia el
sistema de absorcién de las plantas e incrementa la absorcién
de las raices, por lo que es un importante mecanismo para
maximizar el uso sustentable de los fertilizantes fosfatados. La
rizobacteria también favorece la actividad micorrizica, dado
que si el fosfato liberado por la bacteria es tomado por el mi-
celio micorrizico puede resultar sinergismo cooperativo que
mejora la adquisicién de fésforo por la planta (Toljander et
al., 2007). La participacién de elementos como Zn, Cu, N y
K resultaron fundamentales en los efectos observados en el
presente estudio como lo demuestra su ubicacién en el biplot
de la Figura 1,y en cuya absorcién las MA juegan un papel
preponderante (Cavagnaro, 2008; Atul-Nayyar et al., 2009).
Ademis, el peso seco del tallo contribuy6 a que la altura de la
planta y el didmetro del tallo estuvieron estrechamente rela-
cionados entre si y con el tratamiento T3. Estas correlaciones
también sugieren una mejora en la tasa fotosintética, lo cual
concuerda con lo indicado por Aboul (1996): una mayor altu-
ra de la planta muy probablemente reflejé una mayor superfi-
cie foliar, como consecuencia del aporte mineral y hormonal
de los endéfitos, o bien a un incremento de clorofila. Zaidi
y Khan (2006) reportaron incrementos superiores al 50% de
este compuesto en una leguminosa conocida como mungo de-
bido a la combinacién de G. fasciculatum con B. subtilis. Tam-
bién se observé una mayor colonizacién por G. fasciculatum
en presencia de B. subrilis, que indica un efecto de sinergismo.

La estrecha correlacién entre Zn con las variables del creci-
miento y de la calidad de la flor y con los mejores tratamientos
(3 y 4) puede atribuirse a (1) la afinidad que presentan las
MA para absorberlo (Cavagnaro, 2008), y (2) que este ele-
mento es un componente esencial de casi 300 enzimas. El
Zn juega papeles cataliticos, co-cataliticos o estructurales en
muchas enzimas de las plantas como anhidrasas, isomerasas,
deshidrogenasas, aldolasas, fosfotransferasas, carboxilasas y ri-
bonucleasas, por lo que tiene una significativa participacién en
la respiracion y en el metabolismo de los carbohidratos. La al-
dosa regula la transferencia de fotosintatos C, del cloroplasto
al citoplasma, y la fructosa 1,6 bifosfatasa, enzima clave en la
participacién de azicares de C, en el cloroplasto y citoplasma,
interviene en el control hormonal. Esto se debe a que esta
ultima enzima ejerce una influencia positiva en la formacién

de auxinas y en la sintesis de la clorofila y de proteinas debido
a su funcién como componente estructural de los ribosomas y
participacion en su estabilidad. E1 Zn juega un papel critico en
el desarrollo reproductivo de las plantas, prevencién del estrés
hidrico y proteccién contra efectos téxicos de especies reacti-
vas al oxigeno (ROS) al cumplir con importantes funciones
antioxidantes. Este nutriente protege a las plantas del dafio
oxidativo al reducir la acelerada produccién de ROS, al inhibir
la actividad de la NADPH oxidasa que cataliza la produccién
de iones superdxido, y por su rdpida detoxificacion. Asimismo,
es un constituyente de las zinc-metaloenzimas, y juega un im-
portante papel en el mantenimiento de la integridad estructu-
ral de biomembranas (Sharma, 2006; Cavagnaro, 2008).

EIN es un elemento esencial de los aminoécidos, los cuales
forman los péptidos y las proteinas, ademds de tener impor-
tancia relevante en la sintesis enzimdtica y en todo el meta-
bolismo. EI N se encuentra también en las purinas y las piri-
midinas de los dcidos nucleicos, esenciales para la sintesis de
proteinas, asi como en las porfirinas de las clorofilas y en los
fitocromos que son esenciales para la fotosintesis y la respi-
racién, asi como en coenzimas, nucleétidos, amidas y ureidos
(Chang et al., 2010; Fageria, 2010). Las hifas de la micorriza
pueden transportar nitrégeno del suelo a las raices, por lo que
la participacién de éstas en la absorcién de N es un hecho
(Azcén et al., 2008; Atul-Nayyar et al., 2009): esto podria ex-
plicar la posicién de este elemento en el biplot de la Figura 1.

El P forma parte de los dcidos nucleicos y participa en la
sintesis de proteinas, es constituyente del ATP y de muchas
coenzimas (NAD y FAD) indispensables en muchas reaccio-
nes redox. Este interviene en todos los procesos metabdlicos
de transferencia de energia. Se localiza, entre muchos otros
compuestos, en los fosfolipidos que participan activamente
en la formacién de las membranas, tanto a nivel de mitocon-
drias y cloroplastos, como de plasmalema y otros organelos.
Se encuentra ademds como constituyente de nucleoproteinas
y participa también en la divisién celular y en la transferencia
de las caracteristicas hereditarias por los cromosomas, como
constituyente del ADN y del ARN. Se presenta en otros com-
puestos “ricos en energia” como guanina trifosfato (GTP), uri-
dina trifosfato (UTP) y citocina trifosfato (CTP) que unen
procesos endergénicos a procesos exergénicos (intercambio
de energia). La fotosintesis, la glucdlisis, el ciclo de Krebs, la
[-oxidacién, la oxidacién directa de la glucosa y la descompo-
sicion de los carbohidratos son procesos que involucran reac-
ciones de fosforilacién (Fageria, 2010). Lo anterior justifica
la participacién de este elemento en los resultados obtenidos,
dado que es el elemento principalmente relacionado con los
microorganismos utilizados (Scagel y Schreiner, 2006; Ar-
tursson et al., 2006; Javot et al., 2007).

El Cu es constituyente de la plastocianina, que funciona
como un transportador mévil de electrones, ligando el foto-
sistema II al fotosistema I, y participa en el transporte no ci-

clico de electrones del agua al NADP. La plastocianina acep-

PYTON ISSN 0031 9457 (2012) 81: 59-68



66

Rubi Arriaga M et al., DYTON 81 (2012)

ta electrones del complejo del citocromo b6f y dona estos al
PSI, los cuales son transferidos a la ferredoxina, habilitindola
para funcionar como un fuerte reductante, capaz de reducir
el NADP*. Ademis, se involucra en el transporte ciclico de
electrones asociados con el PSI mediando la produccién de
ATPasa, y favorece el movimiento de las moléculas de plasto-
quinona durante el transporte de electrones en el PSII (Shar-
ma, 2006).

La relacién estrecha entre K con las variables de calidad
de flor (Fig. 1), pone de manifiesto la participacién de los
microorganismos utilizados en la absorcién de este elemento
(Bhromsiri y Bhromsiri, 2010). E1 K es un activador de enzi-
mas y osmoregulador; este nutriente (1) es indispensable en la
fotosintesis debido a que la fosforilacién fotosintética como
la oxidativa en la respiracion lo requieren para realizarse, (2)
promueve una eficiente movilizacién de fotosintatos desde las
hojas, (3) favorece la liberacién de las proteinas sintetizadas
por los ribosomas, (4) facilita la unién del ARNm con el ribo-
soma, y (5) es esencial para el uso eficiente del N. EI NO, es
tomado por las raices de las plantas via un proceso activo y su
absorcién puede ser afectada por la influencia del K en la mo-
vilizacién de fotosintatos necesarios para apoyar dicho proce-
so: esto contribuiria a explicar la relacién que presenta con Cu
y P (Fig. 1). Sin embargo, el K tiene efectos antagonistas en
la absorcién de Ca, Mg y B; en altas concentraciones, puede
disminuir la absorcién de otros iones (Chang et al., 2010). La
disminucién en la absorcién de Ca cuando se incrementa la
concentracién de K puede estar relacionada con la competen-
cia entre ambos iones: esto contribuiria a explicar la ubicacién
del Ca en el biplot que refleja una relacién importante con las
variables de calidad de flor. El efecto depresivo de K en la ab-
sorcién de Mg a altas concentraciones puede ser interpretado
como un resultado de la competencia por los compuestos me-
tabdlicos producidos, donde una reduccién en la movilizacién
de las raices al tallo parece ser la fuente del antagonismo K/
Mg (Fig. 1).

La correlacién significativa entre Zn y N (Fig. 1) puede
atribuirse a que al favorecer el N el crecimiento de la planta,
se incremente la demanda por Zn. Ademds, ambos son im-
portantes en la sintesis de auxinas; el triptéfano, precursor de
las auxinas indélicas, se forma a partir del N y el Zn. Estos
nutrientes resultan por lo tanto indispensables en las reaccio-
nes enzimiticas que dan lugar al triptéfano; una deficiencia en
este elemento resulta en una baja formacién del precursor de
auxinas y en menor crecimiento (Fageria, 2010).

La mayor interaccién entre P y Zn ocurre a nivel meta-
bélico de la planta (Cardoso y Kuyper, 2006). Gran parte del
Zn, en los tejidos de las plantas, es almacenado en complejos
fitato-proteinas Zn, para su posterior removilizacién en el in-
terior de la planta. Se ha especulado que una vez que el P se
ha incorporado al citosol, después de lo cual el fésforo que
es requerido para mantener las funciones celulares es trans-
portado al interior de la vacuola del hongo (donde se sinteti-
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za polifosfato), el Zn tiene el potencial para actuar como un
contador de iones polifosfato lo que contribuye a mantener el
balance de cargas en la vacuola. También se ha documentado
un incremento en la absorcién de Zn en el suelo en respuesta
a la fertilizacién fosfatada; se sugiere que la absorcién de P en
las superficies de los éxidos de Fe y Al incrementa las cargas
negativas en ellos. Esto resulta finalmente en un aumento en
la absorcién de Zn, fenémeno que puede explicarse en el pre-
sente trabajo (Fig. 1), gracias a la participacién de B. subtilis.
Bacillus subtilis pudo incrementar la concentracién de P en el
suelo (Artursson, 2006), y G. fasciculatum mejord la absorcion
de Zn (Cavagnaro, 2008).

La relacién Zn/Cu se basa en que ambos son componen-
tes esenciales y activadores de numerosas enzimas, como la
Zn/Cu superéxido dismutasa la cual contrarresta el dafio de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Sharma, 2006). Esto
podria explicar su correlacién positiva con la tasa fotosintética
y con las variables de crecimiento y calidad de flor que se ob-
servan en la Figura 1.

El N favorece la absorcién de P por las plantas al incre-
mentar el crecimiento de la raiz y aumentar su capacidad para
absorber y movilizar P. Ademds, se reduce el pH del suelo
como resultado de la absorcién de NH,* e incremento de la
solubilidad de fertilizantes fosfatados (Fageria, 2010), acti-
vidad a la que puede sumarse la participacién de B. subtilis
(Aslantas et al., 2009). El incremento en crecimiento requiere
de N y P, basado en la inferencia de un efecto de sinergismo
mutualista que originé la estimulacién del crecimiento y el
mejoramiento de la absorcién de ambos elementos.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Rubi
et al. (2009) e incrementan las evidencias de la importancia de
considerar nutrientes como Zn y Cu, ademds de N, Py K, y
avalan los efectos de la biofertilizacién en la produccién del
Lilium, que se traduce en un mejor estado nutricional de la
planta y mejor calidad de la flor.

La inoculacién con G. fasciculatum 'y B. subtilis con 22 pg/
mL de P (T3) produjo flores de mayor calidad, en compara-
cién con el control (T'8) y contribuy6 a un éptimo crecimiento
de las plantas; esto reducirfa el uso de fertilizantes quimicos
y disminuiria los problemas de contaminacién ambiental en
esta regién de México.

En este sentido, al tratarse de un endéfito, la estimulacién
de los diferentes 6rganos del vegetal tiende a producir un mar-
cado efecto benéfico en la asociacién planta-microorganismo.
Esto se debe a que un aumento en la superficie foliar asimila-
doray en los 6rganos de transporte de agua y nutrientes, gene-
ralmente se traduce en una mayor cantidad de fotosintatos en
el sistema. Esto a su vez constituye la reserva energética para
la multiplicacién y el normal funcionamiento solubilizador de
P y estimulador del crecimiento de B. subtilis.

Por otra parte, el macrosimbionte desencadena el conjun-
to de mecanismos fisiolégico-bioquimicos involucrados en la
divisién celular, la estimulacién del crecimiento vegetal y el
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mejoramiento de la calidad de la flor, al recibir por parte del
microorganismo los niveles de P y fitoreguladores (auxinas,
giberelinas y citocininas) adecuados.

La coinoculacién G. fasciculatum-B. subtilis con la aplica-
cién de 22 pg/mL de P mejord el vigor de la planta, la absor-
cién de nutrientes y la calidad de la flor en Li/ium en suelo
esterilizado, siendo mds efectiva que las inoculaciones sim-
ples. Este resultado puede considerarse de interés para futu-
ras investigaciones en Li/ium, en otras bulbosas e incluso en
otras ornamentales, como una alternativa para reducir el uso
de fertilizantes fosfatados, que actualmente ha causado serios
problemas.
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