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Resumen

La investigacién se realiz6 durante los meses de abril-junio de 2017 en el organopdnico "Jardin
del Caribe", con el objetivo de evaluar el efecto de Brevibacillus borstelensis B65 e IHplus
sobre la emergencia y crecimiento de plantas de remolacha (Beta vulgaris L.). Se disefiaron
cuatro tratamientos: T1 (control), T2 (IHplus), T3 (IHplus+B65) y T4 (B65). El porcentaje de
emergencia se evalud hasta los siete dias después de la siembra y la altura de las plantas entre
los 25 y 50 dias. Las semillas tratadas con B65 emergieron a los tres dias, un dia antes con
respecto al control. Las plantas del tratamiento T3 mostraron un valor promedio de 5 cm
de altura mayor que el control. Los resultados mostraron que Brevibacillus borstelensis B65
tiene mayor efecto sobre la emergencia de semillas de remolacha. La combinacién de ambos
biopreparados tiene mayor efecto sobre el crecimiento de las plantas.
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Abstract

The present investigation was carried out between April-June of 2017 in “Garden Caribean”
organoponic wich the objective of evaluating Brevibacillus's borstelensis B65 and IHplus effect
on the emergence and the growth plants of Beta vulgaris L. They designed 4 treatments: T1
(control), T2 (IHplus), T3 (IHplus +B65) and T4 (B65). The percentage of emergence was
evaluated to the 7 days after planting and the height of the plants between the 25 and 50 days.
The seeds treated with B65 emerged after three days, one day before with respect to the
control. The T3 treatment plants showed an average value of 5 cm in height greater than
the control.. The results evidenced than Brevibacillus's borstelensis B65 have bigger effect on
the emergence of seeds of Beet. The biopreparados's combination has bigger effect on the
growth of the plants.
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Introduccion

La remolacha (Beta vulgaris L.) es un vegetal cultivado en casi todo el mundo para el
consumo en fresco como ensalada, por su contenido de azucares, minerales o beta
caroteno, sustancias de suma importancia para la vitalidad del organismo humano en
general. Es particularmente rica en folato, encontrdndose que este y el acido fdlico
previenen defectos de nacimiento del tubo neural (nervioso) y ayudan contra

enfermedades cardiacas y anemia [1].

La biofertilizacion cada vez adquiere mayor importancia en el mundo, no solo por los
rendimientos que suelen alcanzarse sino también por lo econémico de su aplicacion y su
contribucion a la preservacion del medio [2]. Recientemente se informaron las
potencialidades estimuladoras del crecimiento vegetal del aislado rizosférico
Brevibacillus borstelensis B65 in vitro. La bacteria produce enzimas degradadoras de
residuales de origen vegetal ricos en celulosa y pectina, polimeros que utiliza como
fuentes de energia. De esta manera, se facilita el aumento de la poblacion bacterianaen el
suelo y como consecuencia, se potencian sus efectos positivos sobre el desarrollo
de los cultivos. Estas caracteristicas permitieron recomendar el uso de Brevibacillus
borstelensis B65, como bioinoculante en cultivos fertilizados con residuos agricolas

ricos en celulosa y pectina [3].

El uso de los microorganismos eficientes (ME) como biofertilizantes también se ha
convertido en una practica comun entre las estrategias de manejo agricola sostenible en
diversos paises, entre ellos Cuba [4]. De esta tecnologia surge una variada gama de
productos como los fertilizantes orgéanicos fermentados, abonos fermentados,
biofermentos y lactofermentos como el IHplus, marca registrada por la Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes, Indio Hatuey. Este producto se utiliza en la
produccién y sanidad de vegetales, en el tratamiento de residuales liquidos y sélidos, asi

como en la produccion y salud animal [5].

En Cuba el uso de los biofertilizantes ha tomado auge en los ultimos afios y se han
desarrollado varios estudios en cultivos como el aji, berenjena, tomate, pimiento, tabaco,
cebolla, platano y arroz, entre otros [6]. No obstante, no se reportan investigaciones en el
cultivo de remolacha, motivo por el cual en la presente investigacion se evaluo la
incidencia de Brevibacillus borstelensis B65 e IHplus, sobre la emergencia y el

crecimiento de plantas de esta hortaliza cultivadas en condiciones de organopdénico.
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Materiales y métodos

Esta investigacion se desarroll6 durante los meses de abril-junio de 2017 en el
organopénico semiprotegido “Jardin del Caribe”, perteneciente a la Empresa
Agropecuaria Guantdnamo, centro de referencia del Programa Nacional de Agricultura
Urbana, localizado a los 20°0940,69” de latitud Norte y 75°12°47,19” de longitud
Oeste. Las determinaciones se realizaron bajo condiciones de cultivo semiprotegido. Se
utilizaron semillas de remolacha (Beta vulgaris L.), variedad Detroit, procedente del
Banco de Semillas Provincial, perteneciente a la Empresa de Semillas de Santiago
de Cuba.

Analisis del suelo

Para determinar la calidad del suelo del cantero escogido para dicha investigacion se
tomaron tres muestras del mismo y se realiz6 su caracterizacion en el Instituto Provincial
de Suelos de la Delegacion de la Agricultura de Guantanamo. Para la preparacion de las
muestras, estas se secaron en bandejas de plastico al aire libre, se trituraron en molino y
luego fueron tamizadas utilizando un tamiz de 2 mm de diametro [7]. La determinacion de
pH se realizo a través del método Potenciométrico, utilizando un medidor de pH digital [8].
Se utilizé el método Oniani para determinar el P2Os y el K2O. El fosforo se determiné
colorimétricamente utilizando un espectrofotometro de 620 nm y el potasio por fotometria
de Ilama [9]. La cantidad de materia organica fue determinada por método Colorimétrico
utilizando también un espectrofotometro. El porciento de carbono y nitrogeno total se
calcul6 a partir del por ciento de materia organica determinada [10].

Preparados biotecnoldgicos utilizados

Para el tratamiento de las semillas se utilizo la bacteria Brevibacillus borstelensis
B65, que se encuentra depositada en la Coleccién de Cultivos del Centro de Estudios
de Biotecnologia Industrial (CEBI), perteneciente a la Universidad de Oriente en
Santiago de Cuba [11], para ser utilizada como biofertilizante [12]. También se utiliz6 el
lactofermento IHplus, obtenido en el Centro de Desarrollo de la Montafia de la provincia

de Guantanamo en colaboracion con la Estacién de Pastos y Forrajes Indio Hatuey [13].
Preparacion del inoculo de Brevibacillus borstelensis B65

Para la preparacion del indculo de Brevibacillus borstelensis B65, se cultivo la
bacteria en Caldo Nutritivo BIOCEN a 30 °C y pH 7 durante 18 h, en agitacion a
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50 rpm. Para concentrar la biomasa celular, el cultivo crecido se sometio
posteriormente a centrifugacién de 5 000 rpm y esta se resuspendio en agua destilada
previamente esterilizada, hasta lograr una concentracion celular de 102 UFC mL*,
utilizando el método turbidimétrico para ajustarla, a través de la escala de Mc Farland,
reportada por el Comité Nacional de Procedimientos para Laboratorios Clinicos
(NCCLS, siglas en Inglés) [14]. La densidad dptica se determind a 625 nm. El ajuste
del indculo se realizd a partir del primer valor de la escala (0,5 mL) en soluciones de
(1 %) de cloruro de bario dihidratado y &cido sulfdrico que corresponde a un valor
de densidad bacteriana de 1,5 x 108 UFCmL™,

Preparacion del lactofermento IHplus

Para elaborar el IHplus, primeramente se obtuvo un lactofermento sélido. Se deposito
sobre una superficie limpia 30 kg de hojarasca o mantillo del bosque y 45 kg de harina,
se mezclo6 para que fuera totalmente homogénea. Luego se diluyeron 5 L de melaza, en
5 L de suero l&cteo y se adicion6 con una regadera a la mezcla de hojarasca y harina,
para una mejor distribucion de la humedad. Se depositd este sustrato en un tanque
fermentador de 200 L en capas de 20 cm, realizando la compactacion de cada capa con
un mazo de madera, se sell6 herméticamente el tanque y se dejé fermentar por 21 dias
en un lugar fresco. Después de obtener este in6culo sélido se realiz6 una fermentacion
liquida: se disuelven 2 L de melaza en 10 L de suero lacteo y esta mezcla se vierte en el
fermentador con 5 L de agua, agitando constantemente con una paleta de madera.
Se coloco en una malla el inoculo sélido y se sumergid en el sustrato liquido, dejandose

fermentar por un periodo de 7 dias [15].

Se control6 la humedad de la mezcla solida a través de la prueba del pufio, la cual
consiste en apretar una porcion en el pufio de la mano. Si se desmorona significa que la
muestra escogida esta muy seca. Si al presionarla escurre agua demuestra que la misma
estd muy humeda. Si apretamos una muestra en el pufio y se evidencia la humedad de
la misma y al soltarlo mantiene la forma del interior del pufio significa, que la mezcla

esta en optimas condiciones para ser utilizada [15].
Inoculacion de los biopreparados biotecnoldgicos

Para la inoculacion de Brevibacillus borstelensis B65, fueron embebidas 300 semillas
de remolacha en la suspension de esta bacteria e inmediatamente después fueron
sembradas en el cantero. Luego 300 semillas mas fueron embebidas en el lactofermento

IHplus y secadas a la sombra por 30 min y fueron rapidamente sembradas en el cantero.
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Otras 300 semillas fueron sumergidas en la mezcla de 1 L de suspension bacteriana de
Brevibacillus borstelensis B65 con 1L de IHplus, las que luego fueron sembradas
inmediatamente. Todas las semillas fueron sembradas en un cantero organico consistente
en una mezcla de tierra y estiércol vacuno (1:1). En los tres tratamientos se le aplicé a las

semillas el mismo tiempo de inmersion de 20 min.
Experimentos

Las corridas experimentales se establecieron en un cantero dividido en 16 parcelas de
1,5 m de largo x 1 m de ancho con 4 tratamientos, T1 (control), T2 (semillas
inoculadas con IHplus), T3 (semillas inoculadas con IHplus+B65) y T4
(semillas inoculadas con B65). Se realizaron 4 réplicas por cada tratamiento. Para la
estimacion de los pardmetros estimuladores del crecimiento vegetal se seleccionaron
20 plantas de cada tratamiento (5 por cada réplica) y se desecharon las plantas de
los extremos para evitar el efecto de borde. Se determind el porcentaje

de emergencia y la altura de las plantas.
Analisis estadistico

Para el procesamiento estadistico se empleé el analisis de ANOVA y la comparacion de
medias se llevo a cabo a través de la prueba de Rangos Mdltiples de Duncan, para un
nivel de significacion de 95 %. Se empled el andlisis de varianza de clasificacion
maultiple por rangos de Kruskal-Wallis para analizar el porciento de emergencia, ademas
del andlisis de regresion simple para determinar la relacion entre el tiempo y la
respuesta en altura de cada tratamiento. Se utiliz6 el paquete estadistico Statgraphics
Plus 5.1 para Windows [16].

Resultados y discusién

La tabla 1 nos muestra los resultados del analisis fisico-quimico del suelo. Se observa
que las 3 muestras poseen altos porcientos de materia organica y carbono
(> 5 mg/100 g). Los valores de potasio también son elevados (> 20 mg/100 g) y los del
fosforo son medios (entre 31 y 45 mg/100 g). Estos resultados demuestran que el suelo

cumple con los condiciones para ser cultivado [17, 18].

“E¥A Rev. Cubana Quim., vol. 30, no. 3 sept-dic, 2018. e-ISSN 2224-5421



Taniyurkis Tellez-Soria, Teresa Orberd-Raton

TABLA 1. RESULTADO DEL ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL SUELO

Muestra pH | P20s K20 Materia Nitrogeno | Carbono
KCI | (mg/100 g) | (mg/100 g) | Organica (%) (%)
(%)
1(extremo) | 7,21 | 40,0 48,2 5,59 0,28 3,24
2 (centro) 7,19 40,0 48,3 5,59 0,28 3,24
3(extremo) | 7,20 | 40,0 48,1 5,59 0,28 3,24

Influencia de Brevibacillus borstelensis B65 e IHplus sobre la emergencia y altura

de plantas de Beta vulgaris L.

La emergencia es un proceso que se extiende hasta que las plantulas son capaces de
desarrollarse por si mismas, independientemente de las reservas de nutrientes existentes

en las semillas [19].
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Fig. 1. Emergencia de semillas de Beta vulgaris L. cultivadas bajo diferentes
tratamientos de fertilizacion

En la figura 1 se muestra el comportamiento de la emergencia de las semillas de
remolacha con los cuatro tratamientos y una desviacion estandar (o) del 5 %. Se observa
que las semillas tratadas con Brevibacillus borstelensis B65 comenzaron a germinar a
los 3 dias de sembradas. Las semillas tratadas con el IHplus y las no tratadas
comenzaron a emerger al cuarto dia. Napoles y colaboradores obtuvieron resultados
similares con esta bacteria en la emergencia de semillas de berenjena y aji [20], al igual

que en semillas de Moringa [21].

Las semillas tratadas con la combinacion de la suspension bacteriana y el lactofermento
IHplus comenzaron a germinar también al tercer dia, aunque en menor porcentaje, por
lo que se puede concluir que el efecto sobre la emergencia en las semillas tratadas con la

combinacion de ambos productos es producido por Brevibacillus borstelensis B65.
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Este resultado puede estar relacionado con la capacidad que posee esta bacteria de
liberar fitohormonas como etileno y acido indolacético [3]. Ambas hormonas vegetales
pueden influir sobre varios procesos fisiologicos de la planta, entre los que se encuentra la
emergencia [20]. Ademéas el acido indolacético actla sobre la elongacion y
la diferenciacion de las células en la zona de crecimiento activo de la raiz [22], por lo
cual es posible asociar los efectos que ejercid Brevibacillus borstelensis B65 sobre el

incremento de la plantas germinadas.

En la figura 2 se grafica las medianas del porciento de emergencia para un 95 % de
confianza. Se muestra que los mejores resultados se alcanzaron el cuarto dia después

de la siembra, con un 95 % de semillas germinadas.
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Fig. 2. Grafico de Medianas correspondiente al porciento de emergencia,
con intervalos del 95,0 % de confianza

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos al realizar la prueba de Kruskal-Wallis
donde se determind si existian o no diferencias significativas entre las medianas de los
porcientos de emergencia. Al evaluar el comportamiento de dicho pardmetro se
demuestra que el Valor-P obtenido es menor que 0,05 por lo que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95 % de confianza.

TABLA 2. RESULTADOS OBTENIDOS DE LA PRUEBA KRUSKAL-WALLIS.

Tiempo de emergencia | Tamafio de Muestra  |Rango Promedio
Emergencia 3 dias 16 15,6
Emergencia 4 dias 16 40,5
Emergencia 5 dias 16 17,4

Estadistico = 32,3773 Valor-P = 9,32E"®
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Se realizo el test de Levene's considerando como hipotesis nula que la desviacion
estandar es igual dentro de cada una de las 3 columnas. El Valor-P obtenido es mayor o
igual que 0,05, resultado que evidencia que no existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0 % de confianza.

En la figura 3 se puede apreciar que las plantas del tratamiento T3 (B65+IHplus)
alcanzaron alturas promedios de 5 cm més que las plantas del control. El resultado
obtenido puede estar relacionado a la capacidad que posee Brevibacillus borstelensis
B65 de liberar fitohormonas como etileno y acido indolacético [3], y a la capacidad que
posee el IHplus de proporcionar la rapida descomposicion de macromoléculas

que propicia la estimulacion del crecimiento de las plantas [15].
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Fig. 3. Altura de las plantas de Beta vulgaris L. bajo diferentes tratamientos

Las plantas tratadas solo con el lactofermento (T2), mostraron mayor crecimiento que
las tratadas con la bacteria (T4), por lo que se puede sugerir que el biopreparado a partir
de microorganismos eficientes tiene mayor efecto estimulador que la suspension
bacteriana en el crecimiento de las plantas. Lo anteriormente expuesto puede ser posible
por la accién beneficiosa que ejercen los lactofermentos en las condiciones fisicas,
quimicas y bioldgicas de los suelos. Estos efectos beneficiosos permiten aumentar la
actividad fotosintética de los cultivos, asegurando un mejor desarrollo de

las plantas [23].
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Se puede observar que en todas las ecuaciones de regresion existe un coeficiente de
determinacion (R?) mayor al 97 %, lo cual quiere decir que existe una probabilidad
igual o mayor que el 97 % de que con la aplicacidn de estos tratamientos puede existir

un mejor resultado en el crecimiento y rendimiento productivo de la planta.

En la figura 4 se muestra el comportamiento de la altura de las plantulas con los
diferentes tratamientos, para una deviacion estandar () con un 5 % de error. Se puede
apreciar que todos los tratamientos mostraron mayor porciento de altura de las plantas
que el control. Se distingue que las plantas tratadas con IHplus mostraron mejores
resultados que las plantas tratadas con Brevibacillus borstelensis B65 y que el mejor
promedio de altura se obtuvo en el tratamiento de la combinacion de ambos, por lo que
se puede concluir que ambos bioestimulantes tienen efecto sobre el crecimiento

de las mismas.

Este resultado puede estar relacionado con la capacidad que posee los lactofermentos de
excretar vitaminas, acidos organicos, minerales, quelatos y sustancias antioxidantes
que contribuyen a suprimir el crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos
generando nutrientes asimilables por las plantas, estimulando su crecimiento [15]. Este
lactofermento proporciona una répida descomposicion de macromoléculas, haciendo
que los macro y micro nutrientes solubles estén disponibles por la répida
descomposicion, la cual es causa directa de la hidrolisis que realizan los
microorganismos como funcionamiento normal de su metabolismo para la obtencion de

nutrientes [15].
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Conclusiones

El biopreparado elaborado a partir de Brevibacillus borstelensis B65 mostré un
mayor efecto estimulador sobre la emergencia de semillas de remolachas cultivadas.
Se observé que las semillas bajo este tratamiento comenzaron a emerger a partir de
los 3 dias, mientras que las semillas de la muestra control comenzaron germinar a
partir de los 4 dias. La mezcla de Brevibacillus borstelensis B65 e IHplus mostré un
mayor efecto en el crecimiento de las plantas de remolacha con respecto al control,
alcanzando alturas promedio mayores en 5 cm que las plantas pertenecientes al
control. La inoculacién de la combinacion de IHplus y Brevibacillus borstelensis B65
demostré un mayor efecto estimulador en la emergencia de semillas y crecimiento de

las plantas de remolacha con respecto al control.
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