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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el impacto de diferentes biofertilizantes
en el cultivo de brécoli, durante el ciclo otofo-invierno 2022-2023, en Saltillo,
Coahuila, México. Se probaron tres mezclas de Bacillus spp. y lixiviado de humus de
lombricomposta en un diseno de bloques completos al azar con cuatro repeticiones,
cada una conformada por cinco plantas. Se analizaron variables como biomasa
fresca y seca, didmetro de tallo, humedad de la inflorescencia, contenido mineral de
macro y micronutrientes en raiz, inflorescencia y follaje, asi como glucosinolatos y
estimacion de clorofila. Los resultados mostraron que la aplicacion de biofertilizantes
afectd significativamente la humedad de la inflorescencia y favorecio la acumulacién
de nutrientes, con diferencias destacadas en nitrégeno, fésforo, calcio y potasio.
Ademas, el tratamiento con lixiviado de humus de lombricomposta incrementé el
contenido de clorofila y se registraron valores elevados de glucosinolatos, aunque
con alta variabilidad. Estos hallazgos respaldan el potencial de los biofertilizantes
como una alternativa viable para mejorar la calidad nutricional y funcional del
brécoli, particularmente en lo relacionado con la acumulacion de nutrientes y
compuestos bioactivos, lo que los posiciona como una opcién prometedora frente a
los fertilizantes convencionales en sistemas agricolas sostenibles.

Palabras clave: Bacillus spp., glucosinolatos, lixiviado de humus de lombricomposta, RPCV.

SUMMARY

This study aimed to evaluate the impact of different biofertilizers on broccoli
cultivation during the autumn-winter 2022-2023 cycle in Saltillo, Coahuila, Mexico.
Three combinations of Bacillus spp. and vermicompost leachate were tested using a
randomized complete block design with four replicates, each consisting of five plants.
The variables evaluated included fresh and dry biomass, stem diameter, inflorescence
moisture,andthemineralcontentofmacro-andmicronutrientsintheroots,inflorescence,
and foliage, as well as glucosinolate concentration and chlorophyll estimation.
The application of biofertilizers significantly influenced inflorescence moisture and
promoted nutrient accumulation, with notable differences in nitrogen, phosphorus,
calcium, and potassium. Moreover, the treatment with vermicompost leachate
increased chlorophyll content, and high levels of glucosinolates were observed,
although with considerable variability. These findings highlight the potential of
biofertilizers as a viable alternative to improve the nutritional and functional quality
of broccoli, particularly regarding nutrient accumulation and bioactive compound
content, positioning them as a promising option to conventional fertilizers in
sustainable agricultural systems.

Index words: Bacillus spp., glucosinolates, vermicompost leachate, PGPR.
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INTRODUCCION

La agricultura moderna es fundamental para garantizar la seguridad alimentaria de una poblacién global
en constante crecimiento (Mariscal-Méndez, Ramirez-Miranda y Pérez-Sédnchez, 2017). Esto ha llevado a una
intensificacion agricola dependiente del uso masivo de fertilizantes quimicos sintéticos, para incrementar el
rendimiento de los cultivos en el corto plazo (Guo, Li, Cao, Cao y Huang, 2021). Sin embargo, este modelo de
produccidn tiene consecuencias adversas que comprometen la sostenibilidad a largo plazo de los sistemas
agricolas. Entre ellas, se encuentran la degradaciéon de los suelos (Pahalvi, Rafiya, Rashid, Nisar y Kamili, 2021), la
contaminacién de cuerpos de agua (Srivastav, 2020), la pérdida de biodiversidad (Barros-Rodriguez, Rangseekaew,
Lasudee, Pathom-Aree y Manzanera, 2021) y la exacerbacién de los efectos del cambio climéatico (Wu et al., 2021).

La aplicacién prolongada de insumos quimicos junto con la carencia de materia orgénica, deteriora la
estructura y reduce la capacidad de retencién de agua y nutrientes en los suelos agricolas (Bai et al., 2020; Lal,
2020). Esto provoca un circulo vicioso en el que, ante la pérdida de capacidad productiva, se requieren dosis
cada vez mayores de fertilizantes para mantener los niveles de produccién, lo que intensifica la degradacion.

La escorrentia y lixiviacién de nutrientes, especialmente nitratos y fosfatos, ha derivado en procesos de
eutrofizacién en cuerpos de agua, alteran ecosistemas acuaticos y afectan la salud publica (Brush et al., 2020; Payen,
Cosmey Eliot, 2021). A esto se afade la pérdida de biodiversidad provocada por practicas de monocultivo intensivo,
que reduce la resiliencia de los agroecosistemas frente a plagas y enfermedades (Raven y Wagner, 2021; Jote, 2023).

La fabricacion y uso de fertilizantes quimicos, especialmente nitrogenados, es una fuente significativa de
emisiones de gases de efecto invernadero debido a su dependencia del proceso Haber-Bosch y la liberacién de
oxido nitroso en el suelo (Kudeyarov, 2020; Rothenberg, 2023).

Estas problemaéticas obligan a buscar alternativas sostenibles que mitiguen el impacto ambiental sin
comprometer la productividad agricola. Una de las méas prometedoras es el uso de biofertilizantes, insumos
biolégicos capaces de mejorar la nutricién vegetal y la calidad del suelo mediante la accion de microorganismos
benéficos o compuestos orgénicos estabilizados (Dzvene y Chiduza, 2024). Dentro de esta categoria destacan las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) y los lixiviados de humus de lombricomposta (LHL), los
cuales han demostrado ser herramientas eficaces para fortalecer los cultivos sin recurrir a fertilizantes de sintesis.

Las RPCV se caracterizan por establecer relaciones beneficiosas con las raices, promoviendo la absorcién
de nutrientes, el crecimiento radicular y la tolerancia al estrés bidtico y abidtico (Mishra, Singh, Singh y Verna,
2019). Entre ellas, el género Bacillus ha sido ampliamente estudiado por su versatilidad funcional: estas bacterias
pueden solubilizar fésforo (Gémez-Ramirez y Uribe-Vélez, 2021), fijar nitrégeno atmosférico (Wickramasinghe,
Girija, Gopal y Kesevan, 2021), producir fitohormonas como auxinas y giberelinas (Kang et al., 2019), asi como
sintetizar sideréforos que mejoran la disponibilidad de hierro en el entorno radicular (Manasa et al., 2021).
Ademas, su capacidad para inducir resistencia sistémica en las plantas contribuye a una mayor resiliencia frente
a condiciones adversas (Meena et al., 2020), incrementa el peso de fruto, rendimiento, cantidad de fenoles y
vitamina C en frutos de Capsicum annuum L (Luna-Ortega et al., 2025). Estas propiedades convierten a Bacillus
spp., en un biofertilizante ideal para cultivos de alto valor, al potenciar tanto su rendimiento como su calidad
nutricional (Acurio-Vasconez, et al., 2020; Mohamed et al., 2021; Demir, Sonmez, Ucan y Akglin, 2023).

Los LHL aportan al suelo una fuente rica y equilibrada de materia orgénica, microorganismos benéficos y
nutrientes de liberacidn lenta. Este biofertilizante, obtenido mediante la transformacién biolégica de residuos
orgénicos por lombrices, mejora la estructura del suelo, su capacidad de retenciéon de agua y su actividad
biolégica (Alkobaisy, Abdel-Ghani, Mutlag y Lafi, 2021; Arosha y Sarvananda, 2022). Su uso favorece el desarrollo
radicular y contribuye a una fertilidad mas estable en el tiempo.

La aplicacién de LHLy RPCV no solo puede generar efectos sobre el crecimiento y la nutricién de las plantas,
sino también fortalecer el equilibrio ecoldgico del sistema agricola. Entre los cultivos que pueden beneficiarse del
uso de biofertilizantes, el brécoli (Brassica oleracea var. italica) destaca por su importancia nutricional, agronémica
y econdmica. Este cultivo resalta por su alto contenido en vitaminas (A, B4, B12, C, D, E y K), tiamina, riboflavina,
niacina, acido fdélico y compuestos fitoquimicos como polifenoles, flavonoides, carotenoides, sulforafano y
glucosinolatos(Nagraj, Chouksey, Jaiswal y Jaiswal, 2020). Estos metabolitos secundarios le confieren propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias, y se asocian con la prevencién de enfermedades crénicas no
transmisibles (Liebman y Le, 2021).

Desde el punto de vista agrondmico, el brécoli desempefa un papel estratégico en los sistemas de rotacion
de cultivos, al contribuir a la ruptura de ciclos de plagas y enfermedades y mejorar la estructura del suelo cuando
se maneja adecuadamente (Zavatta et al., 2021; Liu et al., 2023). Como la mayoria de las cruciferas, sintetiza y
acumula una elevada concentracién de glucosinolatos en sus tejidos, especialmente en las hojas (Yan et al., 2023).
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Al descomponerse, generan metabolitos volatiles como isotiocianatos, sulfhidrilos, nitrilos y tiocianatos, con
propiedades biofumigantes (Dubey et al., 2021). Esta caracteristica hace que los residuos del cultivo, que pueden
representar entre el 60y 75% de la biomasa total cosechada (Petkowicz y Williams, 2020), sean una excelente
fuente de materia orgénica para enriquecer el suelo y contribuir a su desinfeccién bioldgica (Bermejo, De la
Fuente, Morales, Mendoza y Rangel, 2021). Ademas, su ciclo de cultivo relativamente corto, sus altas demandas
nutricionales y su respuesta sensible a la fertilizacién lo convierten en un modelo experimental adecuado para
evaluar el efecto de biofertilizantes sobre variables productivas, fisiolégicas y nutracéuticas.

Diversos estudios han evaluado el efecto de biofertilizantes sobre el cultivo de brécoli, obteniendo resultados
alentadores en variables fisiolégicas, agronémicas y de calidad nutricional. Saste, Danawale, Mane, Khedkar y Kale
(2024) demostraron que la aplicaciéon de consorcios microbianos compuestos por Azotobacter y Trichoderma,
en combinacion con fertirrigacién, incrementé significativamente el rendimiento y la rentabilidad del cultivo.
De manera similar, Naorem et al. (2024) reportaron mejoras en biomasa, contenido nutricional y calidad de la
inflorescencia al emplear insumos organicos concentrados junto con RCPV como Azotobacter y Azospirillum. En la
misma linea, Saini et al. (2024) observaron aumentos en altura de planta, drea foliar y didametro del tallo al combinar
estas bacterias con una fertilizacion quimica reducida al 50%, mientras que Singh y Sharma (2024) registraron
incrementos en nimero de hojas, peso fresco y didmetro de cabeza utilizando bacterias solubilizadoras de fésforo
(P). Asimismo, Alkobaisy et al. (2021) demostraron que el uso de lombricomposta y su extracto liquido mejora
significativamente el crecimiento, rendimiento y calidad del brécoli, ademas de optimizar diversas propiedades
fisico-quimicas del suelo. Sin embargo, persiste una brecha en la literatura respecto a estudios que analicen de
manera conjunta variables de desarrollo, composicién mineral y metabolitos secundarios como los glucosinolatos.

Ante esta necesidad, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el impacto de la aplicacion de tres mezclas
de RPCV y LHL sobre distintos aspectos del cultivo de brécoli. Se analizaron pardmetros como el desarrollo, la
calidad, y el contenido de minerales esenciales (macronutrientes y micronutrientes) en los distintos 6rganos de la
planta, asi como la concentracién de glucosinolatos en el tejido foliar.

MATERIALES Y METODOS
Sitio del Estudio

El estudio se llevd a cabo en condiciones de campo abierto, en los campos experimentales del Departamento
de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila,
México (25° 21" 22.52" N, 101° 2’ 9.88"” O; 1760 m de altitud), durante el ciclo otofio-invierno 2022-2023. La
zona presenta un clima templado semiseco, clasificado como Cfb segin Képpen-Geiger, con una temperatura
media anual de 17 °Cy una precipitacion pluvial promedio de 481 mm. El suelo del sitio experimental es de tipo
calcéreo, con textura franca y 3.2% de materia orgénica. Presenta un punto de saturacion de 43%, capacidad
de campo de 22.9% y densidad aparente de 1.13 g cm?. El contenido de carbonatos totales fue de 55.8%, con
un pH de 8.07 y conductividad eléctrica (CE) de 6.93 dS m™. La saturacién de bases fue de 70.6%, distribuida
en: calcio (Ca) 18.5 mEq 100 g™, magnesio (Mg) 3.64 mEq 100 g, potasio (K) 1.08 mEq 100 g y sodio (Na)
2.95mEq 100 g™. Para el establecimiento del experimento, se sembraron semillas de brécoli var. Avenger (Sakata
Seed America, 2023), el 27 de octubre de 2022, en charolas de poliestireno de 338 cavidades, empleando turba
como sustrato. El trasplante se realizé 30 dias después de la siembra, a doble hilera, con una separacién entre
plantas e hileras de 0.3 m, sobre ocho camas de cultivo acolchadas de 40 m de largo y 1.6 m de separacién entre
camas, con una densidad de plantacién de 4.16 plantas por metro lineal.

Tratamientos Evaluados

Se evaluaron tres mezclas de RCPV, un LHL producido con estiércol de equinos y como control un fertilizante
de liberacién controlada (Cuadro 1).

El testigo consistié en la aplicacion de Blaukorn® de la casa comercial CompoExpert, un fertilizante granular
de liberacién controlada. Este producto contiene 12% de nitrégeno total (5% nitrico y 7% amoniacal), 8% de
pentéxido de fésforo (P,O,), 16% de dxido de potasio (K,0), 3% de dxido de magnesio (MgQ), 9% de azufre (S),
asi como micronutrientes: boro (B; 0.02%), hierro (Fe; 0.06%) y zinc (Zn; 0.01%).
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Cuadro 1. Tratamientos de biofertilizantes utilizados, dosis y abreviaciones.
Table 1. Biofertilizer treatments used, doses, and abbreviations.

Tratamientos Dosis Abreviacion
Testigo BlauKorn de CompoExpert” 250 kg ha™ T
Bacillus sp. + B. Cereus 50 Lha-1[1 x 107 UFC ml] BS + BC
Bacillus sp. + B. Licheniformis 50 Lha-1[1 x 107 UFC ml] BS + BL
B. Cereus + B. Licheniformis 50 Lha-1[1 x 107 UFC ml] BC + BL
Lixiviado de humus de lombricomposta 50 Lha LHL

Las cepas bacterianas utilizadas fueron previamente aisladas a partir de suelo rizosférico de tomatillo silvestre
recolectado en el estado de Coahuila, México. Se seleccionaron tres cepas debido a su alta solubilizacién de P
y Ca. La identificacion molecular de las cepas seleccionadas se realizé mediante extraccién de ADN gendmico
utilizando un kit comercial de Promega, seguida de amplificacion por PCR utilizando la mezcla GoTaq Green
Master Mix 2X (Promega, USA) con los iniciadores PF27 y PR1429. Los productos amplificados se enviaron al
Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO, CINVESTAV) para su secuenciacién e
identificacién (Ramos-Salazar, Mendoza, Robledo y Hernandez, 2022).

El tratamiento con LHL consistié en un lixiviado acuoso elaborado a partir de estiércol de equinos,
proporcionado por un productor local de la comunidad de Rincén de los Pastores, Saltillo, Coahuila. Para la
caracterizacion del extracto, se determind su contenido de humedad mediante deshidratacidn térmica en estufa
a 80 °C hasta peso constante. La materia seca se calciné a 600 °C durante 4 h en una mufla Thermo Scientific
Lindberg/Blue. Las cenizas obtenidas se trataron con 5 mL de HCl al 20%, completando el volumen a 50 mL con
agua desionizada. La solucién resultante se utilizé para la cuantificacion de K, Ca, Mg, Fe, Zn, Na, cobre (Cu) y
manganeso (Mn) mediante espectrometria de emisién dptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) en
un equipo Thermo Scientific iCAP 7400 Duo (USA).

Cada tratamiento se evalud en cuatro repeticiones con cinco plantas por repeticion. Los tratamientos se
aplicaron al cuello de la planta o “Drench”, una sola vez, una semana después del trasplante. En campo, los
tratamientos se colocaron en un disefio experimental de bloques completos al azar (BCA), siendo cada bloque
dos camas de cultivo de 40 m. Para asegurar una nutricion basal uniforme entre tratamientos y evitar deficiencias,
se aplicd una solucién nutritiva tipo Hoagland y Arnon (1938) al 50% via fertirriego. Esto para poder identificar
con mayor claridad los efectos especificos de las RPCV y del LHL sobre la absorcién de nutrientes y el desarrollo
de las plantas (Naorem et al., 2024; Saini et al., 2024).

Variables Agronémicas

La cosecha se realizé el 2 de marzo de 2023, cuando mas del 50% de las plantas presentaron inflorescencias
compactas, uniformidad de los botones florales y sin apertura floral. Las variables agronémicas evaluadas
incluyeron la biomasa fresca foliary de la inflorescencia y se midieron con balanza Vinson, modelo VIN-5, didmetro
de tallo con un vernier Hisemy, modelo H7-MX028, y la circunferencia de la inflorescencia con una cinta métrica.
La cantidad de unidades SPAD se midié con un clorofilémetro MaquiGra, modelo BO89YR5X3P, y el nimero
de hojas se conté manualmente. El area foliar se determiné utilizando la aplicacién Petiole (Petiole LTD, 2019;
Petrovska, Bugmann, Hobi, Ghosh y Brang, 2022). Para calcular el area foliar total, se multiplicé el drea estimada
de una hoja por el doble del nimero de hojas, considerando que tanto la superficie adaxial como la abaxial
participan en el proceso fotosintético, de acuerdo con lo sugerido por Yang et al. (2025), quienes destacan el rol
funcional activo de ambas caras en la captura de luz.

Analisis Mineral y Contenido de Glucosinolatos

Para el andlisis de contenido mineral, se recolectaron cinco plantas por cada unidad experimental, las cuales
se secaron al sol, se molieron a una granulometria de 1 mm y homogeneizaron. La concentraciéon de Ca, Mg,
K, Fe y Cu se determiné mediante espectrofotometria de absorcion atémica (GBC Xplor AA) con llama de aire-
acetileno. El P se cuantific6 mediante espectrofotometria UV-VIS (Biomate V7-07) a 650 nm, y el nitrégeno (N) se
determiné utilizando el método Micro-Kjeldahl (Sadzawka et al., 2007).
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La cuantificacién de glucosinolatos totales se realizé mediante el método colorimétrico basado en
degradacién alcalina y reaccién con ferricianuro, con modificaciones al protocolo propuesto por Jezek, Haggett,
Atkinson y Rawson (1999). Se utilizé como estandar la sinigrina, y los resultados se expresaron como miligramos
equivalentes por kilogramo de materia seca (mg eq. Sin kg'). Se utilizaron hojas de cinco plantas por unidad
experimental, se liofilizaron y se homogeneizaron. Para la extraccién, se pesaron 0.5 g de tejido, que se mezcld
con 7.5 mL de metanol al 70% (relacién 1:15 p/v). La mezcla se incubé en bafio maria a 70 °C durante 10 min con
agitacién ocasional y posteriormente se centrifugé a 6,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue recolectado
y evaporado a sequedad en un rotavapor a 40 °C. Al residuo seco se le adicionaron 700 pL de tampdn acetato
0.2 M (pH 4.2), incubando a temperatura ambiente con agitacién durante 15 min. Posteriormente se agregaron
100 pL de acetato de plomo y 100 pL de cloruro de bario 0.5 M, agitando vigorosamente en vértex. Luego
se incorporaron 49 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Se
anadieron 100 pL de sulfato de sodio 2 M y se centrifugd a 13 000 rpm durante 5 min. Del sobrenadante se
tomaron 200 pL y se mezclaron con 200 pL de NaOH 2 M, incubando durante 30 min a temperatura ambiente
para permitir la degradacion alcalina de los glucosinolatos. Luego se adicionaron 31 pL de HCl concentrado, y la
mezcla se centrifugd nuevamente a 4000 rpm por 10 min. Para la lectura espectrofotométrica, se tomaron 100 plL
del sobrenadante y se mezclaron con 100 uL de una solucién de ferrocianuro (2 mM) preparada en tampdn
fosfato 0.2 M (pH 7.0). La absorbancia se midié a 420 nm en un intervalo no mayor a 15 s después de la mezcla,
utilizando un espectrofotémetro UV-Vis (Biomate V7-07).

Analisis Estadistico

Se realizé una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para todas las variables experimentales. Las variables
agrondémicas, el contenido de glucosinolatos y las unidades SPAD mostraron una distribucién normal, por lo
que se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) bajo un disefio de BCA. La comparaciéon de medias se
realizé mediante la prueba de Tukey (p < 0.05).

En el caso del contenido mineral, los datos no cumplieron con el supuesto de normalidad. Por ello, se
estandarizaron mediante transformacion Z-score, utilizando la ecuacidn:

_X-u

Z (1)

a

Donde X representa el valor original, p la media de la variable y ¢ la desviacién estandar.

Posteriormente, se aplicé un disefio de parcelas divididas en BCA, considerando como parcela mayorel érgano
vegetal (inflorescencia, foliar o raiz) y como parcela menor el tratamiento biofertilizante. Esta estructura jerarquica
permitié analizar tanto los efectos principales como la interacciéon entre érgano y tratamiento, relevante para
evaluar la redistribucién diferencial de nutrientes en funcién del érgano y la fuente de fertilizacién. Finalmente,
las comparaciones de medias también se realizaron mediante la prueba de Tukey (p < 0.05).

Todos los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el software InfoStat versién 2018 (Di Rienzo et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del LHL

El LHL presentd un 14.6% de materia seca, lo que indica una alta proporcién de sélidos en relacién con su fase
liquida. En el Cuadro 2 se muestran las concentraciones de K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y Na, expresadas en mg kg’
de materia secay mg L de LHL.

Al comparar este perfil con lo reportado por otros autores, como Cabilovski et al. (2023), se observa que el LHL
obtenido en este estudio presenta concentraciones més elevadas de ciertos macronutrientes, particularmente Ky
Ca. Estas diferencias se atribuyen al tipo de sustrato empleado y al método de obtencién del LHL (Tejada, Gonzalez,
Hernandez, y Garcia, 2008; Masondo et al., 2016). En contraste, las concentraciones de algunos micronutrientes
como Fe, Cuy Mn fueron ligeramente inferiores, aunque se mantienen en niveles funcionales para uso agricola
(Yatoo, Bhat, Ali, Baba y Zaheen, 2022). El contenido de Zn fue similar al descrito en estudios previos, lo cual
refuerza la consistencia del anélisis. En conjunto, estos resultados confirman que el LHL posee una composicién
adecuada para su aplicacion como fuente complementaria de nutrientes en sistemas de produccion vegetal.
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Cuadro 2. Composicién mineral del lixiviado de humus de lombricomposta con base en
materia seca (mg kg') y en solucién (mg L").

Table 2. Mineral composition of vermicompost leachate expressed on a dry matter basis
(mg kg') and in liquid phase (mg L).

Elemento Materia Seca

mg kg mg L
K 18435.50 2673.15
Ca 1291.50 187.27
Mg 343.00 49.74
Fe 154.06 22.34
Cu 5.66 0.82
Zn 20.57 2.98
Mn 4.54 0.66
Na 18.21 2.64

K = potasio; Ca = calcio; Mg = magnesio; Fe = hierro; Cu = cobre; Zn = zinc; Mn = manganeso; Na = sodio.
K = potassium; Ca = calcium; Mg = magnesium; Fe = iron; Cu = copper; Zn = zinc; Mn = manganese; Na = sodium.

Variables Agronémicas

La aplicacién de biofertilizantes afecté el contenido de humedad de la inflorescencia (Cuadro 3). El tratamiento
BS + BC registré la humedad més baja con un valor 5.11% inferior al testigo, mientras que los otros tratamientos
no mostraron diferencias significativas entre si.

Los resultados obtenidos indican que la aplicaciéon de los biofertilizantes evaluados no tuvo un impacto
significativo en la biomasa fresca y seca de la inflorescencia de brdcoli, asi como en los didmetros. Este
comportamiento estd relacionado con la naturaleza de los biofertilizantes utilizados, los cuales, si bien han
demostrado promover la solubilizacién de nutrientes como P y K mediante la produccién de acidos organicos
y enzimas especificas, no siempre generan incrementos inmediatos en biomasa bajo condiciones de fertilidad
media a alta (Dhayalan y Karuppasamy, 2021; Demir et al., 2023). La ausencia de una respuesta considerable
en estas variables se debe a que la fertilidad del suelo en todos los tratamientos fue suficiente para cubrir las
necesidades nutricionales basicas del cultivo, incluyendo el tratamiento testigo.

Cuadro 3. Efecto de diferentes biofertilizantes en la biomasa fresca y seca, humedad y didametro de la inflorescencia y diametro de
tallo de brécoli.

Table 3. Effect of different biofertilizers on the fresh and dry biomass, moisture content, and inflorescence diameter, as well as stem
diameter, of broccoli.

Tratamientos Inflorescencia Tallo
Biomasa fresca Biomasa seca Humedad Diametro Didmetro
—————————————————————— % e 1 HE T

T 599.59 +71.30 88.75+11.28 85.17+1.07 a 16.68 = 0.41 3.61+0.12

BS + BC 526.08 = 40.37 102.12£9.43 80.82£226b 16.52 £0.29 3.51+0.14

BS + BL 615.88 +79.85 96.98 + 12.41 84.06 £0.37 a 16.65 +0.25 3.57 £0.09

BC + BL 569.28 + 43.61 91.95+5.80 83.77£0.37 a 16.56 £ 0.32 3.52 +0.08
LHL 601.18 = 40.89 92.11 +10.71 84.68 £0.97 a 16.86 =0.60 3.76 +0.17
Tukey ns ns 0.0020 ns ns

* Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (p < 0.05). ns = no significancia; T = testigo; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus;
BL = Bacillus licheniformis; LHL = lixiviado de humus de lombricomposta.
T Means with the same letter within columns are statistically equal (p < 0.05). ns = not significant; T = control; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus; BL = Bacillus
licheniformis; LHL = vermicompost leachate.
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En contraste, la humedad de la inflorescencia mostré diferencias significativas entre los tratamientos, lo cual
refleja un efecto modulador de los biofertilizantes sobre la fisiologia de la planta. El tratamiento BS + BC resulté
en una reduccién significativa del contenido de humedad en la inflorescencia, lo que esté relacionado con una
alteracion en los mecanismos de absorcion y retencién de agua a nivel celular, provocada por la interaccion
especifica entre las cepas de Bacillus sp. y B. cereus. Estudios recientes han reportado que cepas de B. cereus
pueden modificar la fisiologia hidrica de las plantas al reducir la permeabilidad de membranas, mejorar la
eficiencia antioxidante y regular la acumulacién de compuestos osmoprotectores, influyendo asi en el contenido
relativo de agua en tejidos vegetales (Azeem, Haider, Javed, Saleem y Alatawi, 2022). Esta reduccién de humedad,
sin embargo, no es deseable, ya que el contenido de agua estéa directamente relacionado con el peso fresco del
producto, lo que afecta su precio de mercado.

Resultados comparables han sido reportados por Thakur et al. (2023) quienes evaluaron el uso de Bacillus
spp., vermicomposta y fertilizacién quimica reducida en condiciones de campo, en cultivos de Brassica oleracea.
Aunque observaron efectos positivos sobre ciertos pardmetros productivos, los tratamientos con biofertilizantes
no siempre produjeron incrementos significativos en variables como el tamafio de la inflorescencia, el grosor del
tallo o la biomasa total, especialmente cuando los nutrientes disponibles en el suelo eran suficientes para cubrir
las demandas del cultivo.

Las variables relacionadas con la biomasa fresca foliar total, el niimero de hojas y el area foliar no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos con la aplicacién de los distintos biofertilizantes (Cuadro 4), lo cual
sugiere que, a nivel foliar, los biofertilizantes aplicados no modificaron sustancialmente el crecimiento vegetativo
bajo las condiciones del presente estudio.

Mohamed et al. (2021) reportaron mayores valores de biomasa fresca foliar (hasta 627 g), area foliar (hasta
462 cm?)y nimero de hojas (hasta 19.24 hojas) al aplicar Bacillus megaterium en combinacién con micorriza arbuscular
y fuentes minerales de P como MAP. Las diferencias en el manejo nutricional, en particular la inclusién de fertilizacion
completa en su estudio, limitan la comparacidn directa con los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Glucosinolatos y Clorofila

Los resultados obtenidos en cuanto al contenido de glucosinolatos y la estimacion de clorofila en hojas de
brécoli tras la aplicacién de diferentes biofertilizantes se presentan en el Cuadro 5. En cuanto a glucosinolatos,
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con biofertilizantes y el testigo; sin embargo,
el tratamiento LHL presentd un contenido significativamente superior al de BS + BL, con un incremento del
127.45%. Por otro lado, en la estimaciéon de clorofila, tanto LHL como BC + BL mostraron valores significativamente
mas altos que el testigo, con aumentos del 5.79% y 5.92% respectivamente en unidades SPAD. Los resultados
sugieren que, si bien los biofertilizantes no modificaron de forma generalizada la acumulaciéon de compuestos
secundarios, algunas formulaciones especificas como el lixiviado de lombricomposta o la combinacién de ciertas
cepas bacterianas pueden inducir efectos positivos en parametros fisioldgicos particulares.

Cuadro 4. Efecto de diferentes biofertilizantes sobre la biomasa fresca foliar, el nimero de hojas y el area foliar, tanto unitaria y total de brécoli.
Table 4. Effect of different biofertilizers on fresh leaf biomass, number of leaves, and both unit and total leaf area of broccoli.

Tratamientos Biomasa fresca foliar total Numero de hojas Area foliar unitaria Area foliar total
< i T cm? - - - - o e e o

T 528.58 £ 25.18 10.79 £ 1.20 384.23 £71.43 8206.59 = 1648.70
BS + BC 524.00 + 66.61 10.58 £0.73 379.92 +20.72 7974.31 +420.38

BS + BL 469.96 + 110.19 11.25+1.37 363.19 £59.18 8040.28 +547.72
BC + BL 458.46 + 46.19 10.21 =0.71 394.78 +87.28 8127.69 + 2059.51
LHL 603.71 = 138.05 10.42 =1.27 373.22+22.04 7769.44 = 1142.25
Tukey ns ns ns ns

" Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (p < 0.05). ns = no significancia; T = testigo; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus;
BL = Bacillus licheniformis; LHL = lixiviado de humus de lombricomposta.

" Means with the same letter within columns are statistically equal (p < 0.05). ns = not significant; T = control; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus; BL = Bacillus
licheniformis; LHL = vermicompost leachate.
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Cuadro 5. Efecto de diferentes biofertilizantes sobre el contenido de clorofila y glucosinolatos en
hojas de brécoli.
Table 5. Effect of different biofertilizers on chlorophyll and glucosinolate content in broccoli leaves.

Tratamientos Glucosinolatos Clorofila

mg eq Sin kg’ SPAD
T 176.24 +76.32 ab 15.52 +0.33 b
BS + BC 131.58 = 17.50 ab 16.35 + 0.26 ab
BS + BL 94.42 +28.04 b 15.97 =£0.34 ab
BC + BL 124.42 + 26.36 ab 16.44 +0.35a
LHL 21476 +52.26 a 16.42+0.19a
Tukey 0.0205 0.0160

f Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (p < 0.05). ns = no significancia; T = testigo;
BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus; BL = Bacillus licheniformis; LHL = lixiviado de humus de lombricomposta.

T Means with the same letter within columns are statistically equal (p < 0.05). ns = not significant; T = control;
BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus; BL = Bacillus licheniformis; LHL = vermicompost leachate.

Estos resultados son considerablemente mas bajos que los reportados por Naguib et al. (2012), quienes,
mediante un método espectrofotométrico sobre tejido seco, reportaron niveles de glucosinolatos de 15.83 a
25.64 pmol g' de materia seca en cultivares de brécoli cultivados en campo bajo fertilizaciéon orgénica y bio-
organica. La diferencia puede atribuirse a factores como el tipo de tejido, el método de cuantificacién (curva
de calibracion con sinigrina vs. espectrofotometria total), las condiciones agroclimaticas, o incluso posibles
sobreestimaciones derivadas del método utilizado. Por otro lado, Vanegas-Torres, Tish y Rodov (2022) obtuvieron
contenidos de glucosinolatos cercanos a 130 mg kg de materia seca en brotes de brécoli en etapa de pléntula
cultivados en condiciones controladas de laboratorio, tratados con perdxido de hidrégeno como elicitor. En
ese caso, las diferencias se atribuyen al estadio de desarrollo del vegetal (plédntulas vs plantas adultas), el tipo
de estimulo aplicado (elicitor quimico vs biofertilizante) o la naturaleza del tejido analizado. A pesar de ello,
el comportamiento observado en el tratamiento HL de este estudio, sugiere un efecto potencial positivo en la
acumulacién de glucosinolatos, compuestos clave en la defensa vegetal (Roméan, Lagos, Mahn y Quintero, 2024),
cuya sintesis esta estrechamente relacionada con la disponibilidad de azufre en el entorno radicular (Jeschke,
Weber, Moore y Burow, 2019).

El efecto observado en el contenido de clorofila por la aplicacién de distintos tratamientos con Bacillus spp.
esté relacionado con factores fisioldgicos especificos y la interaccion de las cepas en la rizosfera. Los tratamientos
BC + BL y LHL mostraron incrementos significativos en comparacién con el testigo, lo que indica una activacion
efectiva de las vias metabdlicas relacionadas con la sintesis de clorofila. Este aumento en los valores SPAD
sugiere que estas combinaciones facilitaron una mejor absorcién o aprovechamiento del N foliar, asi como del
Mg, elemento clave en la estructura molecular de la clorofila (Trankner, Jékli y Tavakol, 2016). Sin embargo, la
variabilidad observada entre los diferentes tratamientos con Bacillus resalta la importancia de factores especificos
como la compatibilidad entre cepas bacterianas y su capacidad para colonizar eficazmente la rizosfera en
condiciones de campo, aspectos que requieren estudios adicionales para clarificar su influencia exacta sobre el
metabolismo de la clorofila en brécoli. El efecto positivo observado con el tratamiento LHL esté relacionado con
efectos indirectos del mismo, tales como una posible mejora en la estructura del suelo, una mayor retencién y
disponibilidad de nutrientes, o incluso una estimulacién de la microbiota nativa en la rizosfera (Al-Rawi y Alkobaisy,
2023). Si bien estos mecanismos no se evaluaron directamente en este estudio, la literatura especializada sugiere
que el uso de este insumo orgénico genera condiciones edéficas favorables para el desarrollo fisiolégico del
cultivo. Esto facilita una mayor eficiencia en la absorcion de nutrientes, reflejandose en un contenido superior
de clorofila. En comparacién con estudios como el de Rodriguez-Ortiz et al. (2021), donde se obtuvieron valores
SPAD superiores a 40 en condiciones controladas y con el uso de enmiendas orgénicas de alta disponibilidad de
nitrégeno, los valores registrados en el presente estudio fueron menores. Sin embargo, este resultado resalta la
eficiencia fisioldgica alcanzada bajo condiciones de campo abierto y con una sola aplicacién de biofertilizantes,
lo que demuestra que insumos bioldgicos como el lixiviado de humus de lombricomposta o combinaciones
especificas de Bacillus spp. pueden mantener niveles adecuados de clorofila sin recurrir a esquemas intensivos
de fertilizacién o manejo protegido.
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Las evidencias encontradas refuerzan la hipétesis de que el LHL no solo actia como una enmienda del suelo,
sino que también tiene el potencial de influir en la acumulacién de metabolitos secundarios y en la eficiencia
fotosintética, lo que mejora la calidad nutricional y funcional del brécoli. La respuesta diferencial observada en los
tratamientos con Bacillus spp. esté relacionada con la especificidad de las combinaciones bacterianas empleadas,
sugiriendo la necesidad de estudios adicionales para explorar la combinacién éptima de biofertilizantes segin
objetivos agrondmicos especificos.

Contenido Mineral
Nitrogeno

Se observaron diferencias altamente significativas en la distribucién de macronutrientes entre los érganos
evaluados. El N se acumulé predominantemente en la parte foliar, con un incremento del 398.08% respecto
a la raiz y del 79.23% frente a la inflorescencia (Cuadro 6). La elevada concentracién en hojas es consistente
con su funcién como sitio principal de fotosintesis y sintesis proteica (Sun et al., 2023); sin embargo, los valores
registrados en hoja (5.18%) superan el rango tipico para esta especie (2.5-4%) (Almeida et al., 2020), lo que refleja
una absorcién excesiva o un efecto concentrador debido a limitaciones en la translocacion.

La aplicacién de biofertilizantes mostré un efecto notable sobre el contenido de N en los tejidos de brécoli,
todos los tratamientos superaron estadisticamente al testigo (Cuadro 6). Las combinaciones BS + BC (3.12%), BS +
BL(3.07%),BC + BL(3.13%)y LHL(3.06%) mostraron contenidos de N més altos que el tratamiento testigo (2.79%).
Estos resultados sugieren que tanto las cepas de Bacillus como el lixiviado de lombricomposta favorecieron la
absorcidn o disponibilidad de N en la planta.

En el caso de las RCPV, se ha documentado su capacidad para promover la fijacion biolégica de N atmosférico,
especialmente en el caso de cepas como Bacillus spp., que convierten el N, del aire en formas asimilables como
amonio (NH,*) mediante la accién de la enzima nitrogenasa (Koirala y Brozel, 2021). Ademds, estas bacterias también
pueden mejorar la asimilacion de N del suelo a través de mecanismos indirectos, como la produccién de fitohormonas
(auxinas, citoquininas), que estimulan el desarrollo radicular y aumentan el drea de absorcidn, y la liberacién de acidos
orgénicos, que pueden acidificar la rizosfera y facilitar la liberacion de formas minerales de N (Grzyb, Wolna-Maruwka y
Niewiadomska, 2021). Algunos estudios también sefialan su papel en la mineralizacion de compuestos zorgéanicos del
suelo, lo que incrementa la disponibilidad de N para la planta (Soumare et al., 2020). Estos mecanismos combinados
explican el aumento observado en la concentracién de N en los tratamientos con Bacillus.

Por su parte, el LHL contribuyé a mejorar la nutricién nitrogenada de las plantas a través de diversos
mecanismos complementarios. En primer lugar, este tipo de insumo suele contener formas orgénicas e
inorgénicas de N, incluyendo aminoéacidos, amonio y pequefias cantidades de nitrato, cuya liberacion progresiva
puede sostener la disponibilidad del nutriente durante etapas criticas del desarrollo (Kovacik, §imansky, Smolen,
Neupauer y Olsovskd, 2022). Asimismo, el lixiviado actia como estimulante de la microbiota edéfica nativa,
aportando compuestos himicos y microorganismos beneficiosos (principalmente bacterias y actinomicetos)
que incrementan la mineralizacion del N orgénico presente en el suelo (Maffia, Oliva, Marra, Mallamaci, Nardi
y Muscolo, 2025). Esta actividad microbiana intensificada fomenta una liberacion gradual de N, al tiempo que
mejora la estructura y retencién hidrica del suelo, creando un entorno mas favorable para la absorcién radicular
(Khan, Aleinikoviené y Butkeviciene, 2024).

A pesar de este efecto general positivo, no se observaron diferencias significativas en la interaccién érgano-
tratamiento, lo que indica que los biofertilizantes no modificaron la distribucién interna del N entre los érganos,
sino solo su acumulacién total. Este descubrimiento resalta la necesidad de considerar tanto la eficiencia de
absorcién como la redistribucién fisiolégica del nutriente, especialmente cuando se busca optimizar el contenido
de N en drganos destinados a la cosecha como la inflorescencia.

Mohamed et al. (2021) evaluaron los efectos de biofertilizantes que incluian bacterias fijadoras de N en el
rendimiento y nutricién de brécoli. En su experimento, se observé un incremento significativo en la concentracion
de N en los tejidos, alcanzando valores de hasta 4.74% de MS con la combinacién de biofertilizantes + P. Esto es
relevante para comparar con los valores obtenidos en el presente estudio, en el que el contenido méaximo de N
en hoja fue del 5.18%, lo cual supera incluso los niveles reportados por dicho trabajo.
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Table 6. Effect of biofertilizers on the nitrogen, phosphorus and potassium content in different broccoli organs on a dry weight basis.

N P K

% e e e e oo oo mgkg! - - - - - -
Organo
Inflorescencia 2.89+0.14b 7925.59 £2159.59 a 8026.89 +915.47 a
Foliar 518+ 0.24 a 1256.37 £918.01 b 5748.58 +971.46 b
Raiz 1.04+0.13¢ 8461.99 + 2334.61 a 2002.95 +574.55 ¢
Tukey <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tratamientos
T 279+1.70b 5152.16 £ 3205.23 b 5302.05 + 2735.07
BS + BC 3.12+1.77 a 7291.67 = 4293.97 a 5643.33 +=2888.50
BS + BL 3.07+1.77 a 6310.29 = 4500.95 ab 5270.60 = 2547.47
BC +BL 3.13+1.81a 5180.52 £ 3258.91 b 5073.85 = 2964.47
LHL 3.06 +1.80a 5471.52 = 3776.76 ab 5007.54 = 2432.30
Tukey <0.0001 0.021 ns
Interacciones
Inflorescencia + T 2.71%0.19 7505.23 +1313.08 8537.31 +£342.57 a
Inflorescencia + BS + BC 2.98 +0.06 8904.00 + 4034.68 8663.69 +342.91 a
Inflorescencia + BS + BL 2.90 £ 0.07 7425.63 £1705.68 7871.96 = 850.38 ab
Inflorescencia + BC + BL 3.01 £0.05 7729.88 = 625.76 8312.18 £ 914.68 a
Inflorescencia + LHL 2.84 £0.05 8063.23 +2512.42 6749.30 = 555.21 be
Foliar + T 4.81+0.18 1178.89 = 640.63 5063.25 + 858.57 d
Foliar + BS + BC 5.26 +0.19 2495.28 + 661.80 6204.38 = 863.17 cd
Foliar + BS + BL 5.23+0.10 828.00 * 325.91 5778.24 + 442.57 cd
Foliar + BC + BL 5.31+0.14 936.67 £ 966.38 5292.33+1116.47 d
Foliar + LHL 5.26 £0.21 843.01 £ 886.31 6424.70 = 1123.35 cd
Raiz+T 0.85 +0.04 6772.35 = 1898.22 2305.58 = 755.42 e
Raiz + BS + BC 1.13+0.12 10475.73 + 1797.94 2061.91 £211.52 e
Raiz + BS + BL 1.09+0.13 10677.25 + 2026.32 2181.59 £902.03 e
Raiz + BC + BL 1.08 £ 0.09 6875.00 = 1052.94 1617.06 + 409.58 e
Raiz + LHL 1.08 = 0.09 7509.63 = 1464.50 1848.61 £ 307.01 e
Tukey ns ns 0.0002

T Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (p < 0.05). ns = no significancia; T = testigo; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus;
BL = Bacillus licheniformis; LHL = lixiviado de humus de lombricomposta.

T Means with the same letter within columns are statistically equal (p < 0.05). ns = not significant; T = control; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus; BL = Bacillus
licheniformis; LHL = vermicompost leachate.

Foésforo

ElP se concentré principalmente en la inflorescencia y raiz, con acumulaciones 530.83%y 573.53% superiores,
respectivamente, a la parte foliar (Cuadro 6). Este patrén es posible debido al papel del P en el almacenamiento
energético y desarrollo reproductivo (Mishra, Levengood, Fan y Zhang, 2024); los valores en las hojas
(1256.37 mg kg™) fueron inferiores en comparacién con los rangos de la literatura agronémica (Majkowska-
Gadomska, Kaliniewicz, Francke, Satata, y Jadwisienczak, 2024), lo que limita procesos metabdlicos en este tejido.
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Una explicacion para este resultado es la competencia nutricional generada por la acumulacién elevada de otros
cationes, particularmente NH, y Mg, en el tejido foliar. Esta interaccién es relevante, ya que el exceso de N, como se
detectd en los tratamientos evaluados, provoca un crecimiento vegetativo acelerado que diluye la concentracion
de P en los tejidos (Voutsinos-Frantzis et al., 2022), mientras que el exceso de Mg interfiere con la absorcion
y movilidad del fosfato mediante mecanismos de competencia idnica en la raiz o en el transporte vascular
(Chaudhry, Nayab, Hussain, Ali y Pan, 2021). Ademés, dado que la mayor concentracién de P se registré en la
inflorescencia y la raiz, no puede descartarse una redistribucién preferencial hacia estos érganos, especialmente
bajo condiciones de demanda reproductiva.

El tratamiento BS + BC fue el Unico que presentd una diferencia estadistica significativa, del contenido de
P, con respecto al testigo, alcanzando un incremento del 41.52%. Este resultado se atribuye a la accién combinada
de Bacillus sp. y B. cereus, microorganismos conocidos por su capacidad para solubilizar fosfatos inorgénicos
mediante la produccién de acidos orgénicos de bajo peso molecular, como &cido citrico, mélico o gluconato,
que disminuyen el pH de la rizosfera y liberan formas disponibles de P (Han, Kim y Maung, 2024). Ademas, ciertas
cepas bacterianas poseen enzimas fitasas, capaces de hidrolizar fitato, una forma de P orgénico frecuentemente
presente en el suelo, liberando fosfato inorganico que puede ser absorbido por la planta (Gocheva et al., 2024).
La eficacia observada en BS + BC esta relacionada con la capacidad solubilizadora de las bacterias y con una
interaccién sinérgica que intensifique su actividad enzimatica en el entorno edéfico.

En cuanto a la interaccién entre 6rganos y tratamientos, no se observaron diferencias significativas, lo que indica
que, si bien hubo un efecto sobre el contenido total de P, los biofertilizantes no alteraron la distribucién del nutriente
entre inflorescencia, hojas y raices. Este resultado sugiere que la movilizacién interna de P en la planta respondio
principalmente a la etapa fenoldgica y a la demanda fisiolégica, més que a un efecto diferencial de los tratamientos.

En comparacién, Demir et al. (2023), quienes aplicaron un biofertilizante compuesto por B. megaterium,
P, fluorescens y P. agglomerans, junto con fertilizaciéon quimica, reportaron un contenido de P de 4900 mg kg™’ en
brécoli, inferior al obtenido con BS + BC en este estudio (7291.67 mg kg™'), a pesar del uso de insumos minerales.
Esto sugiere que, bajo determinadas condiciones, biofertilizantes bien formulados son capaces de igualar o
incluso superar los resultados obtenidos con insumos convencionales, lo que representa una alternativa viable
para sistemas agricolas mas sostenibles.

Potasio

El K presentd su mayor concentracion en la inflorescencia, superd en un 39.63% a las hojas y en un 300.75% a
la raiz, debido a su papel clave en la acumulacién de solutos en érganos de reserva (Cuadro 6); sin embargo los
valores registrados estuvieron por debajo del rango reportado para brécoli (1.5-4%) (Almeida et al., 2020), por una
limitacion en su absorcidon. Al contrario de lo que se planted al inicio, el andlisis del suelo revela una explicacién: el
contenido de K fue relativamente bajo (1.08 mEqg 100 g ') y su disponibilidad fue afectada por la elevada presencia
de Ca?* (18.5 mEq 100 g'), Mg?* (3.64 mEq 100 g™) y, especialmente, Na* (2.95 mEqg 100 g™). Esta composicién
genera una fuerte competencia catidnica en los sitios de intercambio y en la solucién del suelo, lo cual reduce la
eficiencia en la absorcion de K* por parte del sistema radical (Appiah, Balla-Kovécs, Ocwa, Csajbdk, y Kutasy, 2024).
Asi, mas alld de la cantidad absoluta, la relacion entre cationes propone un desequilibrio nutricional que explica la
baja acumulacioén, incluso en érganos de alta demanda. A diferencia de lo encontrado por Yildirim y Turan (2013),
quienes obtuvieron valores de 10 380 mg kg™ en condiciones de fertilizacidén quimica convencional.

Por otro lado, en el efecto de los biofertilizantes sobre el contenido de K, no se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos, porque bajo las condiciones de este experimento, su absorcién no fue
sustancialmente modificada por los insumos aplicados. Esto estd relacionado con la relativa suficiencia basal
del nutriente en el suelo y con el desequilibrio catidénico que limité su disponibilidad efectiva; lo que redujo la
posibilidad de observar efectos diferenciales atribuibles a los tratamientos. En la interaccién érgano-tratamiento
se detectd una diferencia valiosa en la inflorescencia, donde el tratamiento LHL mostré un contenido de K un
26.49% menor en comparacion con el testigo. Este resultado es producto de una redistribucion alterada de
K hacia otros 6rganos o una eficiencia reducida en su movilizacién hacia estructuras reproductivas (Jadwisienczak,
Majkowska-Gadomska, Francke y Kaliniewicz, 2023). A pesar de esta reduccién con significancia estadistica, su
relevancia agronémica es incierta, ya que los valores absolutos para este nutriente se mantuvieron bajos en todos
los tratamientos, lo cual refuerza la hipdtesis de que la disponibilidad limitada de K en el suelo fue el principal
factor restrictivo. Ademas, el tratamiento LHL, a pesar de sus efectos beneficiosos observados en otros nutrientes,
no tuvo una proporcién suficiente de K asimilable.
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Calcio

En el caso del Ca, se observé una clara acumulacién en la raiz, con un contenido 155.76%y 206.41% superior
al registrado en la inflorescencia y en la parte foliar, respectivamente (Cuadro 7). Este patron es consistente
con el comportamiento fisioldégico de este elemento, el cual presenta baja movilidad en el floema y tiende
a acumularse en los tejidos donde se absorbié. Debido a que su transporte dentro de la planta depende en
gran medida del flujo transpiratorio, su redistribucién hacia érganos con menor actividad transpiratoria, como
las inflorescencias, es limitada (Coelho et al.,, 2022). En términos absolutos, el contenido de Ca en raices
(20 810.27 mg kg™') supera el rango cominmente reportado para cultivos de Brassica oleracea (5000-
15 000 mg kg™) (Rivera-Martin, Reynolds-Marzal, Martin, Veldzquez y Poblaciones, 2021), mientras que los valores
en hojas (6791.57 mg kg™') e inflorescencias (8136.62 mg kg™) se sitian en el limite inferior o por debajo del
Sptimo agrondmico. Esta distribucién esta relacionada con factores ambientales que afectaron la transpiracion
y con interacciones catidnicas que limitaron el movimiento del Ca hacia 6rganos aéreos. A pesar de la absorcién
del nutriente, su acumulacién en tejidos de interés agronédmico como la inflorescencia fue limitada, lo que tiene
implicaciones en la calidad del producto final (Grzebisz, Zielewicz y Przygocka-Cyna, 2023).

Desde el punto de vista del tratamiento, se observaron diferencias estadisticamente significativas, siendo
los tratamientos LHL y BS + BL los que promovieron una mayor acumulaciéon total de Ca en la planta, con
valores promedio de 15 210.72 mg kg' y 14,711.61 mg kg, respectivamente. El comportamiento es por la
presencia directa de Ca en el LHL, que alcanzé concentraciones de 1291.5 mg kg™, y por la accién sinérgica de
Bacillus sp.y B. licheniformis, reconocidas por su capacidad para solubilizar formas insolubles de Ca en el suelo
(Ramos-Salazar et al., 2022).

La interaccidn entre érgano y tratamiento fue también altamente significativa, destacando la combinacion
raiz + HL, que alcanzé la mayor concentracion registrada (32 336.99 mg kg™). Este valor fue 3.84 veces superior
al tratamiento raiz + testigo (8426.50 mg kg™), lo que evidencia el efecto positivo del HL como fuente de Cay su
potencial para estimular procesos de absorcién radicular. Esta diferencia indica que el efecto de los biofertilizantes
favorecié una acumulacién localizada en la raiz, debido a la aplicacion dirigida al suelo, la alta concentracién del
nutriente en el lixiviado, y la limitada movilidad del Ca dentro de la planta (Coelho et al., 2022).

Este patrén de acumulacién indica que, aunque los biofertilizantes incrementan la disponibilidad y absorcion
de Ca, la translocacién hacia los érganos producidos para la cosecha es un desafio agronémico, condicionado
por factores como la competencia con otros cationes como Mg y Na, la fisiologia del tejido y las condiciones
ambientales (Appiah et al., 2024). En consecuencia, el uso de biofertilizantes como estrategia para mejorar la
calidad del brécoli deberé considerar la absorcion y la redistribucion fisiolégica del Ca hacia los érganos de
interés comercial.

Aunque en este estudio se registraron aumentos significativos en la raiz (hasta +155.76% respecto al testigo
con el tratamiento LHL), dichos aumentos no se reflejaron en las inflorescencias, lo que resalta una diferencia clave
en la redistribucién del nutriente. Estos resultados coinciden parcialmente con los reportados por Altuntas (2018),
quien observé un aumento de aproximadamente 20% en el contenido de Ca en el tejido foliar de brocoli tras la
aplicacién de un biofertilizante a base de Bacillus subtilis comparado con una fertilizacidon quimica convencional.

Magnesio

El Mg se acumulé principalmente en la parte foliar, con niveles 266.57% y 298.08% superiores respecto a
la inflorescencia y la raiz, respectivamente (Cuadro 7). Esta acumulacion es fisiolégicamente coherente, ya que
el Mg cumple un papel central en la estructura de la molécula de clorofila y en diversas reacciones enzimaticas
relacionadas con el metabolismo energético (Trankner et al., 2016). Sin embargo, los valores observados en hoja
(38 288.20 mg kg™, equivalentes al 3.83%) superan en casi diez veces el rango éptimo reportado para cultivos
de Brassica oleracea, que oscila entre 2000 y 4000 mg kg™ (Jadwisieniczak et al., 2023). Por su parte Demir et al.
(2023) lograron valores entre 1,100 y 1,300 mg kg’ con la aplicacion de biofertilizantes. Esta concentracién
anormalmente elevada refleja un desbalance nutricional en la planta, mas alld de un efecto beneficioso.
El anélisis de suelo mostré un nivel moderadamente alto de Mg?+(3.64 mEq 100 g'), suficiente para abastecerala
planta, pero los niveles también elevados de Ca?* y Na*, modificaron la dindmica de absorcién de otros cationes,
particularmente el K*, cuyos valores fueron anormalmente bajos.
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Cuadro 7. Efecto de los biofertilizantes sobre el contenido de calcio, magnesio, cobre y hierro en los distintos 6rganos de brécoli sobre base seca.

Table 7. Effect of biofertilizers on the calcium, magnesium, cooper, and iron content in different broccoli organs on a dry weight basis.

Ca Mg Cu Fe

——————————————————————————— Mg kg! - - - - - e
Organo
Inflorescencia 8136.62 = 1479.96 b 10445.02 £ 222211 b 8.08£2.20a 28.10+8.41b
Foliar 6791.57 +2345.08 b 38288.20 + 8493.57 a 597+122b 42.45 +13.68 a
Raiz 20810.27 £ 11106.75 a 9618.15 = 3421.99 b 4.63x1.00b 23.62+7.60b
Tukey <0.0001 <0.0001 0.0003 0.0019
Tratamientos
T 8729.19 £1833.52b 20690.63 = 16241.93 7.35+349a 35.43 = 14.06
BS + BC 9082.31 £4198.21b 18971.89 = 14620.76 5.69+1.70b 33.98 £ 12.46
BS + BL 14711.61 = 10445.35 a 20977.63 + 14398.89 5.95+1.17 ab 27.43 £ 7.80
BC +BL 11830.28 = 10261.96 ab 16816.03 = 13794.70 6.09 =1.81ab 26.96 +12.03
LHL 15210.72 £ 12972.74 a 19776.55 = 15309.20 6.05 * 1.45 ab 33.15+ 16.49
Tukey 0.0006 ns 0.0439 ns
Interacciones
Inflorescencia + T 9528.00 = 1617.25 ¢ 10458.01 +£1051.50 10.90 = 3.86 30.23 £3.79
Inflorescencia + BS + BC ~ 8201.61 +760.43 ¢ 11705.07 = 3393.32 7.41 +1.00 32.85+17.03
Inflorescencia + BS + BL 8704.94 £ 397.09 ¢ 11712.70 = 1520.07 7.08 £ 0.62 27.30 +3.96
Inflorescencia + BC+BL ~ 6325.42 = 1190.64 ¢ 8777.00 = 2626.26 7.71+0.77 27.03 = 6.04
Inflorescencia + LHL 7923.14 £1284.71 ¢ 9572.30 = 677.62 7.29 £ 0.50 23.09 +4.35
Foliar +T 8233.06 =2745.37 ¢ 41239.86 = 9985.36 6.29 £0.63 48.95 +15.23
Foliar + BS + BC 6223.81 +£2817.40 ¢ 37367.28 £ 8607.67 5.19 £1.69 42.10 =10.05
Foliar + BS + BL 7774.68 = 2987.04 c 40185.81 = 3074.86 6.00 = 0.67 33.31+6.16
Foliar + BC + BL 6354.27 + 1557.26 ¢ 34091.87 = 9446.41 6.64 +0.85 35.51 +15.25
Foliar + LHL 5372.02 £ 759.26 c 38556.19 + 11969.95 5.75+1.82 52.39 +14.79
Raiz +T 8426.50 = 934.27 ¢ 10372.68 = 4676.70 4.88 £ 1.67 27.13+10.34
Raiz + BS + BC 12821.50 = 5053.52 bc 7843.31 = 3388.49 4.48 £ 0.66 26.98 +4.77
Raiz + BS + BL 27655.21 = 7437.87 a 11094.37 = 3436.60 4.78 £0.83 21.66 +8.88
Raiz + BC + BL 22811.14 = 11879.67 ab 7579.21 £ 1935.32 3.93+£0.72 18.34 + 8.07
Raiz + LHL 32336.99 = 4887.41 a 11201.16 £2916.36 5.10 £ 0.87 23.98 +4.27
Tukey <0.0001 ns ns ns

T Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (p < 0.05). ns = no significancia; T = testigo; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus;
BL = Bacillus licheniformis; LHL = lixiviado de humus de lombricomposta.

T Means with the same letter within columns are statistically equal (p < 0.05). ns = not significant; T = control; BS = Bacillus sp.; BC = Bacillus cereus; BL = Bacillus
licheniformis; LHL = vermicompost leachate.

Respecto al efecto de los tratamientos, no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de Mg, lo que indica que ninguno de los biofertilizantes aplicados modificé de manera consistente
la concentracion de este nutriente en los tejidos vegetales. De igual forma, la interaccién érgano-tratamiento no
presenté diferencias considerables, por lo que no es posible atribuir variaciones en la distribucién del Mg a los
tratamientos evaluados. Esta falta de respuesta se debe a que el suelo ya presentaba un nivel moderadamente
elevado de Mg#* (3.64 mEq 100 g, suficiente para cubrir las necesidades del cultivo sin que los biofertilizantes
ejercieran un efecto adicional.
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Cobre

El Cu se concentré principalmente en la inflorescencia, con valores que superaron en un 35.34% y 74.51%
a los encontrados en la parte foliar y en la raiz, respectivamente (Cuadro 7). La acumulacion diferencial es
fisioldgicamente factible, ya que el Cu participa como cofactor en diversas enzimas redox implicadas en la defensa
celular, la lignificacién y la formacién de estructuras reproductivas (Wairich et al., 2022). Ademas, su papel en
enzimas como la superéoxido-dismutasa produce mayor demanda en tejidos con alta actividad metabdlica, como
las inflorescencias en desarrollo (Jun, Shim y Park, 2023). En términos absolutos, los valores obtenidos (entre
4.63 y 8.08 mg kg') se encuentran en el rango adecuado reportado para brécoli (5-10 mg kg™') (Jadwisienczak
etal., 2023), lo cual indica una disponibilidad adecuada en el suelo y una distribucion fisioldgicamente coherente
entre los 6rganos. La acumulacidn sin exceder niveles tdxicos refuerza la funcién del Cu como micronutriente
esencial en etapas reproductivas, aunque su concentracion final también depende del tipo de tejido, la tasa de
transpiracion y la actividad enzimética asociada.

A nivel de tratamientos, destaca el testigo con la mayor concentracién de Cu (7.35 mg kg'), mientras que el
tratamiento BS + BC mostré el valor més bajo (5.69 mg kg™). El resto de los tratamientos se mantuvo en un rango
intermedio sin diferencias significativas con respecto al testigo. Todos los valores registrados se situaron dentro
del rango apropiado para Brassica oleracea (5-10 mg kg™') (Jadwisienczak et al., 2023). Al analizar la interaccién
entre érgano y tratamiento, se encontrd que la distribucion del Cu fue similar. La concentracién més alta de Cu se
mantuvo en las inflorescencias sin influencia del tratamiento aplicado, lo que refuerza la idea de una regulacion
fisiolégica interna asociada a la funcién del Cu en tejidos con alta actividad metabdlica. Aunque los tratamientos
modificaron ligeramente el contenido total de Cu, se mantuvo patrén general de distribucién dentro de la planta,
debido a su movilidad limitada y a la demanda especifica de los érganos reproductivos durante el desarrollo.

El uso de biofertilizantes no mejoré el contenido de Cu en los tejidos evaluados, a diferencia de los resultados
de Altuntas (2018), quien reporté concentraciones de Cu entre 4 mg kg™ con la aplicacidén de B. subtilis y
6 mgkg'conaplicacionesde microalgasen brécoli, los valores del presente estudio fueron ligeramente superiores,
alcanzando hasta 8.08 mg kg™'. Asi que la absorcion de Cu estuvo mas influenciada por su disponibilidad edafica
intrinseca que por la accién de los microorganismos aplicados.

Hierro

El Fe se acumulé principalmente en la parte foliar, con niveles 51.07%y 79.72% superiores a los encontrados
en la inflorescencia y la raiz, respectivamente (Cuadro 7). La distribucion es fisiolégicamente coherente, ya que
el Fe participa en multiples procesos metabdlicos fundamentales en las hojas, como la fotosintesis, la respiracién
celular y el metabolismo del N, donde actia como cofactor en citocromos, ferredoxina y otras proteinas redox
(Syed, 2024). A pesar de que no forma parte estructural de la clorofila, su presencia es fundamental para su
biosintesis y el mantenimiento de la actividad fotosintética (Kroh y Pilon, 2020). Los niveles observados (42.45,
28.10y 23.62 mg kg en hoja, inflorescencia y raiz, respectivamente) se sitian dentro del rango éptimo para el
cultivo (20-50 mg kg™') (Rivera-Martin et al., 2021).

No se detectaron diferenciassignificativas entre tratamientos, porlo que no puede atribuirse alos biofertilizantes
un efecto claro sobre la concentraciéon de Fe en los tejidos. Es importante sefialar que el tratamiento testigo
presentd un contenido relativamente alto de Fe en el sustrato (0.06% = 600 mg kg™), porque la disponibilidad
del micronutriente en el suelo se adecud para satisfacer la demanda del cultivo, sin necesidad de estimulos
adicionales por parte de los biofertilizantes.

La interaccion érgano-tratamiento no tuvo efectos significativos, y el patrén de acumulacién foliar se mantuvo
constante en todos los tratamientos por una regulacién fisioldgica interna. Yildirim, Karlidag, Turan, Dursun y
Goktepe (2011), reportaron concentraciones de hierro de hasta 80 mg kg’ en hojas de brécoli mediante la
aplicacion conjunta de estiércol, roca fosférica y Brevibacillus reuszeri, lo que representd un incremento del 22.6%
en comparacién con el tratamiento con fertilizacién quimica. Estos valores no coinciden con los observados en el
presente estudio, debido a diferencias en las condiciones edafocliméticas, el tipo de biofertilizante empleado o
el sistema de manejo agronémico.
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CONCLUSIONES

Este estudio demostré que la aplicacién de biofertilizantes a base de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV) y lixiviados de humus de lombricomposta (LHL) produjeron efectos diferenciados sobre las
variables fisiolégicas y nutricionales del brécoli, manteniendo un desempefio agronémico comparable al
tratamiento de fertilizante quimico, incluso superandolo. Se observaron diferencias significativas en la humedad
de la inflorescencia, el indice de clorofila y la concentracién de glucosinolatos. En particular, la combinacion de
Bacillus sp. con B. cereus redujo el contenido de humedad en la inflorescencia, mientras que el LHL incrementd
el contenido de clorofila y los glucosinolatos.

En cuanto a la acumulacién de nutrientes, Bacillus sp. con B. cereus favorecié el aumento de fésforo, Bacillus
sp. con B. licheniformis incrementé el nitrégeno total, y el LHL promovié una mayor acumulacién de calcio en la
raiz. Aunque no se detectaron diferencias significativas en magnesio, potasio, hierro o cobre, los valores obtenidos
fueron equivalentes a los del testigo, lo que indica que los biofertilizantes pueden mantener una nutricién mineral
adecuada sin necesidad de fertilizacién quimica complementaria.

Estos hallazgos muestran que los biofertilizantes evaluados no sélo representan una alternativa viable, sino
que tienen el potencial de sustituir parcial o totalmente la fertilizaciéon base convencional, contribuyendo a una
produccidn maés sostenible. La posibilidad de mantener rendimientos y niveles de nutrientes comparables al
fertilizante sintético, pero con una menor dependencia de insumos de alto impacto ambiental, constituye un
avance relevante en el contexto de la transiciéon agroecoldgica.

Sin embargo, se requiere profundizar en estudios de largo plazo que evallen la persistencia de los efectos
observados, el establecimiento de las cepas de Bacillus en la rizosfera y la influencia indirecta del LHL sobre la
microbiota edéficay la estructura del suelo. La evidencia obtenida en este trabajo sienta las bases para consolidar
el uso de biofertilizantes como una estrategia eficaz para reducir la huella ecolégica de los sistemas horticolas,
manteniendo la productividad y mejorando progresivamente la fertilidad del suelo.
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