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1. INTRODUCION GENERAL
Los bioestimuladores son microorganismos y sustancias que los mismos
sintetizan que aplicados directa o indirectamente a las plantas mejoran los
mecanismos de adquisicidn de nutrientes: nitrégeno, fosforo y otros minerales;
mayor resiliencia; favorecen un crecimiento y desarrollo mas vigorosos; y, actuan

como antagonistas a patdgenos edaficos (Stoyanova et al., 2023).

El crecimiento inicial de las plantas es una etapa critica desde la germinacion
hasta que la plantula se hace autétrofa y con masa radical suficiente,
determinando el grado de éxito del establecimiento. La germinacion,
multiplicacion y diferenciacion celular primarias dependen de reservas,
posteriormente la fotosintesis y la absorcion de nutrientes, determinaran la
presencia y desarrollo posterior de la planta. Por tanto, el crecimiento inicial es
un momento clave para fomentar una rapida transicién de un estado heterétrofo
a uno autétrofo y con ello asegurar el éxito del establecimiento de la planta (Taiz
et al., 2023).

Juanito (Lavatera assurgentiflora Kellogg) es un arbusto perenne de rapido
crecimiento, prolifico en la produccion de semillas, adaptado a suelos secos y
otros factores ambientales estresantes, y con potencial para producir forraje de
calidad (Juarez, 2017).

Zarandaja (Lablab purpureus L), o frijol dolichos, es originario de Africa y Asia, es
una leguminosa con diversos usos: legumbre, forraje y abono verde. Contribuye
a mejorar la fertilidad del suelo mediante la fijacion simbidtica de nitrégeno. Puede
prosperar en suelos pobres y secos por lo que se le ha sefalado como una
especie ademas de forrajera como una mejoradora del suelo (Humphreys, 1995;
Valenzuela & Smith, 2002; Sheahan, 2012).

Chavez et al. (2019) encontraron que los bioestimuladores mejoraron el
crecimiento inicial de plantulas al ocasionar que éstas mostraran mayor longitud

radical, area foliar y peso aéreo que plantas sin la adicion de bioestimuladores.



Los bioestimuladores contribuyeron a aumentar la tasa de crecimiento relativo, la
asimilacion neta y la proporcion de area foliar, promoviendo mayor desarrollo
general de la planta, en comparacion con plantas sin la adicion de estos
compuestos (Bashir et al., 2021). Ademas, los bioestimuladores pueden influir
positivamente en la germinacién, los rasgos bioquimicos y las concentraciones
de compuestos fotosintéticos, lo que conduce a un mejor crecimiento durante las

primeras etapas del desarrollo de la planta (Bhardwaj et al., 2022).

El impacto positivo de la adicion de bioestimuladores sobre el crecimiento inicial
ha sido validado en: tomate, fresa, pepino, calabazas, soya, chiles, algunos
frutales y especies ornamentales; sin embargo, es escasa la informacion
cientifica sobre el impacto en el crecimiento inicial de algunas forrajeras como

juanito y zarandaja.

Por tanto, el objetivo de la investigacion fue analizar caracteristicas de
crecimiento inicial en juanito y zarandaja con la aplicacion de microorganismos
bioestimuladores, evaluando la tasa de cambio diario en hojas, diametro del tallo,
altura, volumen y peso base seca de raiz, con el fin de generar bases para la
toma de decisiones sobre el uso de microorganismos bioestimuladores en la

etapa de crecimiento inicial de forrajeras en trasplante y sembradas.

El documento se continua con los capitulos 2 y 3. En el Capitulo 2 se presenta la
revision de literatura sobre las especies forrajeras y el impacto de los
bioestimuladores. En el Capitulo 3 se presenta la investigacion de campo

realizada, andlisis de los datos y conclusion.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Agronomia de juanito (Lavatera assurgentiflora Kellogg)

Juanito es un arbusto de la familia Malvaceae (Cuadro 1); el género Lavatera L
cuenta con unas 25 especies resaltando la Lavatera assurgentiflora Kellogg y fue
establecido por Tournefort en 1706 y dedicado a uno de los médicos vy

naturalistas suizos Lavater (Ray, 1998).

Cuadro 1.Clasificacion taxondmica de juanito (Lavatera assurgentiflora

Kellogg).

Reino Plantae

Division Angiospermae

Clase Eudicots

Subclase Rosids

Orden Malvales

Familia Malvaceae

Subfamilia Malvoideae

Tribu Malveae

Género Lavatera

Especie Lavatera assurgentiflora Kellogg
Subespecies assurgentiflora, glabra Philbrick

Fuente: Herbario Jepson (Hill, 2012).

Juanito presenta un tallo entre 1 y 4 metros de altura, puede ser decumbente a
completamente erecto y con un diametro de 20 a 40 cm, la copa es de forma
redonda y alcanza hasta 5 metros de diametro; las hojas son laminadas de 5 a
15 cm de largo y ancho, estan divididas en 5 a 7 Iébulos triangulares, ovados,
dentados y pilosos; el fruto es un esquizocarpo de 1.2 a 1.6 cm de diametro, con
6 a 8 segmentos; las semillas tienen un tamafo de 1 a 4 mm de color café y en
forma de arrinonada; las flores pueden ser de una a dos que salen en las axilas
de las hojas, son muy vistosas de color rosa con combinaciones de purpura y
roja, presenta cinco pétalos de 2 a 4.5 cm con venas oscuras y palidas en la base,
calizde 1.2 a 1.5 cm y tubo del filamento de 1.5 a 2 cm; su época de floracion es
de febrero a julio (CNPS, 2014; Guilliams, 2019; Hill, 2012).



Ray (1998) menciona que juanito es endémico del corredor de islas ubicadas al
frente de la costa sur de California, Estados Unidos de América. También se ha
naturalizado potencialmente en varias partes de México como el altiplano, con
presencia en las entidades federativas de México, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala, asi
como en Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador, Peru, Australia y Nueva Zelanda
(Allan Herbarium, 2000; Barker, 1977).

Las primeras referencias sobre los usos de juanito las publicdé Behr (1981), quien
observo la planta en un jardin en San Francisco, California; también se usa como
planta ornamental por sus vistosas flores (Fryxell, 1993), como barrera rompe
vientos y forraje para varias especies de animales (Lull, 1910; Van Dersal, 1938),
y para reducir los efectos de la erosion del suelo y ayudar a su estructura (Van

der Wal, 2006). En la Figura 1 se ilustra el arbusto juanito.

Figura 1. llustracion de Lavatera assurgentiflora Kellogg; numero de catdlogo actual SBBG150065
(Fuente: Santa Barbara Botanic Garden; Philbrick, 1972).



Juarez (2017) registrd hojas con hasta 29 % de proteina cruda y digestibilidad, a
48 h de incubacion, de hasta 61 %; por arriba de forrajeras como alfalfa, rastrojo
de maiz y morera. Torgovitsky (2017) mencion6 que juanito ademas de forraje
contribuye directa o indirectamente a la biodiversidad del ecosistema al proveer
refugio y alimento a fauna silvestre, protege al suelo contra factores erosivos y

se asocia a la incorporacion de nitrégeno al suelo.
2.2 Agronomia de Zarandaja (Lablab purpureus L)

Zarandaja es una herbacea de la familia de las Fabaceas (Cuadro 2), con
distribuciéon cosmopolita, se cultiva en México y otras regiones del mundo, por su
valor nutricional y ambiental que la convierte una especie importante en la
agricultura sostenible. Hay dos tipos de cultivares: L. purpureus var.typicus y var.
lignosus, del primero se obtiene vainas suaves comestibles por el humano, del
segundo se obtiene el frijol (semilla madura) y forraje (IASRI, 2023; Raghu et al.,
2018).

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de Zarandaja (Lablab purpureus L).

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae

Tribu Phaseoleae
Subtribu Phaseolinae
Género Lablab

Especie Lablab purpureus

Fuente: Feedipedia, (Heuzé et al., 2012).

Sheahan (2012) describe a zarandaja como una planta perenne de vida corta o
anual; tallo vigoroso herbaceo rastrero o decumbente, con longitudes de hasta 1
a 7 m si es rastrero o trepador, respectivamente; raiz pivotante profunda; hojas
alternas y trifolioladas, haz liso y envés con tricomas cortos; foliolos romboidales,
de 7.5a15cmde largo x 8 a 14 cm de ancho, agudos en el apice; inflorescencias

en ramo de muchas flores que nacen sobre péndulos alargados; flores color



violeta, blanco a azul, con una longitud aproximada de 1.5 cm y forma
papilionacea; y sus frutos son vainas lineales que van de 4-15 cm de largo x 1-4
cm de ancho, textura lisa y picudas que contienen de 2 a 8 semillas; los frijoles o
semillas tienen formas ovoides, generalmente de color blanco a marrén oscuro y

algunos negros, comprimidas con un hilio lineal conspicuo.

Fuller (2003) inform6 que el origen de zarandaja es antiguo y se remonta al afo
1500 A.C., en Africa y posteriormente se extendi6 a la India y Sudamérica, se
cultiva principalmente en regiones aridas y semiaridas del mundo. Zarandaja
también se conoce como frijol egipcio, frijol bonavista, frijol lablab, o frijol
mantequilla indio (Singh & Abhilash, 2019). Sheahan (2012) indicé que zarandaja
se ha cultivado con éxito en Florida, Georgia, Puerto Rico y Canada, llegando a

crecer desde el nivel del mar hasta una altitud de 1,982 msnm.

Por la amplitud de funciones ambientales se le ha sefialado como la joya entre
las leguminosas (Davari et al., 2018). Rangaiah y Dsouza (2016) sefalan los
beneficios como hortalizas y legumbres, cultivo de cobertura, planta ornamental
por sus enredaderas y vistosas flores, buena produccion de forraje, utilizado en
rotacién de cultivos anuales, en la medicina tradicional, mejoradora de la fertilidad
del suelo al fijar nitrdgeno, como abono verde y tolerante a la sequia. En la Figura

2 se ilustra la planta de zarandaja.

Figura 2. llustracion de Lablab purpureus L; (Fuente: Missouri Botanical Garden, 1893).



Nord et al. (2020) indicaron que de forraje se puede esperar no menos de 2.5 t
ha, y de semilla hasta 600 kg ha con lluvias erraticas entre 500 a 1000 mm al
afo. Caceres et al. (1992) encontraron en plantas con 64-74 d de rebrote forraje
con15.8a16.2% yde 72 a 72.8 % de proteina cruda y digestibilidad de la materia
organica, respectivamente, y energia metabolizable entre 9.80 y 11.70 MJ kg.
MS, concluyeron, a partir de estos valores, que el forraje producido por zarandaja
es de alto a muy alto valor nutrimental y puede ser una excelente opcion para el

sostenimiento de la ganaderia.
2.3 Bioestimuladores de crecimiento

El término bioestimulador de crecimiento vegetal se acufié en la década de los
noventa, a partir de articulos publicados sobre bioactivadores que influian en el
crecimiento y desarrollo de plantas (Rodriguez et al., 2021). La Figura 3, es una
linea de tiempo sobre el desarrollo del concepto de bioestimuladores de

crecimiento vegetal.

En la literatura cientifica, se

El término bioestimulador Herve ofrece el primer definid el termino bioestimulador
esti vinculado al concepto de enfoque conceptual real de por primera vez por Kauffman et Colla y Rouphael propusieron seis
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Figura 3. Linea de tiempo del concepto de bioestimuladores; (Fuente: adaptado de Jardin, 2015; Yakhin et
al., 2017).



Los bioestimuladores de crecimiento vegetal se definieron como compuestos
sintetizados por microrganismos que mejoran caracteristicas en las plantas como
tolerancia a estrés abidtico y bidtico, absorcion y asimilacion de nutrientes y
crecimiento de las plantas (Du Jardin, 2015; Echeverria-Salazaret et al., 2023).
Las naturalezas quimicas de los bioestimuladores pueden ser: acidos humicos o
fulvicos, compuestos nitrogenados, biopolimeros, entre oros; varios compuestos
presentes en extractos crudos de tejidos vegetal y algas; como microrganismos

estan hongos, bacterias, protozoos y algas (Jiménez-Arias et al., 2022).

La aplicacién semanal de 5 L de un bioestimulador/ha aumentd 83.45 y 63.65 %
los pesos de hoja y vaina de las plantas de frijol, respectivamente, en
comparacion a las plantas sin aplicacion del bioestimulante (Tahiri et al., 2024).
En papa, asperjar el suelo durante ciertas etapas del cultivo con un
bioestimulante comercial a dosis de 20 mL de MX42SEK al 5% (p/p) y remojo de
la masa radical a la siembra, origind hasta 33 % mayor peso del tubérculo en

comparacion a plantas de papa sin este tratamiento (Salvage et al., 2024).

Para lograr los compuestos bioestimuladores un acercamiento comercial ha sido
proveer de un nucleo de microorganismos a la siembra y en otros momentos del
cultivo para que éstos una vez en el suelo o raiz de las plantas generen como
parte de sus funciones de vida los compuestos o complejo de compuestos
bioestmuladores al crecimiento de la planta (Khan et al., 2023). Los
microorganismos bioestimuladores que se discutirdn en esta revisidn son:

Azospirillum, Azotobacter, Micorrizas y Rhizobium.

2.3.1 Azospirillum

Las bacterias del género Azospirillum son comunmente microorganismos de vida
libre que pueden ser promotores del crecimiento y rendimiento de varias especies
de plantas de importancia agrondmica o ecoldgica. La promocion del crecimiento

vegetal puede ser por: incorporacion de N atmosférico al binomio suelo-planta, y



sintesis y liberacién de fitohormonas, poliaminos y trehalosa (Cruz-Hernandez,
et al., 2022).

La busqueda por producir cereales y otros cultivos no-leguminosos con una
menor cantidad de fertilizante nitrogenado, llevé entre 1960 y 1970 al estudio por
el equipo de investigadores lidereados por la Dra. Johanna Dobereiner de las
bacterias Azospirillum brasilense y A. lipoferum ambas bacterias con capacidad
de incorporar N atmosférico a partir de la asociacion con raices (Hartmann y
Bashan, 2009). Cruz-Hernandez et al. (2022) a partir de una revision de
diferentes autores indicaron que hay registradas 25 especies de Azospirillum, la
mayoria aisladas a partir de raices de herbaceas silvestres y ninguna de raices
de arbustos o arboles. En el Cuadro 3 se presenta la taxonomia de A. brasilense

y A. lipoferum, las dos especies de Azosprillum mas ampliamente estudiadas.

Cuadro 3.Clasificacion taxonémica de Azospirillum brasilense y A. lipoferum.

Dominio Bacteria

Division Proteobacteria

Clase Alphaproteobacterias
Orden Rhodospirillales

Familia Rhodospirillaceae

Género Azospirillum

Especie A. lipoferum, A. brasilence

Fuente: Bergey, 1994.

Azospirillum es una bacteria Gram negativa y se caracteriza por tener una forma
bacilar o de varilla, con movimiento vibratorio y patron flagelar mixto (Becking,
1985); presentan un tamafio de 2 a 4 ym de ancho y 0.8 a 1 uym de largo,
presentan varios flagelos laterales e incluso tienen la capacidad de adaptar su
flagelacién a diferentes ambientes, abundan en regiones tropicales, templadas,
frias y desérticas, y en su mayoria se pueden encontrar asociadas a raices de

cereales y pastos (Parra, 2002).
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Las bacterias Azospirillum habitan en la rizosfera, pueden colonizar el interior y
exterior de la masa radical, al interior de las raices entran en las células, al
exterior proliferan en el mucigel de la raiz; ademas de la fijacion de nitrégeno
atmosférico en su interaccién con la planta hospedera puede sintetizar acido
indolacético (AlA), auxinas, citocinas, proteinas poliaminas, aminoacidos vy
polisacaridos (Caesar et al., 2007). La fijacion biolégica de nitrdgeno es posible
por la actividad de la nitrogenasa, con la reduccion de nitrégeno y posterior

incorporacion a compuestos aminados (Mantilla et al., 2007).

Plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum Mill.) inoculadas con Azospirillum
mostraron mayores cantidades de biomasas aérea y radical que las plantulas sin
inoculacion; este efecto positivo de Azospirillum se explicod por la sintesis mayor
de hormonas promotoras del crecimiento (Esquivel-Cote, 2017). En arroz (Oryza
sativa L.) las plantas con Azospirillum mostraron mayores fijaciones de nitrégeno,
sintesis de acido indolacético, altura y cantidades de biomasas aérea y radical en
comparacion que plantas sin inoculacion; el impacto positivo de la inoculacion
con Azospirillum proviene de la mayor disponibilidad de nitrégeno y de la sintesis

de fitohormonas promotoras del crecimiento vegetal (Garcia et al., 2010).

El AlA sintetizado por Azospirilum se suma a las hormonas enddgenas,
asemejando el efecto de realizar una aplicacion exogena y de esta manera el AIA
bacteriano estimula el desarrollo de raices y el crecimiento en general (Patten &
Glick, 2002). La inoculacién con Azospirillum reduce la cantidad de fertilizante
nitrogenado para un maximo rendimiento del cultivo, la fijacion de nitrégeno
atmosférico y mayor disponibilidad de fitohormonas del crecimiento explican esta
respuesta (Sivasakthivelan & Saranraj, 2013). Okon et al. (1983) sefalan que la
inoculaciéon con Azospirillum aumenta la cantidad de nitrégeno disponible al
cultivo; sin embargo, el ambiente fisico y biolégico debe ser favorable para que

el nitrégeno llegue a las plantas del cultivo.

La accidén positiva de Azospirillum sobre el crecimiento vegetal puede darse aun

en suelo contaminados con agroquimicos como funguicidas, esta situacién abre
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la posibilidad de acelerar el proceso de biorremediacion de suelos agricolas

mediante el binomio planta-Azospirillum (Pereyra et al., 2009).

Cassan et al. (2020) registraron que el AIA adicional por la inoculacién con
Azospirillum estimula la densidad y longitud de la masa radical (Figura 4).
También puede favorecer mayor resistencia al ataque por patdogenos, masa
radical menos afectada por suelo seco o anegado, mayor concentracién de
clorofila, estimulacion de la tasa fotosintética y de forma indirecta la biogénesis

de cloroplastos (Jiang et al., 2012; Perrig et al., 2007).

Basal Root

Middle Root

Apical Root

Figura 4.Cambios en la arquitectura del sistema radicular en diferentes zonas de la raiz: raiz
primaria (PR), raices laterales (LR), pelos radicales (RH), cofia (RC); (Fuente: Cassan et al.,
2020).

2.3.2 Azotobacter

El género Azotobacter fue descubierto en el aio de 1901 por Beijerink y el primer
reporte ocurrio en 1952 en el cual se nombré como Azotobacter agilis, luego A.
vinelandii aislada del suelo en Nueva Jersey (Noar & Bruno-Barcena, 2018). La
clasificacion taxonémica actualmente reconocida se presenta en el Cuadro 4.
Frobisher (1969) menciona que desde entonces se despertd el interés de su

estudio por ser bacterias fijadoras de nitrégeno (diazétrofas) y que fueron las

12



primeras en producirse comercialmente debido a su contribucion en la nutricién

nitrogenada de las plantas.

Cuadro 4. Clasificacion taxonomica de Azotobacter vinelandii, A. chroococcum y

A. beijerinckii.
Dominio Bacteria
Division Proteobacteria
Clase Grammaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Azotobacter
. A. vinelandii, A. chroococcum, A.
Especie beiierincki
jerincKii

Fuente: Joint Genome Institute, (Sethi & Adhikary, 2012).

Las bacterias del género Azotobacter son usualmente moviles, son Gram
negativas y relativamente grandes, 1-2 ym de diametro; el nombre proviene del
francés "azoto" que significa nitrégeno y del griego "bacter" que es bacilo, por lo
general son de forma ovales, pero pueden tomar otras como esféricas o de
barras, pueden formar quistes de pared gruesa, producen gran cantidad de baba
capsular y sus colonias son viscosas, lisas, convexas o arrugadas y presentan
pequenas inclusiones granulares, su coloracion varia en la escala de pardo, son
microorganismos de vida libre y presentan una tasa respiratoria eficiente y rapida
a nivel superficial, son fijadoras de nitrogeno de forma aerdbica, mejora la
disponibilidad de fosforo asi como la produccién de giberelinas, auxinas y
citoquininas (Adaya et al., 2018; Mrkovacki & Milic, 2001).

El género Azotobacter puede encontrarse en suelos neutros o ligeramente
alcalinos, suelos tropicales y mayormente en suelos fértiles, estan en la rizosfera,
filésfera y cuerpos de agua dulce en todos los continentes, puede desarrollarse
en temperatura desde 0 °C y a una maxima de 40-45 °C lo que las hace de
naturaleza mesofilica, el rango de pH para su desarrollo 6ptimo es de 7 a 7.5
pero también pueden estar entre 4.5 a 9, la presencia de Azotobacter esta
estrechamente relacionado con la salud del suelo (Gauri et al., 2009; Mankar et
al., 2020).
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Azotobacter presenta dos tipos de nitrogenasas para el proceso de fijacion de
nitrogeno atmosférico: el molibdeno nitrogenasa que es la principal y mas
convencional y una nitrogenasa alternativa con vanadio que al no disponer de
molibdeno puede ser reemplazado por este (Kumar et al., 2015). Tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos ya que excretan o liberan acidos organicos
(acido citrico, gluconico, oxalico entre otros) los cuales interfieren fuertemente
para la solubilizacion del fosforo del suelo y luego ser utilizado en la nutricion de
las plantas, asi también, sintetiza la enzima fosfatasa alcalina (APasa) y acumula
el polimero poli-B-hidroxibutirato (PHB) intracelularmente las cueles se encargan
de degradar el fosfato en iones y pueda estar disponible para fijar nitrégeno
(Garcia-Esquivel et al., 2009; Saha et al., 2019).

Azotobacter son de las unicas procariotas productoras de este polisacarido
llamado alginato (Miranda-Medina et al., 2008), tienen la capacidad de entrar en
su etapa de vida llamada quiste (Figura 5), esto es posible con la participacion
del alginato el cual esta involucrado en la estructura y proceso de enquistamiento
formando una capa protectora que les permite sobrevivir al menos 10 afios en

condiciones de desecacion (Noar & Bruno-Barcena, 2018).

ENQUISTAMIENTO
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Figura 5. Proceso de enquistamiento de Azotobacter (Fuente: Sadoff, 1975).
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El proceso de fijacién de nitrogeno lo pueden realizar ya que poseen varios
mecanismos para proteger el complejo nitrogenasa, uno de ellos es la produccion
de alginato (Figura 6) la cual forma una capsula brindando proteccién a sus di-
nitrogenasas frente a una alta concentracién de oxigeno cuando realiza dicho
proceso, también participa en la interaccidn entre las bacterias y la planta (Manzo
et al., 2012).

W e
(>

<Z>

O

Figura 6. Alginato “Modelo caja de huevo” (Fuente: Braccini & Pérez, 2001).

Ochoa et al. (2010) sefalan que las bacterias del género Azotobacter son
capaces de producir en sus exudados sustancias estimuladoras de crecimiento
como: citoquininas, auxinas, giberelinas, sideréforos y vitaminas. También
colaboran para controlar patdgenos en el suelo (Garrity et al., 2005; Kenneddy et
al., 2005).

Kurdish et al. (2008) mencionan que Azotobacter en semillas de pepino en
comparacién a semillas sin Azotobacter, acelerd la germinacion y el desarrollo de
las plantulas. Ademas del impacto positivo en el desarrollo temprano del pepino
la inoculacion con Azotobacter aumenté el niumero y tamano de frutos, el
rendimiento y contenido de N, P, K (Saeed et al., 2015). En tomate, Azotobacter

disminuyé los dias a floracién, aumento6 las biomasas aérea y radical, altura,
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porcentaje de germinacién, longitud, ancho y numero de hojas en comparacion a

plantas sin Azotobacter (Escobar et al., 2011; Mahato et al., 2009).

Semillas de café (Coffea arabica) con y sin Azotobacter, difirieron en porcentaje
de germinacion, altura de planta, numero y peso de hojas y diametro de tallo, las
semillas con Azotobacter superaron en estas variables a las sin Azotobacter,
ademas del efecto positivo en el crecimiento vegetal resalta que este impacto se
mantiene luego de un tiempo de desarrollo de la planta (Delgado et al., 2003).
Ledn et al. (2012) concluyeron que Azotobacter en plantulas de tabaco negro
(Nicotiana tabacum L.) mejor¢ varias caracteristicas de crecimiento vegetal y con

este impacto positivo, aumento la rentabilidad del cultivo.

Sumbul et al. (2020) al revisar la inoculacion de semillas y plantulas con A.
chroococcum y A. vinelandi concluyen que el mayor crecimiento vegetal y
resistencia de especies de interés agrondémico proviene de una conjuncion de
acciones que estas bacterias realizan: sintesis de fitohormonas promotoras del
crecimiento vegetal (AIA, auxinas, giberelinas y citoquininas); fijacion de
nitrogeno atmosférico; antagonismo con ciertos fitopatégenos al competir por
microminelares; degradacion de pesticidas como los organoclorados; v,
quelacion de metales pesados. Para lograr la mayor efectividad de Azotobacter
recomiendan que se inocule junto con otros microorganismos para formar

cadenas o consorcios bacterianos de mayor vigor y competencia.
2.3.3 Micorriza

Las micorrizas pueden tener una antigiedad de 400 millones de anos, cuando
las plantas acuaticas con las micorrizas colonizaron la corteza terrestre,
inicialmente se les clasific6 como hongo (Barea & Azcén-Aguilar, 1983). En 1885
Albert Bernard ilustré la estructura y describio el funcionamiento de la asociacion
"hongo-raiz", acuiando el término micorriza, que procede del griego mykos que
significa hongo y del latin rhiza que significa raiz, denominandolo asi una
simbiosis entre el micelio del hongo y las raices de las plantas (Henao & Castillo,
2021).
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Esta asociacion simbidtica esta presente en 90 a 95 % de las plantan y es
cosmopolita en suelos y climas, por lo que esta presente en ecosistemas desde
las dunas costeras, desiertos, selvas y bosques de coniferas; sin embargo,
factores fisicos y quimicos del suelo pueden disminuir y restringir su distribucion

y simbiosis (Finlay, 2008).

Las micorrizas pueden ser una alternativa al uso de agroquimicos, labranza
excesiva del suelo y fertilizaciones a altas dosis, practicas que podrian llevar a

suelos degradados fisica, quimica y biolégicamente (Ricalde, 2002).

Mora y Leblanc (2012) registraron que el uso de micorrizas en el cultivo de maiz
fue un factor para reducir la dosis fertilizacion fosforica sin afectar el rendimiento.
La masa de micelios al interior de la plantando y células vegetales promovieron
una extensa y rapida degradaciéon de granulos de fosfato y su trasferencia, al
mismo tiempo de sintetizar enzimas que permiten a la planta acceder a formas
de fosforo organico normalmente inaccesibles a plantas sin micorrizas, la
reduccion de adicién de fosforo fue hasta de 33 % con respecto de la dosis

recomendada.

Guadarrama et al. (2004) senalaron que las micorrizas ademas de mejorar la
nutricion de las plantas, mejoran las propiedades fisicas y quimicas del suelo, a
través de la materia organica generada y la formacion de agregados por adhesion
de particulas mediante glomalina, una proteina exudada por el micelio que
ademas de pegamento edafico puede almacenar hasta 27 % del carbono edafico,
la accion adhesiva contribuye a que el suelo tenga mayor estabilidad y estructura,
mayor retencion de agua, menor riesgo de erosion y aireacion adecuada; asi
también, la glomalina sirve como un bioindicador del mejoramiento en la calidad
del suelo promoviendo la agricultura de conservacién. En la Figura 7 se aprecia

la funcién de la glomalina.
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Figura 7. Funcion y comportamiento de la glomalina; (Fuente: Wright, S. F. & Upadhyaya, A.
1996).

Ricalde (2001) indican que ademas de facilitar la absorcion de fdsforo, la
asociacién micorrizas-planta proporciona otros beneficios: proteccion contra
fitopatdogenos (nematodos, hongos y parasitos) al inducir que la planta sintetice a
fitoalexinas (Figura 8) compuestos protectores; y limita el riesgo de toxicidad por
absorcion de metales pesados (cadmio y zinc) al formar quelatos en las hifas por

intervencién de la glomalina.
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Figura 8. Resistencia de las raices al ataque de patégenos; (Fuente: Volpiano et al., 2022).

Ochoa y Sambrano (2009) encontraron que en banano las micorrizas
promovieron plantas de mayor altura, con mas hojas y amplia de P en
comparacion a plantas sin micorrizas. Hernandez y Salas (2009) registraron que
semillas y trasplantes micorrizados de Ronrén (Astronium graveolens Jack) y
Teca (Tectona grandis L.f) mostraron individuos de mayor altura, pesos de

bioamasas aérea y radicular en comparacion a individuos sin micorriza, el mejor
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comportamiento lo explicaron con base en que los individuos micorrizados
mostraron mayor absorcion de Mn, Fe, Mg y Ca, en comparacion a individuos sin

micorrizas.
2.3.4 Rhizobium

Rhizobium es un microorganismo bioestimulador del crecimiento vegetal,
cultivado por primera vez en Estados Unidos por Nobbe y Hiltner en 1896,
quienes duefios de la patente de cultivos puros de Rhizobium, lo comercializaron
hasta la década de 1930, con el nombre de " Nitragin” mediante una empresa
privada llamada The Nitragin Company Inc., el cultivo fue en botellas de vidrio
con una pequefia cantidad de gelatina sélida que servia de sustrato, este material
se aplicaba a las semillas o se mezclaba con el suelo en los primeros 7.6 cm del
perfil (Smith, 1992).

Las bacterias rizobianas son pequefias a medianas (0.5-0.9 x 1.2-3.0 um) bacilos
moviles, Gram negativas, con granulos de poli-B-hidroxibutirato, dos capas de
pared celular, la primera de carbohidratos y proteinas y la segunda de lipidos y
carbohidratos; estas bacterias son aerdbicas con un metabolismo de tipo
respiratorio que necesita oxigeno para crecer y colonizan la parte de la rizosfera,
el rizoplano y las propias raices; se describe como la rizosfera el volumen de
suelo que esta bajo las raices de las plantas y que la rodea, el rizoplano son las
superficies de las raices que estan en contacto con las particulas del suelo
fuertemente adheridas (Gray & Smith, 2005).

Las bacterias Rhizobium poseen un plasmido que codifica informacion vital para
realizar la infeccion, que es inducida por la propia planta mediante la secrecion
de lectina y la nodulacion en la planta hospedadora; fijan nitrégeno necesario
para el desarrollo de la planta, facilitan directa o indirectamente el desarrollo del
follaje y de la raiz de las plantas; la forma directa es la produccion de hormonas,
disolucion y mineralizacion de fosfatos, la fijacion simbiotica de nitrégeno
atmosférico, sintesis de antibibticos y sideréforos, el ingreso del nitrégeno da

lugar a la estimulacién de procesos microbianos para trasformar la materia
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organica y reciclar de nutrimentos (Santillana et al., 2005; Torriente, 2010). La
forma indirecta es el control bioldgico de fitopatdégenos a travez de la produccion
de antibidticos y compuestos organicos volatiles (aldehidos, alcoholes, cetonas,
hidrocarburos, indoles) que inhiben los fitopatégenos transmitidos por el suelo y

la induccidn de la resistencia sistémica (Ajinde et al., 2024).

Vazallo et al. (2013) mencionaron que al realizar la inoculacion con Rhizobium en
Chile Capsicum annum var. longum. obtuvieron resultados significativos para la
longitud del tallo y raiz de la plantula, se debe a que Rhizobium tiene la capacidad
de ingresar a la corteza de las raices y segregar sustancias a la rizosfera, como
las auxinas, citocinas, giberelinas y &acido abscisico, los que influyen en su
metabolismo, contribuyen al desarrollo de las plantas, permiten mayor absorcion
de agua y nutrientes a través de las raicillas, debido al aumento de la divisién
celular al alargar sus raices y favorecer la formacion de pelos radiculares,
repercute en la resistencia al estrés osmotico al aumentar el contenido de
clorofila, calcio, potasio, contenido de proteinas y azucares solubles, permitiendo

su desarrollo.

Romero et al. (2017) determinaron que el numero de nodulos se incremento al
aplicar Rhizobium, ya que la planta en sus celulas de la raiz secretan flavonoides,
los cuales activan los genes nod en las bacterias e inducen la formacién de
nodulos, en forma de hilo infeccioso que se desarrolla en la pared celular primaria
interna y crece hacia dentro en forma de invaginacion; posteriormente, las células
tetraploides infectadas se dividen para producir una masa de células en forma
nodular, lo que demanda la secrecién de acido indolacético (AlA), factores
celulares del huesped activan los genes fijadores de nitrégo (nif) que se
encuetran en las células rizobias, la nitrogenasa cataliza la conversion de gas
nitrbgeno en amoniaco, el nitrégeno fijado en los nddulos se convierte en
aminoacidos y requiere de esqueletos de carbono, el nitrogeno organico se
trasfire a la planta hospedera por el xilema principalmente en asparagina, los
niveles de oxigeno en el nddulo son contolados por Rhizobium y la proteina

leghemoglobina la cual contiene hierro y tiene una funcion similar a la
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hemoglobina, proporcionando suficiente oxigeno para desarrollar funciones
metabdlicas de las bacterias y evitando la acumulacion de oxigeno libre que

impediria la actividad de la nitrogenasa.
2.4 Fase de crecimiento inicial y su importancia en el desarrollo de cultivos

El crecimiento inicial se denomina desde la de germinacion hasta el desarrollo de
las partes vegetativas de la planta, la germinacién puede durar desde unos pocos
dias hasta semanas, produce las denominadas “hojas de semilla”, requiere de
niveles adecuados de oxigeno, temperatura y agua constante para poner en
marcha su metabolismo, en esta etapa la plantula se respalda por el catabolismo
de sus reservas de proteina y almidéon acumulados durante la maduracién de la
semilla, estas reservas ayudan a la expansion celular, desarrollo de cloroplastos
y crecimiento de raices hasta que pueda tener un crecimiento autétrofa (Penfield,
2017).

En la etapa de crecimiento inicial de las plantas, se produce un proceso llamado
brotes los cuales se desarrollan de la planta madre y crecen de forma vertical,
esto se da cuando la planta comienza a crear nuevos crecimientos, como yemas,
hojas, tallos, ramificaciones; en estas zonas de brotes las células se encuentran
multiplicando de forma activa, para formar nuevas estructuras de crecimiento,

esto ayuda a la supervivencia de la planta (Valor & Sanchez, 2003).

El desarrollo de los tallos y el crecimiento radicular son fuente importante para el
crecimiento inicial de las plantas, ya que estos brindan soporte y permiten anclar
la planta al suelo, absorben agua , sales minerales, y almacena sustancias de
reserva; el crecimiento de los tallos se produce en diversos sitios de la planta, a
diferencia del sistema radicular que se da en puntos especificos, la duracion y la
intensidad de estos cambios varian entre especies, el cabio climatico afecta
significativamente a esta etapa de crecimiento, debido a la correlacién directa

entre la temperatura y el desarrollo del tallo y raices (Duval, 2006).
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En la etapa vegetativa del crecimiento de la planta se caracteriza por el desarrollo
de tallos fuertes y hojas verdes abundantes, la importancia de estos procesos
radica en que la efectividad de la fotosintesis esta ligada a la presencia de hojas
con superficies amplias para la absorcion de la luz, un robusto desarrollo de las
hojas a menudo ligado en un incremento vigoroso de las raices, destacando la
importancia de procurar el crecimiento incial de las plantas, ya que de ello

dependera su desalllo y productividad (Medina et al., 2015).

Chavez et al. (2019) afirmaron que la utilizacion de bioestimuladores de
crecimiento fueron eficaces para promover el crecimiento incial en plantulas de
fréjol (Phaseolus vulgaris L.), donde las mayores tasas de crecimiento se alcanzo
con la aplicaciéon de tratamiento a base de aminoacidos, extractos de Chlorella y
fitohormonas, este ultimo presenté mayor eficienica en el peso seco con 143 %,
seguido de Chlorella y aminoacidos con 130 y 103 % en relacion al testigo que
fue de 1.29 g.

De La A (2022) informé6 que la aplicacion de Biodyne 401 a razén de 150 ppm
disuelto en 20 ml de agua dejandolo reposar por 4 horas incremento al 96 % el
porcentaje de germinacion, el indice de velocidad de emergencia con 19.8 % en
el trascurso de 14 dias posterior a la siembra, favorecio a la altura de la planta, y
un mayor porcentaje de eficiencia con un 50 % a comparacion de Kelpak y el

testigo.
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3. EFECTO DE LOS BIOESTIMULADORES DE CRECIMIENTO
EN LA FASE INICIAL EN JUANITO Y ZARANDAJA

3.1 Resumen

Los bioestimuladores de crecimiento vegetal han promovido en varios cultivos un
crecimiento inicial mas vigoroso. El objetivo de la investigacion fue analizar el
crecimiento inicial por trasplante en juanito y siembra en zarandaja al aplicar
microorganismos bioestimuladores, para generar un banco de informacion sobre
opciones para asegurar un establecimiento exitoso de forrajeras. En juanito se
(Lavatera assurgentiflora Kellogg) se aplicaron 4 tratamientos: Azospirillum®,
Azotobacter®, Micorriza® y testigo; en zarandaja (Lablab purpureus L) se
aplicaron 3 tratamientos: Rhizobium®, Rhizobium®+Micorriza®, y testigo. En
ambos las variables fueron: nimero de hojas y ramificaciones, altura de la planta,
diametro del fuste principal, biomasas aérea y radical y volumen radical; en
zarandaja otras variables fueron: nimero y didmetro de ndédulo y perfil de
nodulacién. El disefio experimental fue completamente al azar, con 5y 7
repeticiones para Juanito y zarandaja, respectivamente. En ambos, la unidad
experimental fue una planta, trasplantada para juanito y sembrada para
zarandaja. La inoculacién fue a raiz. El seguimiento fue por 3 meses, luego del
trasplante o siembra. Las variables se midieron semanalmente. Para las variables
de raiz se eligieron al azar dos plantas, ya que fueron mediciones destructivas.
El andlisis estadistico fue por andlisis de varianza de las tasas diarias de cambio
de las variables estimadas por regresion lineal. Juanito con Azospirillum aumento
6, 5.9 y 2.5 veces la masa radical y aérea y la tasa diaria de aparicion de hojas,
respectivamente. En zarandaja con Rhizobium increment6 en 1.2, 1.7, 1.9y 4
veces mas las tasas diarias de cambio de diametro de fuste, altura, hojas y
ramificaciones, respectivamente, asi también, increment6 en 2.8, 3.2,y 8.2 veces
mas el volumen y peso aéreo y raiz, respectivamente. El crecimiento inicial puede
ser influido positivamente por el uso de microorganismos bioestimuladores.

Palabras clave: tasa diaria de la aparicién de hojas, altura de la planta, diametro
de fuste.
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3.2 Abstract

Plant growth biostimulators have been used to promote initial growth in many
crops. The objective of the research was to analyze initial growth in Juanito
(transplant) and Dolichos (sown) when bioestimulator microorganisms are
applied to generate information on alternatives to achieve successful forage
establishment. Four treatments were compared in Juanito (Lavatera
assurgentiflora  Kellogg): Azospirillum®, Azotobacter®, Micorriza®, and
control; in dolichos (Lablab purpureus L) three treatments were tested:
Rhizobium®, Rhizobium®+Micorriza®, and control. For both, the variables
measured were leaf and branch number, plant height, main stem diameter,
aerial and root biomass, and root volumen; for Dolichos, additional variables
were nodule number, diameter, and nodulation profile. A complete randomized
design was applied, with five and seven replications for Juanito and Dolichos,
respectively. For both, the experimental unit was one plant, a Juanito
transplant, and a Dolichos sown. Inoculation was at the root level. Variables
were measured every week for three months in a row. Root variables were
done on two randomly selected plants, which were destructive measurements.
Statistical analyses were done by analysis of variance in daily rate changes in
variables measured and calculated by linear regression. Juanito plus
Azospirillum showed 6, 5.9, and 2.5 times more root, aerial biomass, and daily
leaf emergence rate, respectively, than control plants. For Dolichos,
Rhizobium increased 1.2, 1.7, 1.9, 42.8, 3.2, and 8.2 times more daily change
rates in main stem diameter, plant height, leaf appearance and branching,
root volume, and aboveground and root weight, respectively, than control
plants. Microorganism biostimulators could positively influence on the initial
growth of forage species.

Keywords: daily leaf emergence rate, plant height, stem diameter.

Master Thesis in Livestock Innovation, Graduate Program in Animal Production, Universidad
Autonoma Chapingo

Author: José Marcelo Herrera Castellano

Advisor: Enrique Cortés Diaz
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3.3 Introduccién

La utilizacion de bioestimuladores de crecimiento es una opcion viable para el
establecimiento de cultivos forrajeros, por la simbiosis que desarrollan los
microorganismos con las plantas y el benéfico mutuo que obtienen, permitiendo

un crecimiento robusto de los cultivos (Plana-Llerena et al., 2016).

Estos bioestimuladores son importantes en los cultivos forrajeros como juanito y
zarandaja, mejorando el numero de hojas, altura de la planta y otras
caracteristicas que determinan el crecimiento inicial, por consecuencia se logra
mejorar su rendimiento entre un 27 a 30 %, esto permite tener mayor disposicion
de forraje destinado a la alimentacion animal (Corbera & Napoles, 2013). Sin
embargo, la aplicacion de bioestimuladores puede condicionar el desarrollo
optimo de los cultivos, si el bioestimulador no realiza una simbiosis adecuada
para proporcionar los beneficios que esto conllevaria. Comunmente el
establecimiento de cultivos forrajeros en suelos pobres o degradados con
condiciones climaticas cambiantes limita la capacidad de prosperar dichos
cultivos. Bajo esta premisa de condiciones poco favorables para establecer los
cultivos forrajeros, existe la necesidad de buscar fuentes alternativas para

solucionar este problema.

Por otro lado, los hongos y bacterias habitan en todo el planeta, se estima que
solo se conoce alrededor del 0.1 al 10 %, estos tienen la capacidad de formar
simbiosis con las plantas para su beneficio mutuo (Torsvik & @vreas, 2002), lo
que los convierte en una fuente sostenible de bioestimuladores de crecimiento en
los cultivos de juanito y zarandaja. Ademas, son una alternativa para mejorar la
estructura del suelo y la fijacién de nitrégeno, lo cual promueve el reciclaje de
nutrientes. Sin embargo, los bioestimuladores de crecimiento inicial han sido
evaluados en cultivos como soya, alfalfa, avena, chile, lechuga tomate, asi como
en frutales y ornamentales, pero no en los cultivos que se proponen en el

presente estudio.
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El objetivo de la investigacion fue analizar el crecimiento inicial por trasplante en
juanito y siembra en zarandaja al aplicar microorganismos bioestimuladores, para
generar un banco de informacion sobre el potencial de dichos microorganismos

en asegurar un establecimiento exitoso de forrajeras en menor tiempo.
3.4Materiales y métodos
3.4.1 Areade estudio

El experimento se llevd a cabo entre mayo y septiembre de 2024 en la parcela J-
14 del Campo Experimental Lomas de San Juan, de la Universidad Auténoma
Chapingo, Texcoco, estado de México a 19° 30’ 5" N y 98° 51’ 28” O y 2337
msnm, en la region norte-oriente de la Cuenca del Valle de México (Garcia,
2004). Lépez-Santiago et al. (2008) indican para la zona un clima templado
subhumedo moderadamente lluvioso, temperatura media anual de 17.8 ° C con
poca oscilacion térmica, precipitacion promedio anual de 596 mm, con la maxima
lluvia en julio y la minima en enero. Presenta una evaporacion potencial que va
de los 900 a 2300 mm al afio (CONAGUA, 2015).

3.4.2 Plantas y bioestimuladores

Se utilizaron plantulas de juanito (Lavatera assurgentiflora Kellogg) trasplantadas
y siembra directa de semillas de zarandaja (Lablab purpureus L). Se emplearon
cuatro tipos de bioestimuladores de crecimiento pertenecientes a la casa
comercial Nocon S.A., siendo estos Rhizobium®, Azotobacter®, Azospirillum®,
los cuales son bacterias promotoras de crecimiento y fijacion de nitrégeno, asi
como también, Micorriza® que forma una asociacién simbiética entre las raices

de plantas y las hifas.
3.4.3 Preparacion, tratamientos y aplicacién

Previo al trasplante y siembra, se realizé la medicion de la parcela para la
distribucion de las plantas con la ayuda de una cinta de fibra de vidrio Toolcraft®,

asi también, la preparacién del terreno, donde se desmalezé con la ayuda de un
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azadon marca Truper®, el trasplante y siembra se realizd con la ayuda de una
pala escarraman marca Truper®, posterior a esto se colocaron las

identificaciones para cada tratamiento.

Los tratamientos que se aplicaron a zarandaja fueron Rhizobium , Rhizobium mas
Micorriza, y el testigo, se utilizaron cinco plantas por tratamiento. Para juanito se
aplicaron cuatro tratamienotos Azospirillum, Azotobacter, Micorriza, y el testigo,
con cinco plantas por tratamiento, donde cada planta es una unidad experimental.
La aplicacion de los tratamientos fue a los 10 dias del trasplante y emergencia
respectivamente, en forma de drench (“mojado” o disuelto), donde para cada
tratamiento se disolvio 2 ml L', de los cuales se tomaron 10 ml con la ayuda de
una jeringa graduada y se realizé la inoculacién en la basa de cada planta (raiz),

se repitio la aplicacion de los tratamientos cada mes.
3.4.4 Disefo experimental

Se utilizé6 un disefio experimental completamente al azar con cinco y siete
repeticiones por tratamiento para juanito y zarandaja, respectivamente, donde
cada planta fue una unidad experimental, con separacién de un metro entre

plantas.
3.4.5 Variables evaluadas

Las variables que se evaluaron fueron diametro de tallo, nUmero de hojas vy
ramificaciones, altura de la planta, volumen y peso de raiz. Para medir el diametro
del tallo se usé un Vernier marca Stainless Hardened® a razén de 3 cm desde la
base del suelo. La cuantificacion de numero de hojas y ramificaciones se realizo
de forma visual para cada planta. Altura de planta se midi6 desde la base del
suelo hasta la copa de la planta con la ayuda de una cinta métrica marca
Toolcraft®. Todas las mediciones se realizaron semanalmente luego de la

primera aplicacion de los tratamientos.

El volumen y peso base seca de raiz se realiz6 con un analisis destructivo el cual

consistié en retirar dos plantas por tratamiento, para ello se humedecio la base
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del suelo donde se encontraba la planta y con la ayuda de una pala marca
Truper®, se procedid a retirarla conservando toda su raiz con residuos de suelo,
posteriormente se llevo al laboratorio donde se lavaron las raices retirando
cuidadosamente todo el residuo, para el volumen de raiz se empled un matraz
graduado de capacidad 1000 ml marca Pirex®, donde se coloco agua hasta 900
ml, luego se introdujo la raiz de cada planta y se cuantifico el volumen desplazado
por la masa radical. Para el peso base seca se separaron raiz y aérea, se
colocaron en bolsas de papel numero 16, posterior se introdujo a la estufa marca
Riossa® a una temperatura de 60 ° C durante 72 horas, se retiro y se pesé cada
parte de la planta con la ayuda de una balanza marca Uline®. El conteo de
numero de nodulos se realizé de forma visual, el diametro de los nddulos se
tomaron las mediciones con la ayuda de un Vernier marca Stainless Hardened®,

en los extremos mas grandes de cada nodulo.
3.4.6 Manejo de datos y analisis estadistico

Los datos obtenidos en campo fueron transcritos al programa de Excel, se separé
la informacion para cada cultivo, posterior se realizaron graficas de los datos para
cada una de las unidades experimentales tomando en cuenta los dias de las
mediciones y cada una de las variables analizadas, esto con el fin de observar
las tendencias que se presentaron, para un mejor entendimiento de los datos y

poder realizar los analisis respectivos.

Se utilizaron los datos tomados cada semana para hacer un analisis de regresion
y calcular la tasa diaria de cambio en las variables de numero de hojas y
ramificaciones, diametro del tallo y altura de la planta, empezando desde el dia
10 al 101, donde el dia O fue el de trasplante o siembra, a través de una regresion

lineal bajo el modelo:
y=a-+bx
Donde:

y: tasa diaria de cambio
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a: valor al origen
b: tasa de cambio promedio, calculado por cuadrados minimos

X: es el numero de dias desde el trasplante en el caso de juanito o siembra para

zarandaja

Las tasas diarias de cambio fueron sujetas a un analisis de varianza (ANOVA)
para los efectos de cada variable, bajo un disefio completamente al azar (DCA),
con cinco y siete repeticiones para juanito y zarandaja, respectivamente, luego
se realizé una separacion de medias con una prueba de Tukey con (p<0.05). El

modelo que se utilizo fue:
Yij =u + (0 6] + (c.:ij
Donde:

Yi: es la variable aleatoria que representa la respuesta de la j-ésima unidad

experimental asignada al i-ésimo tratamiento.

M: denota la media general de la poblacién.

ai: es el efecto del i-ésimo tratamiento sobre el promedio global.
€i= Error aleatorio asociado a cada observacion. €ij ~ N (0, 62).

Por ultimo, se realizé un analisis de correlacion para determinar los coeficientes
de Pearson (Prob > |r]).

3.5Resultados y discusién
3.5.1 Juanito (Lavatera assurgentiflora Kellogg)

En el Cuadro 5 se presenta las tasas diarias de cambio en las cuatro variables
medias y analizadas. De las cuatro variables solamente en la tasa diaria de
aparicion de hojas se encontré efecto (p<0.05) del bioestimulador aplicado. El

mayor valor se encontré con Azospirillum que fue 2.5 veces mayor la tasa diaria
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de aparicién de hojas que la de plantas sin bioestimulante. Sorpresivamente
agregar micorriza dio el menor valor de tasa de aparicién de hojas, pero no

diferente a plantas sin bioestimulante.

Las tres variables que no mostraron efecto (p<0.05) que fueron tasa diaria de
ramificaciones, cambio de altura y diametro del fuste, podria explicarse por la
gran variabilidad que mostraron. Por ejemplo, la variacion promedio en la tasa
diaria de ramificaciones fue del 85 % de la media de los valores registrados
mientras que en la tasa diaria de aparicion de hojas la variacion equivalié al 62

% de la media de los valores registrados.

Cuadro 5. Tasa diaria de cambio en variables asociadas al crecimiento inicial
en juanito (Lavatera assurgentiflora Kellogg) con aplicacion de wun
bioestimulador.

Bioestimulador Variable asociada al crecimiento inicial

#hojas #ramificaciones  altura (cm) diametro (mm)

Azospirillum 0.782 0.10 0.19 0.08
Azotobacter 0.55ab 0.09 0.14 0.05
Micorriza 0.24° 0.03 0.16 0.05
Sin 0.31a 0.07 0.19 0.06
Pr>F 0.042 0.340 0.799 0.240
EEM +0.29 +0.06 +0.10 +0.03

ab medias dentro de igual columna con al menos una letra en comun son iguales (Tukey, ©=0.05)

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Alvarado et al.
(2011) donde la aplicacion de FITOMAS-E® en una dosis de 4 ml L-' mejoré en
1.7 veces el numero de hojas y area foliar en el cultivo de café (Coffea arabica
L.). Asi mismo, estos resultados son similares a los reportados por Lemus-
Soriano et al. (2021) donde la aplicacion de Nutrisorb® L + Biofit® RTU en dosis
de 3 ml + 5 g, respectivamente, mejor6 en 1.7 veces en numero de hojas en las
plantulas de aguacate injertadas con la variedad Hass en patrén criollo. Pero
estos incrementos pueden variar dependiendo del cultivo y el bioestimulador
empleado. Quintero et al. (2018) reportaron incrementos del 1.3, 1.3, 1.2, 1.2,
1.1, para los bioestimuladores Biobras-16®, ME-50, ME agitado, Fitomas E,
LEBAME, respectivamente, en el cultivo de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).
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Las variables que no presentaron efecto (p<0.05), concuerdan con Bafios et al.
(2009) donde para la altura no se observo diferencia a la aplicacion de acido
indolbutirico a una dosis de 1 ml L' en el cultivo de Murraya paniculata L. Para el
diametro del tallo los resultados concuerdan con Quintero et al. (2018), donde las
plantulas de aguacate tratadas con ME agitado, LEBAME y Biobras-16® no
mostraron diferencias. Pero para el numero de ramificaciones los resultados no
concuerdan con los obtenidos por Aguilar y Pfefferkorn (2023) donde si se
observé un incremento de 1 .07 veces con una aplicacion de 150 ml ha en el
cultivo de chia (Salvia hispanica L). Esto puede deberse a que la planta sacrificd
el desarrollo de estas partes para enfocarla en el desarrollo de hojas y poder
realizar la fotosintesis siendo este un proceso vital para la conversién de materia
inorganica en materia organica, gracias a la energia que aporta la luz y asi poder

garantizar su crecimiento.

La tasa diaria de aparicién de hojas que fue una variable influenciada por la
aplicacion de bioestimulador (Cuadro 5) mostro coeficientes positivos de
correlacion de altos a muy altos y todos significativos con las otras variables
medidas y asociadas al crecimiento inicial de juanito, como tasa diaria de
ramificaciones, incremento diario en altura e incremento diario del diametro del
fuste (Cuadro 6). Por lo que se puede indicar que el impacto de agregar
Azospirillum sobre la tasa diaria de aparicion de hojas se asocidé con una
tendencia a incrementar los valores de la tasa de ramificacion e incremento en la

altura y didmetro.

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion de Pearson y nivel de significancia (Prob
> |r]) respectivo entre variables asociadas al crecimiento inicial de juanito
(Lavatera assurgentiflora Kellogg).

Variable Variable
#hojas #ramificaciones altura didmetro
#hojas 0.9341 0.77728 0.89646
<0.0001 <0.0001 <0.0001
. 0.77532 0.85676
#ramificaciones
<0.0001 <0.0001
altura 0.90334
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<0.0001

La tasa diaria de ramificacion mostré una correlacion alta y positiva con el
incremento en altura y en diametro, por lo que podria indicarse que promover la
formacion de ramas esta asociada con incremento de altura y diametro del tallo
principal. El incremento en la altura también mostré un coeficiente de correlacién
muy alto con incremento en el diametro, lo que asegura una mayor solidez en el

crecimiento inicial de juanito (Cuadro 6).

Esta correlacion concuerda con la reportada por Botero et al. (2019) en el cultivo
de Tithonia diversifolia, donde las caracteristicas de las hojas tienen una alta
correlacion con las demas caracteristicas de crecimiento y productivas del cultivo,

permitiendo su desarrollo y crecimiento.

En el Cuadro 7 se presenta las caracteristicas de masa radical y aérea de juanito.
De las tres variables dos presentaron efecto (p<0.05) del bioestimulador aplicado.
Siendo estas variables peso en base seco aéreo y raiz, el cual se encontré el
mayor valor con Azospirillum que fue de 5.9 y 6 veces mayor, respectivamente.
Para la relacion de peso seco aéreo y raiz el mayor valor se encontré con la
aplicacion de Azotobacter que fue de 1.1 veces mayor al que no se aplico

bioestimulador.

Las variables que no mostraron efecto (p<0.05) que fueron volumen y las
relaciones entre peso seco raiz y aéreo con volumen, podrian explicarse por la
variabilidad que mostraron. Siendo la variacién promedio del 28, 22 y 19 % de la

media de los valores registrados.

Cuadro 7. Caracteristicas de masa radical y aérea variables asociadas al
crecimiento inicial en juanito (Lavatera assurgentiflora Kellogg) con aplicacion de
un bioestimulador.

Bioestimulador Variable asociada al crecimiento inicial?
eso eso alpr a/vl rivi
volumen P P pa’/p P P
seco seco
(ml)

aereo (g) raiz (g)
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Azospirillum 30.00 66.302 7.852 8.47% 2.21 0.26

Azotobacter 30.00 54.45% 5602 9.644 1.81 0.18
Micorriza 9.00 11.55  1.75°P 6.47° 1.17 0.18
Sin 10.00  11.10° 1.30b  8.73% 1.06 0.12
Pr>F 0.030 0.017 0.018 0.047 0.051 0.150
EEM +5.61 +11.53 +1.29 +0.72 +0.30 +0.04

ab medias dentro de igual columna con al menos una letra en comun son iguales (Tukey, ©=0.05).
Z pa = peso aéreo; pr = peso radicular; vl = volumen.

Los resultados obtenidos concuerdan con los descritos por Padilla et al. (2020)
con la aplicacion de bioestimulantes y Trichoderma harzianum sobre el peso seco
aéreo y raiz con un incremento del 88 y 64.3 %, respectivamente, en plantulas
de maracuya (passiflora edulis sims). Para la relacion peso seco aéreo y raiz los
resultados concuerdan con los reportados por Segovia et al. (2019) donde la
aplicacion de Trichoderma a razon de 3'° unidades formadoras de colonias
(UFC), presentd una relacion de 3.74 psalpsr reflejando este resultado en un
mayor crecimiento y supervivencia de las plantulas de Caoba (Swietenia
macrophylla). Estas variables pueden verse afectadas por el tipo de
bioestimulador empleado, la dosis y el cultivo, asi como lo menciona Borges et
al. (2016) donde empelaron extractos vegetales de albahaca (Ocimum
basilicum), chaya (Cnidoscolus chayamansa), malamadre (Kalanchoe pinnata),
matarratén (Gliricidia sepium), poleo (Melissa officinalis), orégano (Coleus
amboinicus) y sabila (Aloe vera), dando los mejor resultados para peso seco
aéreo y raiz se dieron con orégano y matarraton incrementando en 2y 3.5 veces

Su peso, respectivamente, influyendo en la relacion de psa/pstr.

Para las variables de volumen, relacion peso aéreo y raiz sobre volumen, los
resultados obtenidos no concuerdan con los reportados por Candelero et al.
(2015), donde la aplicacion de Trichoderma harzianum incrementé en un 55 % el
volumen de la raiz en comparacion del sin aplicacion (0.12 ml) en plantulas de
chile habanero (Capsicum chinense), asi también, estos resultados son similares
a los reportados por Segovia et al. (2019), aplicar Trichoderma a dosis de 3'°
UFC aumentd en un 69 % el volumen de la raiz Caoba (Swietenia macrophylla).

Para el presente estudio esto se vio afectado debido que la planta priorizé el
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crecimiento de hojas, por ende, no existio diferencia de los tratamientos en dicha
variable, y por consecuencia no existio disimilitud para las relaciones de peso

aeéreo y raiz sobre volumen.
3.5.2 Zarandaja (Lablab purpureus L)

En zarandaja las cuatro variables evaluadas presentaron efecto (p<0.05) del
bioestimulador aplicado. Aplicar Rhizobium incrementé en 1.2, 1.7, 1.9 y 4 veces
mas las tasas diarias de cambio de diametro de fuste, altura, hojas y

ramificaciones, respectivamente (Cuadro 8).

Agregar Rhizobium con Micorriza ocasiond mejoria en el crecimiento inicial en
comparacion a plantas que no recibieron ningun bioestimulador, esta mejoria fue
de 1.1,1.2, 1.5y 3.3 veces las tasas diarias de cambio en hojas, diametro, altura
y ramificaciones, respectivamente. Este patrén de respuesta colocé a la adicion
de Rhizobium con Micorriza en un lugar intermedio entre la adicion exclusiva de
Rhizobium y no adicionar ningun bioestimulador. Dejar a la zarandaja crecer en
un suelo pobre como fue en este experimento, sin la adicién de Rhizobium, puede
ocasionar un pobre crecimiento inicial y hasta un posible fracaso en el

establecimiento de esta.

Cuadro 8. Tasa diaria de cambio en variables asociadas al crecimiento inicial
en zarandaja (Lablab purpureus L) con aplicacién de un bioestimulador.

Bioestimulador? Variable asociada al crecimiento inicial

#hojas #ramificaciones altura (cm) diametro (mm)

Rhizobium 1.292 0.122 0.642 0.062
Rhizo+Mico 1.14b 0.10P 0.55P 0.062
Sin 0.67¢ 0.03¢ 0.36°¢ 0.05P
Pr>F <.0001 <.0001 <.0001 0.0002
EEM +0.07 +0.01 +0.03 +0.006

ab medias dentro de igual columna con al menos una letra en comun son iguales (Tukey, ©=0.05).
z Rhizo+Mico, es la combinacion de Rhizobium y Micorriza.

La respuesta de zarandaja a la aplicacion de los tratamientos tuvo un efecto
marcado en las variables de crecimiento, esto concuerda con Cabrera et al.

(2022), donde la aplicacion de extracto de Clitoria ternateaal 7 %, en el cultivo de

43



frijol (Phaseolus vulgaris L.) tuvo un incremento en el numero de hojas del 38 %,
asi también, para la altura presentd un incremento del 37 % y para el diametro
su incremento fue del 83 % con la aplicacién de Giberelinas, estos datos en
comparacion sin aplicacion de bioestimulante, 10 hojas, 40.6 cm, 14 mm,
respectivamente. Para las ramificaciones los resultados concuerdan con los
obtenidos por Garces y Medrano (2024), donde se incremento 28 % (1.86, sin
aplicacién) el numero de brotes con la aplicacion de bioestimulante Bio Algas (65

ml 20L""), en el cultivo de pitahaya roja (Hylocereus hybridum).

La importancia de contribuir en la fase inicial de los cultivos presenta efectos
positivos en el establecimiento de estos, se ve reflejado en el desarrollo y
productividad, asi como lo resalta Garcia et al. (2023), donde para los cultivos de
chile morrén (Capsicum annuum) vy jitomate (Solanum lycopersicum), con la
inoculacion de bioestimulantes a base de cepas de Trichoderma spp. y Bacillus
spp, se obtuvieron efectos positivos en el diametro, longitud y peso de frutos de
chile morrén y para jitomate mejoro el tamafio y peso de frutos con un manejo
minimo. Asi también, lo ratifica Corbera y Napoles (2013), donde la aplicacién de
Bradyrhizobium elkanii y una cepa de hongos micorrizicos en una dosis de 10 mg
L' influyé positivamente en el crecimiento y rendimiento en un 27.22 y 29.75 %,

respectivamente, en el cultivo de soya (Glycine max L.).

Todos los grados de cambio diario mostraron coeficientes de correlacion
positivos muy altos y significativos, lo que indica que todas estas variables tienen

un patrén de respuesta de incremento en forma comun (Cuadro 9).

Cuadro 9. Coeficientes de correlacion de Pearson y nivel de significancia (Prob >
[r]) respectivo, entre variables asociadas al crecimiento inicial de Zarandaja
(Lablab purpureus L).

Variable Variable
#hojas #ramificaciones altura diametro
#hojas 0.91758 0.98710 0.95403
<0.0001 <0.0001 <0.0001
0.91163 0.85676

#ramificaciones
<0.0001 <0.0001
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0.95732
<0.0001

altura

La importancia de la tasa diaria de cambio y su alta correlacion reportadas en
esta investigacion concuerdan con las reportadas con Cerda (2021) en el cultivo
de Guapuruvu (Schizolobium parahyba) que al aumentar el nimero de hojas y
altura se obtendra mejores valores en el resto de las variables asociadas al
crecimiento y desarrollo de dicho cultivo. Es por ello, que radica la importancia de
mejorar esta variable para contribuir y garantizar el establecimiento del cultivo en

la fase inicial de crecimiento.

En el Cuadro 10 se muestra las caracteristicas de masa radical y aérea en
zarandaja. Las tres variables evaluadas presentaron efecto (p<0.05) del
bioestimulador suministrado. Aplicar Rhizobium incremento en 2.8, 3.2, y 8.2

veces mas el volumen y peso base seco aéreo y raiz, respectivamente.

La aplicacion de Rhizobium mas Micorriza provoc un aumento en el crecimiento
inicial en comparacion a plantas que no recibieron ningun bioestimulador, este
aumento fue de 2.2, 2.4 y 3.7 veces mas el peso base seco aéreo, volumen y
peso base seco de raiz, respectivamente. Este patron de respuesta colocé a la
adicion de Rhizobium mas Micorriza en un lugar intermedio que al no agregar
bioestimulante para la variable peso base seco raiz, pero no diferente de la
adiccion exclusiva Rhizobium para las otras dos variables. Que zarandaja crezca
en un suelo con las condiciones que presentd este experimento, sin la adicion de
Rhizobium o Rhizobium mas Micorriza, puede provocar un escaso crecimiento

inicial e inclusive el no establecimiento del cultivo.

Cuadro 10. Caracteristicas de masa radical y aérea variables asociadas al
crecimiento inicial en zarandaja (Lablab purpureus L) con aplicacion de un
bioestimulador.

Bioestimulador? Variable asociada al crecimiento inicial¥
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peso peso pa/pr pa/vl pr/vi

volumen
(mI) ,seco s,eco
aéreo (g) raiz (g9)
Rhizobium 10.002  27.502 2.902 9.48P 2.75 0.292
Rhizo+Mico 8.502 18.702  1.30° 14.56° 2.21 0.1520
Sin 3.50P 8.50P 0.35¢ 24.582 2.50 0.10°b
Pr>F 0.003 0.024 0.001 0.014  0.676 0.027
EEM +0.57 +3.33 +0.16 +2.22  +0.56 +0.03

ab medias dentro de igual columna con al menos una letra en comun son iguales (Tukey, «©=0.05).

z2 Rhizo+Mico, es la combinacion de Rhizobium y Micorriza.
Y pa = peso aéreo; pr = peso radicular; vl = volumen.

La masa aérea y radical junto con el volumen tuvieron un efecto positivo a la
aplicacién de los tratamientos, los resultados hallados concuerdan con los
sefalados por Garces y Medrano (2024), donde se incrementd 2.3 y 2, veces el
volumen radical y su peso seco, respectivamente, en el cultivo de pitahaya roja
(Hylocereus hybridum). Resultados similares fueron reportados por Cabrera et al.
(2022), en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) donde se incrementd en 1.5
y 26.7 veces el volumen radical y peso seco, respectivamente, con la aplicacién
del extracto de Clitoria ternatea al 7 %. Asi también, lo menciona Marquez et al.
(2024) que la aplicacion de extracto Samanea saman 10 % Aloe vera 6 %
Moringa oleifera 4 %, mejoré en un 54 % el volumen radical en plantulas de
Nicotiana tabacum L. var. “Corojo 2012”, también, lo confirma Garcia et al. (2020)
al emplear extracto de Aloe vera 6 % en plantulas de platano obtuvo resultados
superiore en comparacion sin ninguna aplicacion. Es por lo que, al mejorar las
caracteristicas de la masa radical y aérea, se mejora sus relaciones entre ellas,
permitiendo a la planta un crecimiento vigoroso y por consecuente un desarrollo

optimo para su establecimiento.

Las variables que no mostraron efecto (p<0.05) que fueron numero de nodulos y
perfil de nodulacién, podria explicarse por la gran variabilidad que mostraron. Por
ejemplo, la variacion promedio del perfil de nodulaciéon y numero de nédulos fue
de 15y 106 %, respectivamente, de la media de los valores registrados (Cuadro
11).
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Cuadro 11. Perfil de nodulacién y numero de nédulos variables asociadas al
crecimiento inicial en zarandaja (Lablab purpureus L) con aplicacion de un
bioestimulador.

Bioestimulador? Variables asociadas al crecimiento inicial
#nddulos Perfil nodulacion (cm)

Rhizobium 15.5 12

Rhizo+Mico 7.5 17.5

Sin 1.5 -

Pr>F 0.389 0.067

EEM +8.66 +1.50

ab medias dentro de igual columna con al menos una letra en comun son iguales (Tukey, «©=0.05).
z2 Rhizo+Mico, es la combinacion de Rhizobium y Micorriza.

Los resultados obtenidos para el numero de noédulos concuerdan con los
reportados por Gonzalez (2016) donde no existio diferencia significativa al aplicar
Quitomax® a una concentracién de 100 y 500 mg L' en el cultivo de frijol
(Phaseolus vulgaris L.). Pero estos resultados discrepan de los sefalados por
Corbera y Napoles (2013), donde la aplicacion de Bradyrhizobium elkanii y una
cepa de hongos micorrizicos en una dosis de 10 mg L' aumenté el nimero de
nodulos y su masa seca de nodulos en 3.4 y 6.2 veces, respectivamente, en el
cultivo de soya (Glycine max L.). Asimismo, este autor menciona que al aplicar
micorrizas proporciona un mayor efecto sobre las bacterias de rizobios, dando
como consecuencia un aumento en el numero de nodulos, masa seca y perfil de

nodulaciéon de este.

Asi se puede observar que para esta investigacion existio una tendencia a
mejorar estas caracteristicas, donde la raiz mas larga pertenece al tratamiento
de Rhizobium, la siguiente pertenece al tratamiento de Rhizo+Mico y la ultima sin
aplicacién (Figura 9), es por lo que la planta se vio beneficiada al asegurar el
aporte de nitrégeno atmosférico mediante el proceso de fijacion simbidtica, y con

ello facilitar un crecimiento inicial vigoroso.
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Figura 9. Perfil de nodulacién y nimero de nédulos

En el Cuadro 12 se muestra la longitud maxima de nodulos en zarandaja. La
variable evaluada presenté efecto (p<0.05) del bioestimulador suministrado.
Donde aplicar Rhizobium incrementd en 14 veces mas la longitud del nédulo en

comparacion sin aplicacion.

Cuadro 12. Longitud méaxima promedio de nédulos en zarandaja (Lablab
purpureus L) con y sin aplicacion de bioestimuladores.

Bioestimulador? Longitud del nédulo (mm)
Rhizobium 9.702
RM 2.97°
Sin 0.690
EEM 1.94

ab medias dentro de igual columna con al menos una letra en comun son iguales (Tukey, ©=0.05).
2 RM, combinacion de Rhizobium y Micorriza.

La diferencia documentada en esta variable concuerda con la descrita por Lara-
Acosta et al. (2024) donde la aplicacién de Pectimorf® en una concentracion de
100 mg L' a semillas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) mostro un
incremento del 40 % en el proceso de nodulacion, influyendo en la masa seca
total de nédulos y su diametro; esto contribuyo al crecimiento y desarrollo de la

planta, asi como, a la fijacion de nitrégeno. La relacion que existe entre las
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leguminosas y las bacterias de Rhizobium son beneficiosas como para las
plantas y los agricultores ya que poseen tasas de fijacion de nitrogeno estimadas
en 50-465 kg de nitrogeno ha™' afio™, asi también, mejoran el acceso a otros
nutrientes, potencializa la resistencia a patégenos, plagas y el estrés abiotico que

se pueda generar (Pérez & Gil, 2016).
3.6Conclusiones

En juanito y zarandaja el crecimiento inicial puede manipularse mediante la

aplicacion de microorganismos bioestimuladores.

El uso de los microorganismos bioestimuladores puede ser una herramienta Util
en el establecimiento de forrajeras en suelos pobres, ayudando a mejorar su

estructura y por ende las propiedades para sostener una vegetacion saludable.
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