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RESUMEN

La agricultura moderna ha incorporado el uso de microorganismos como biofertilizantes para
disminuir los impactos negativos al ambiente y promover el crecimiento y rendimiento de los
cultivos. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacion de rizo-
bacterias y fertilizacion convencional sobre el crecimiento y rendimiento de Stevia rebaudiana
Bertoni (Asteraceae). Se establecieron esquejes enraizados (variedad Morita II), se inocularon con
Azospirillum brasilense y se aplico fertilizacion quimica a 100 por ciento (T2), 80 por ciento (T3) y
60 por ciento (T4), y 100 por ciento sin inocular como control (T1). El cultivo se evalué por 100
dias: se midi6 altura, diametro de tallo, nimero de brotes, biomasa (fresca y seca) y contenido
mineral en hojas. Los resultados indican mayor altura de planta (p < 0.05) en el control (T1), sin
diferencias en nimero de brotes, diametro de tallo y biomasa con T4. Las plantas con rizobac-
terias tuvieron mayor contenido de P en hojas que T1, sin diferencias estadisticas en N, K, Ca 'y
Mg. La aplicacion de rizobacterias puede contribuir a reducir el uso de fertilizantes sin afectar el

rendimiento de estevia.

PALABRAS CLAVES:
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ABSTRACT

Modern agriculture has incorporated the use of microorganisms as biofertilizers to reduce nega-
tive impacts on the environment and promote crop growth and yield. Therefore, the purpose of
this research was to evaluate the effect of the application of rhizobacteria and conventional ferti-
lization on Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae) growth and the yield. Rooted cuttings (variety
Morita II) were established, inoculated with Azospirillum brasilense, and with chemical fertiliza-
tion applied at 100% (T2), 80% (T3), and 60% (T4). Control (T1) was 100% uninoculated. The crop
was evaluated for 100 days measuring height, stem diameter, number of shoots, biomass (fresh
and dry), and mineral content in leaves. The results show higher plant height (p < 0.05) in the
control (T1), with no difference in number of shoots, stem diameter, and biomass with T4. Plants
with rhizobacteria had higher P content in leaves than control TT without statistical differences in
N, K, Ca, and Mg. The inoculation of rhizobacteria can help reduce the use of fertilizers without

affecting the yield of Stevia.
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INTRODUCCION

La produccién de cultivos horticolas depende en gran
medida de la aportacion de fertilizantes minerales
para garantizar el rendimiento (Sarandén y Flores
2014); sin embargo, la planta no siempre aprovecha
eficientemente estos productos. El uso indiscriminado
de fertilizantes ha ocasionado impactos negativos
al ambiente, como la acumulacién de sales, la con-
taminacion de cuerpos de agua por lixiviados y la
disminucion de la actividad microbiana (Arauzo y
Valladolid 2013; Almaguer 2013). En respuesta a esta
problematica, la agricultura moderna incorpord mi-
croorganismos benéficos como inoculantes microbianos
o biofertilizantes, que promueven el crecimiento de las
plantas y la productividad del suelo sin problemas de
contaminacion, por lo que son una alternativa para
disminuir o remplazar el uso de fertilizantes quimicos
(Aguirre-Medina et al. 2018; Vafadar et al. 2014).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento
(RPCV)
como biofertilizantes, e incluyen géneros como

vegetal son microorganismos utilizados
Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas. Las RPCV
poseen mecanismos para la produccién de sustancias
que actiian directamente sobre las células vegetales y
en el reciclaje de nutrientes como el nitrégeno (N) y
el fosforo (P) (Camelo et al. 2011); ademas, estimulan
el crecimiento vegetal (Vafadar et al. 2014), aumentan
el rendimiento y la calidad de los frutos (Chawla y
Sadawarti 2020; Esitken et al. 2010). Particularmente,
las bacterias del género Azospirillum promueven el
crecimiento de las plantas mediante la biosintesis y la
liberacién de aminodcidos y fitohormonas como acido
indolacético y giberelinas (Licea-Herrera et al. 2020;
Camelo et al. 2011); asimismo, favorecen la fijacion del
nitrégeno y la produccién de raices que benefician la
absorcién de agua y nutrientes (Bashan y De-Bashan
2010); este género ha sido evaluado en pastos (Hungria
et al. 2016), maiz (Zeffa et al. 2019) y fresas (Kumar et
al. 2019), con una mejora en el crecimiento de la planta
y el rendimiento del cultivo.

Por otra parte, Stevia rebaudiana Bertoni
(Asteraceae) es una hierba perenne de la familia de
las asteraceas, originaria de la cordillera de Amambay,
ubicada entre el sur de Brasil y el norte de Paraguay
(Gonzalez-Moralejo 2011; Madan et al. 2010). Contiene

glucdsidos de esteviol en sus hojas, lo que le da
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propiedades edulcorantes entre 200 y 300 veces mas
dulces que la sacarosa (Momtazi-Borojeni et al. 2017;
Ljaz et al. 2015); ademas, posee otros compuestos
como el rebaudidsido A y el isosteviol, que ofrecen
beneficios terapéuticos: antihiperglucémicos, anti-
hipertensivos, antiinflamatorios, antitumorales y
diuréticos (Ferrazzano et al. 2016). Se cultiva desde
tiempos ancestrales en China y Paraguay, por su
utilidad como planta medicinal (Hossain et al. 2017),
pero, actualmente, su consumo se ha extendido a nivel
mundial como endulzante natural, por su potencial
para reemplazar el aztucar y los edulcorantes ar-
tificiales, cuestionados por posibles riesgos a la salud
publica (Gonzéalez-Moralejo 2011).

La planta de estevia es sensible a la aplicacion
de fertilizantes, principalmente de nitrogeno, pues
éste forma parte de proteinas, enzimas, coenzimas,
vitaminas, reguladores de crecimiento y otros
compuestos organicos que participan en las reacciones
fisiologicas de las células (Jarma et al. 2010). EI N en
estevia estimula la produccion de hojas, probablemente
debido alas citoquininas que afectan significativamente
el crecimiento, la productividad y el contenido de es-
tevidsidos (Casaccia y Alvarez 2006; Daza et al. 2015a;
Mohammed et al. 2019). En relacion con el fésforo,
una deficiencia de este mineral puede limitar su
crecimiento, mientras que la escasez de potasio puede
reducir la produccidon de ramas (Jarma et al. 2010). A
su vez, el uso de biofertilizantes en estevia aumenta la
biomasa de raices y brotes, el contenido de estevidsido,
clorofila y NPK (Vafadar et al. 2014). Por lo anterior,
debido a la importancia del cultivo y las ventajas de
los biofertilizantes en su crecimiento y rendimiento,
se evalud el efecto de la aplicacién de rizobacterias
y fertilizacion convencional sobre el crecimiento y el
rendimiento de S. rebaudiana.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevd a cabo en el area agricola de la
Divisién Académica de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, ubicada a
una altitud de 19.7 msnm (17° 47’ 15” N, 92° 57’ 15” O),
en el municipio de Centro, Tabasco, México. El cultivo
se establecié de diciembre de 2019 a marzo de 2020.
La temperatura promedio del area de estudio fue de
26 °C con humedad relativa de hasta 90 por ciento. La
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precipitacion en diciembre (2019) fue de 274 mm, y en
enero, febrero y marzo (2020), de 75.3, 137.8 y 18.8 mm,
respectivamente (CONAGUA 2021). La composicion fi-
sicoquimica del suelo se determiné previo a la siembra
del cultivo (Cuadro 1).

Se utilizaron esquejes apicales enraizados de 45
dias, variedad Morita II, con una altura promedio de
10 cm, provenientes de plantaciones comerciales de
Tekax, Yucatan, México, y se establecieron en charolas
en una mezcla de composta/suelo. Los esquejes
enraizados se establecieron en camas con 0.30 m de
altura, 1 m de ancho y 3 m de largo, a una distancia
de 20 cm x 20 cm en marco real. Para la fertilizacion
se utilizo la dosis de extraccion para la produccion
de 2,500 kg de hoja seca, 162 N, 19 P, 140 K, 40 Ca, 9
Mg kg ha'! (Casaccia y Alvarez 2006). Se consideraron
dosis de fertilizacion de 100, 80 y 60 por ciento, usando
como complemento la inoculaciéon de la bacteria
Azospirillum brasilense a una concentracion de 2 x 10"
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC
ml?) (Cuadro 2). La fertilizacion se fracciond en dos
aplicaciones en cantidades iguales: la primera a los
ocho dias después del trasplante (ddt) y la segunda a
los 45 ddt. La inoculacion de la bacteria se realizé en
los esquejes enraizados previos a la siembra, con una
inmersién por 15 min en la solucion del biofertilizante.

Para el manejo del cultivo, se realizé la poda de
formacion, al cortar la yema apical de la plantula a
los siete ddt, y, posteriormente, se llevd a cabo una

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo.

segunda poda a los 20 ddt. Se hicieron dos riegos, en
promedio, por semana de forma manual; el control de
plagas y enfermedades se efectu6é de acuerdo con la
poblacién e incidencia. Se presentaron manchas foliares
ocasionadas por hongos, y para el control se utilizd
metalaxil (Agroquimicos Versa S.A de C.V, Coahuila,
Meéxico), en una dosis de 2.5 ml L, una aplicacién en la
primera y segunda semana de enero (a los 30 y 37 ddt).

Las plantas se cultivaron por 100 dias, y se
midieron las siguientes variables al final del cultivo
(n=5): altura de la planta (cm), didmetro del tallo (mm),
numero de brotes, biomasa fresca y seca (g) de hojas y
tallos por planta. Para la determinacion de la biomasa
seca, se colocaron tallos y hojas por separado en bolsas
de papel de estraza, en una estufa de aire forzado
(Felisa) a 65 °C por 48 h, y, posteriormente, se peso
(ADAM, PW124).

La biomasa seca de hojas se molid y se determind
el contenido mineral (n=5). El nitrégeno, por el método
de micro Kjeldahl modificado para incluir nitratos
(n=3) (Alvarez-Sanchez y Marin-Campos 2015). Para
la solubilizaciéon de P, K, Ca y Mg se realizé una
segunda digestion; se pesaron 0.50 g de muestra, los
cuales se digestaron con una mezcla 1:2 acido perclo-
rico-acido nitrico concentrado, y el digestado se aford
a 25 mL. El fosforo se cuantificé utilizando el reactivo
vanadomolibdico para el desarrollo del color y se
cuantificé la concentracion de P por colorimetria, con
base en una curva de calibracién de dicho elemento.

Arena Limo Arcilla CC PMP CE MO  P-Olsen Ca Mg K
Clase
textural pH uS/
------ % -=mmm-- % H cm % ppm -----Cmol/kg™-----
Franco
arcillo
71 7 22 arenoso 21.6 11.7 457  96.5 4.35 27.9 3.62 232 0.27

Cuadro 2. Combinacion de diferentes porcentajes de fertilizacion quimica e inoculante en estevia.

Tratamientos Nomenclatura
T1 Fertilizacion 100% (F 100 %)
T2 Fertilizacion 100% + Azospirillum brasilense (F 100% + A)
T3 Fertilizacion 80% + Azospirillum brasilense (F 80% + A)
T4 Fertilizacion 60% + Azospirillum brasilense (F 60% + A)
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El K, Ca y Mg se determinaron por absorcion
atémica, utilizando las curvas de calibracién co-
rrespondiente para cada elemento (Alvarez-Sanchez
y Marin-Campos 2015).

Se us6 un disefio experimental completamente
al azar con tres repeticiones y cinco unidades ex-
perimentales. Los datos se sometieron a un analisis
de varianza, y las variables con significancia, a una
prueba de comparacion de medias (Tukey), con
un nivel de confianza de 95 por ciento. Se utilizé el
paquete estadistico Statistica Six Sigma, v.7.1 (StatSoft
Inc. 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

En las variables de crecimiento se observaron
diferencias significativas en altura de planta en T1,
con valores superiores al resto de los tratamientos con
Azospirillum (p < 0.05) (Cuadro 3). La altura de plantas
de T3 (30.6 cm)y T4 (31.46 cm) con la aplicacion de 129.6
y 97.2 Kg de N ha, respectivamente, fue semejante a la
reportada por Daza et al. (2015a), con aplicaciones de
100 kg de N ha' (32.3 cm), y la sefialada por Herrera
et al. (2012), con 32.1 cm de altura en plantas de tres
meses cultivadas en Nayarit, México; sin embargo,
estos valores fueron inferiores al rango indicado por
Mohammed et al. (2019) (35.8 y 39.4) con la aplicacién
de acidos humicos. En relaciéon con esto, algunos
autores mencionan que la altura de la planta de estevia
no depende tinicamente de la fertilizacion nitrogenada;
el crecimiento y desarrollo de esta especie dependen
también de otros factores, como el fotoperiodo, la
temperatura (Jarma et al. 2012) y el pH del suelo
(Mohammed et al. 2019). Un fotoperiodo menor a 12 h
reduce el crecimiento vegetativo de la planta (Hossain
et al. 2017), mientras que el pH del suelo influye en
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la disponibilidad de nutrientes. En este sentido, el
cultivo se establecid en un periodo de dias cortos, en
suelo con pH de 4.5; ambos factores pudieron afectar
la asimilacion del N, el cual disminuye la divisién y el
crecimiento celular, el tamafo de las hojas y el nimero
de yemas axilares, lo que afecta el crecimiento de la
planta (Jarma et al. 2010).

En el ntmero total de brotes (primarios y
secundarios) por planta, no se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos T1, T2
y T4 (Cuadro 3). El promedio de brotes primarios
por planta fue de ocho; este resultado es similar al
reportado para el cultivo de estevia en invernadero
(de 7 a 9) (Villalba et al. 2018) y a cielo abierto (de 7
a 10) (Mohammed et al. 2019), y superiores a los
reportados por Aguirre-Medina et al. (2018) (6) en
suelo fluvisol-ettrico en Chiapas, México. No obstante,
en Nayarit, México, Herrera et al. (2012) reportan 22.2
brotes por planta, diferencia atribuida a una mayor
distancia de siembra, instalacién de sistema de riego
y acolchado del cultivo. Respecto al diametro de tallo,
los valores registrados fueron superiores a 5 mm en
los tratamientos T1 y T4 sin diferencias estadisticas
(p < 0.05). A pesar de la disminucién de la dosis de
fertilizacidon, es posible un efecto de la rizobacteria
en la absorcion de nutrientes reflejados en la altura y
diametro de tallo en T4. En relacién con esto, Daza et
al. (2015a) mencionan que el incremento en el diametro
de tallo favorece la absorcion de nutrientes, que puede
ser la causa de mayor crecimiento de la planta, efecto
que se observo en este estudio.

En la produccién de biomasa fresca y seca por
planta no hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre
T1, T2 y T4 (Cuadro 4). Estos resultados coinciden
con los reportados por Aguirre-Medina et al. (2018),
quienes aplicaron Azospirillum en estevia sin encontrar

Cuadro 3. Crecimiento de plantas de Stevia rebaudiana con la aplicacion de fertilizantes quimicos y Azospirillum brasilense

en Tabasco, México.

Tratamientos Altura de planta (cm) Brotes totales por planta Diametro de tallo (mm)
T 39.2a* 16a 589a
12 26.66 b 13 ab 4.09b
T3 30.6 b 9b 442D
T4 31.46b 14 ab 533a

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey p < 0.05) (n=5). T1=F 100 %; T2=F 100 % + A; T3=F 80 % + A; T4=F 60 % + A.
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Cuadro 4. Rendimiento de biomasa fresca y seca de Stevia rebaudiana cultivada con fertilizacion quimica y rizobacterias de

Azospirillum brasilense en Tabasco, México.

Tratamientos Biomasa fresca Biomasa seca
(g) planta™ (g) planta™
Tallo hoja Total Tallo Hoja Total
T1 60.23 a* 251.8 a 312.03 a 3.18a 1251 a 15.7 a
T2 55.36 ab 226.16 a 281.53 a 2.94 ab 11.06 ab 14 ab
T3 314b 149.1b 180.5b 1.66b 7.35b 9b
T4 63.53 a 2355a 299.03 a 347 a 11.92 a 154 a

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey p < 0.05) (n=5). T1=F 100%; T2=F 100% + A; T3=F 80% + A; T4=F 60% + A.

diferencias en la produccion de area foliar (cm? planta™)
y peso seco (g planta™’) con el tratamiento control; sin
embargo, los resultados difieren de los reportados por
Das et al. (2007), quienes mencionan mayor produccion
de biomasa de S. rebaudiana con Azospirillum brasilense,
donde la aplicacién de la rizobacteria fue directamente
al sustratoy cultivadas en contenedores eninvernadero.
Por lo tanto, las condiciones de cultivo pudieron influir
en los resultados, ya que la fase del indculo, las UFC y
factores como el pH, salinidad, materia organica, con-
centracion de calcio y de nitrégeno pueden afectar la
efectividad de las rizobacterias sobre la respuesta del
cultivo (De-Bashan et al. 2007).

La producciéon de biomasa seca de hojas por
planta registrada en este estudio fue superior a la
reportada por Aguirre-Medina et al. (2018) al inocular
Rhizophagus intraradices y A. brasilense (7.3 g planta™), y
al utilizar diferentes rangos de fertilizacion de NPK de
24-12-18 (7.6 2 9.9 g planta™) (Mohammed et al. 2019).
Los resultados fueron semejantes a los registrados
por Mohammed et al. (2019), quienes aplicaron
acidos huimicos (7 a 12.3 g planta™). Sin embargo, la
produccién de biomasa de este estudio fue inferior a la
alcanzada por Herrera et al. (2012) con 48.1 g planta™;
la diferencia pudo estar determinada por el sistema de
cultivo utilizado y por las condiciones climaticas. La
discrepancia en la produccion y la calidad de biomasa
seca en estevia estan determinadas por el sistema de
produccién, el manejo agrondmico y las condiciones
climaticas en las que se establece el cultivo (Hossain
et al. 2017), el riego (Daza et al. 2015b), la duracién de
horas luz y la temperatura (Jarma et al. 2012), entre
otros factores.

De los tratamientos inoculados, T4 —con 60 por
ciento de la fertilizacién quimica mostrd el mayor
valor en produccidon de biomasa seca por planta; al
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respecto, De-Bashan et al. (2007) mencionan que los
mejores rendimientos con Azospirillum se alcanzaron
al disminuir a 75 por ciento la cantidad de fertilizante
nitrogenado, considerando a A. brasilense como un
sustituto parcial de este fertilizante.

Sin embargo, la aplicacion de Azospirillum en
moringa (Moringa oleifera Lam) no aumentd el peso
seco, por lo que se atribuye el resultado a la con-
centracion del indculo (Hernandez-Chontal et al
2019); en estevia, Azospirillum combinado con otros mi-
croorganismos benéficos generaron un incremento en
la produccion de biomasa (Aguirre-Medina et al. 2018;
Das et al. 2007); por lo tanto, el efecto de A. brasilense
en los cultivos esta condicionado a la especie vegetal, la
concentracion del indculo y las condiciones de cultivo.

Enrelacién con el contenido de N en hojas, no hubo
diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos
(Cuadro 5); no obstante, T1 produjo mayor biomasa de
hojas. El efecto de una deficiencia de N en estevia es la
reduccién del tamarfio de los 6rganos (principalmente
de hojas) y la densidad estomatica (Jarma et al. 2010),
y el incremento de N aumenta la altura de planta
(Aladakatti et al. 2012), ademas del peso de biomasa
fresca y seca (Rashwan y Ferweez 2017). Aunque no se
observaron diferencias en el contenido de N en hojas,
las diferencias en produccién de biomasa en hojas y
en altura de plantas indican que los tratamientos con
Azospirillum solubilizaron nutrientes que ayudaron
a suplir la carencia de nutrientes, pero no generaron
una mayor produccion de hojas y de biomasa foliar;
al respecto, De-Bashan et al. (2007) mencionan que
A. brasilense puede afectar o no el rendimiento de la
cosecha.

En relacion con el contenido de fdsforo, fue mayor
en los tratamientos donde se inoculd A. brasilense
respecto al testigo sin inocular, pero no aumentd el

Acta Agricola y Pecuaria 8: €0081004.
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Cuadro 5. Contenido mineral en hojas de Stevia rebaudiana cultivadas con fertilizacion convencional y Azospirillum brasilense

en Tabasco, México.

Contenido (%)

Tratamientos
N P K Ca Mg
T1 2.03 NS 0.206 b* 1.83N8 0.49Ns 0.33Ns
T2 2.18 NS 0.210 ab 1.87 N8 0.53Ns 0.36Ns
T3 2.18NS 0.223 a 1.88 NS 0.58Ns 0.36Ns
T4 2.02NS 0.220 ab 1.84 N8 0.48Ns 0.36Ns

NS=No significativo. *Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey p < 0.05) (n=3). T1=F 100 %; T2=F 100 % + A; T3=F 80 % + A;

T4=F 60 % + A.

rendimiento de las plantas (p < 0.05) (Cuadro 5); esta
respuesta se observo en moringa, donde la aplicacién
de la rizobacteria aumentd el contenido de K en hojas,
sin aumentar la biomasa seca (Hernandez-Chontal et al.
2019). Considerando que las plantas inoculadas con A.
brasilense (T2, T3 y T4) superaron el contenido de P al
tratamiento testigo, es probable que la rizobacteria haya
favorecido el incremento de la movilizacién y absorciéon
de iones como el fosforo, ademas de sustancias
promotoras de crecimiento que alteran la morfologia,
el numero y el diametro de las raices (Domingues et al.
2020). En el contenido de K, Ca y Mg en hojas no se
presentaron diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos.

CONCLUSIONES

En cuanto al crecimiento de las plantas de Stevia
rebaudiana inoculadas con Azospirillum brasilense, la
variable altura fue inferior estadisticamente a la fer-
tilizacion convencional (100%) sin inocular (T1); sin
embargo, en nimero de brotes, diametro de tallo y
produccién de biomasa fresca y seca, no se encontraron
diferencias significativas entre T4 (60% fertilizacion
quimica + A. brasilense) y T1. Por lo tanto, la aplicaciéon
de la rizobacteria Azospirillum brasilense en el cultivo
de Stevia rebaudiana Bertoni puede contribuir a reducir
el uso de fertilizantes convencionales sin afectar el
rendimiento.

Acta Agricola y Pecuaria 8: €0081004.
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