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SUMMARY

Background: The Moringa genus is made up of thirteen species and is characterized by its rapid growth. Studies
relating to gender in association with plant growth promoting bacteria (PGPB) are limited. Objective: To evaluate
the growth, development, and quality of Moringa oleifera Lam seedlings inoculated with plant growth promoting
bacteria under greenhouse conditions. Methodology: The following were defined as treatments: Bacillus niacini; B.
cereus, Moraxela osloensis, Azospirillum brasilense (positive control) and an absolute control, which were arranged
in a completely randomized design with four replications. Results: Bacterial inoculated promoted an increase in the
number of leaves per plant, standing out A. brasilense (10.8), M. osloensis (11.45) and B. cereus (11.05) (P<0.001).
The plants inoculated with B. cereus produced 0.80 t DM ha* of leaves and in whole plant 12.92 t DM ha?, a value
higher than that promoted by the rest of the inoculated (P<0.01), all stimulated leaf development with respect to the
absolute control (P<0.001), and only A. brasilense and B. niacini favored the length and thickness (P<0.01) of the
roots. Implications: The application of the bacterial inoculated referred to in concentrations of 107 CFU mL? is
recommended to promote the production of aerial biomass of Moringa plants under greenhouse conditions.
Conclusion: Bacterial inoculated promoted morphological modifications in plants that favored growth, leaf quantity
and the proportion of aerial biomass with respect to the root, but to a small extent in the accumulation of DM.
According to the Dickson index, the inoculated plants were of quality.
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RESUMEN

Antecedentes: El género Moringa esta constituido por trece especies y se caracteriza por su rapido crecimiento. Los
estudios que relacionan al género en la asociacion con bacterias promotoras del crecimiento (PGPB) son limitados.
Objetivo: Evaluar el crecimiento, desarrollo y calidad de plantulas de Moringa oleifera Lam inoculadas con
bacterias promotoras del crecimiento en condiciones de invernadero. Metodologia: Se definieron como tratamientos:
Bacillus niacini; B. cereus, Moraxela osloensis, Azospirillum brasiliense (control positivo) y un control absoluto, los
cuales fueron dispuestos en un disefio completamente aleatorio con cuatro repeticiones. Resultados: Los inéculos
bacterianos promovieron el incremento del nimero de hojas por planta, destacandose A. brasiliense (10.8), M.
osloensis (11.45) y B. cereus (11.05) (P<0.001). Las plantas inoculadas con B. cereus produjeron 0.80 t MS ha? de
hojas y en planta integra 12.92 t MS ha™, valor superior al promovido por el resto de los inéculos (P<0.01), todos
estimularon el desarrollo foliar respecto al control absoluto (P<0.001), y solo A. brasiliense y B. niacini favorecieron
la longitud y el grosor (P<0.01) de las raices. Implicaciones: Se recomienda la aplicacion de los indculos bacterianos
a los que se hace referencia en concentraciones de 10’ UFC mL™ para promover la produccién de biomasa aérea de
plantas de Moringa en condiciones de invernadero. Conclusion: Los in6culos bacterianos promovieron
modificaciones morfoldgicas en las plantas que favorecieron el crecimiento, la cantidad de hojas y la proporcion de
biomasa aérea respecto a la raiz, pero en poca medida en la acumulacién de MS. De acuerdo con el indice de
Dickson las plantas inoculadas fueron de calidad.

Palabras claves: Moringéacea; tasas de crecimiento; calidad de plantulas; PGPB.
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INTRODUCCION

El interés en la produccion de cultivos con potencial
antioxidante, con propiedades medicinales y que
compensen diferencias alimentarias en grupos etarios
especificos se esta incrementando a nivel mundial con
énfasis en paises en vias de desarrollo, y como estilo
de vida en paises mas desarrollados (Kou et al.,
2018a).

Sin embargo, cultivos con estas potencialidades en
climas aridos son limitados por las propias exigencias
del ecosistema, Behrman (1974) resaltd la
importancia de desarrollar trabajos investigativos con
el fin de conocer mejor las exigencias de los
ecosistemas aridos y semidridos; y de esta forma
mejorar el desarrollo sostenible de recursos vegetales
con caracteristicas funcionales y propiedades
nutraceuticas en zonas aridas del planeta.

Los arboles y arbustos que se encuentran dentro del
género Moringa son considerados caducifolios
perennes y de rapido crecimiento en el primer afio
(Bécquer et al., 2018) pocas exigencias desde el
punto de vista agro técnico para su cultivo—y se
reproduce por semilla basica (gamica) o esquejes
(semillas agamica). Dentro de este género existen 13
especies, donde la Moringa oleifera Lamark es la méas
difundida por su alto valor nutricional, perfil de
aminoacidos, compuestos antioxidantes y contenido
mineral, lo que ha conllevado a que se le preste
especial atencion para el aprovechamiento de
propiedades nutracelticas y antioxidantes de las
hojas, mismas que poseen propiedades medicinales
(Kou et al., 2018b).

En el periodo de crecimiento se ha observado que la
mayor acumulacion de biomasa ocurre entre los 45 y
60 dias, lo que favorece la produccion de hojas
respecto a los tallos (Ledea-Rodriguez et al., 2017).
Para aprovechar las bondades de esta planta, se han
establecido  diferentes  sistemas de  manejo
agronémico en climas tropicales principalmente,
como la siembra en altas densidades, cortes en
diferentes intervalos de tiempo o empleo en diferentes
estados fenoldgicos (Foidl y Mayorga, 2003),
estrategias que conllevan paulatinamente a la pérdida
de plantas ya que la intensificacién del sistema de
cultivo propicia competencia por nutrientes, luz y
espacio vital entre las plantas (Zheng et al., 2016).

Para mitigar los efectos de las pérdidas de semillas se
han desarrollado alternativas para el cultivo en
condiciones de vivero, que han incluido sustratos sin
tierra, como el aserrin y céscaras de arroz, los cuales
proporcionan un ambiente propicio para la
germinacién de semillas y la emergencia de las
plantulas (Duarte-Aguilar y Mendieta-Araica, 2014).
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Para el crecimiento temprano de las plantulas se ha
utilizado la mezcla de sustratos (paja de arroz,
aserrin) y otros del tipo comercial, para combinarlos
con estiércol de origen animal, fertilizantes quimicos
y la combinacién de fertilizantes quimicos vy
organicos (Barrios, 2013). También se ha empleado
microorganismos, como es el caso de las bacterias
promotoras del crecimiento, las cuales promueven la
proteccion contra el ataque de patogenos y el
crecimiento (Zayed, 2012), afiadiéndole vigor vy
resistencia por los efectos hormonales y favoreciendo
la disponibilidad de nutrientes a la planta (Zebboud;
etal., 2014).

Las respuestas que muestran las plantas al ser
inoculadas con PGPB, pueden ser utilizadas para
obtener plantulas de calidad en condiciones de
invernadero e implementar sistemas de cultivos en
climas semiéridos (Villalon et al., 2016); Ede et al.,
(2015) definieron a los indicadores morfolégicos y
fisiologicos como optimos para valorar la calidad de
una plantula producida en condiciones de vivero y/o
invernadero, mientras que Toral e Iglesias (2012),
sefialaron a la respuesta agronémica, productiva e
indicadores de crecimiento como un complemento
importante entre los atributos que se deben considerar
en el proceso de evaluacion de especies arboreas.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
crecimiento, desarrollo y calidad de plantulas de
Moringa oleifera Lam inoculadas con bacterias
promotoras del crecimiento en condiciones de
invernadero.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las semillas de Moringa oleifera se colectaron en las
coordenadas LAT 240° 074547 y LON 110°
20°14.72” en el estado de Baja California Sur, La Paz,
México.

La cosecha de las semillas se realizo tres meses antes
de su uso, trasladando los frutos al laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste (CIBNOR), entre los
24°08°10.03 LN y 110°25°35.31 LO al noroeste de la
ciudad de La Paz.

Condiciones de experimentacion

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), México
(24°08°10.03 LN y 110°25°35.31 LO) en invernadero
con condiciones controladas de temperatura y
humedad. La temperatura se registr6 mediante un
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HOBO 8K Pendant, parte UA-001-08, y la humedad
relativa mediante un hidrometro digital VEE GEE.

Las variaciones de temperatura y humedad relativa se
monitorearon durante toda la experimentacion cada
seis horas para cada variable partir de las 6:00 am,
arrojando valores promedios en la madrugada,
mafiana, tarde y noche de 22.8+0.2; 22.6+0.03;
31.5+0.43 y 23.84£0.22 °C; y 66.311.44; 69.6+1.54;
70.4+1.70%, en orden.

Se prepararon cajas de plastico (58.2 x 37.3 x 13 cm)
que fueron permeabilizadas con polietileno para
mantener la humedad de las plantas. En cada caja se
colocaron 15 bolsas de polietileno (18 x 26 cm) llenas
de sustrato SOGEMIX-PGM® a base de turba de
Sphagnum de granulacién  fina, humectado
previamente durante 24 horas.

En las posteriores 24 horas del llenado de las bolsas
se aplicé riego directamente dentro de estas y a cada
caja de plastico se afadieron nueve litros de agua
corriente para garantizar la humedad del sustrato, este
procedimiento se repitio cada seis dias durante todo el
experimento disminuyendo el volumen a tres litros de
agua por cada caja de plastico, asegurando de esta
manera la humedad del sustrato durante el proceso de
crecimiento de las plantas.

Tratamientos y disefio experimental

Se definieron como tratamientos (Trat) bacterias
promotoras del crecimiento, estas se distribuyeron en
un disefio completamente aleatorio con cuatro
replicas. Se ubic6 al Bacillus niacini como
tratamiento 1 (Trat 1); Moraxella osloensis (Trat 2);
Bacillus cereus (Trat 3); Azospirillum brasilense
“Control positivo” (Trat 4) y Control absoluto “Sin
aplicacion de bacterias” (Trat 5).

Cepas bacterianas

Las cepas Bacillus niacini y Moraxella osloensis se
aislaron de suelo, Bacillus cereus de rizésfera de
albahaca en Baja California Sur (Aguilar, 2014).
Azospirillum brasiliense se obtuvo de la Coleccion
Alemana de Microorganismos (DSMZ, siglas en
aleman) (DSM 1843). Todas las cepas se encontraban
en crio preservacién en medio Agar extracto de
levadura y manitol (YMA) 0 -20 °C. La preparacién
del inéculo bacteriano se desarroll6 en el laboratorio
de Ecologia Microbiana Molecular del CIBNOR.

Preparacion de los indculos y aplicacion
El cultivo madre para cada in6culo se colocd en una

incubadora con agitacién continua a 150 rpm y 30 °C
durante 24 horas. Los conteos de UFC se realizaron
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por diluciones sucesivas hasta alcanzar para cada cepa
bacterianas 1 x 107 UFC mL™.

Se desarrollaron los calculos para mantener las UFC
en el volumen total del in6culo a aplicar, y de este se
afiadieron 25 mL en la base del tallo de cada plantula,
las aplicaciones comenzaron al observarse el 98% de
germinacion y se repitieron cada siete dias por cuatro
ocasiones dentro del ciclo de crecimiento.

Mediciones en las plantas
Variables Morfologicas

Por cada réplica correspondiente a cada tratamiento se
ubicaron quince plantas, de estas, para las mediciones
morfoldgicas, se seleccionaron de forma aleatoria
cinco por réplica antes de la aplicacion de los
inéculos, para un total de veinte plantas por cada
tratamiento.—En cada planta se midi6 la altura (cm)
(contemplada desde la base del tallo hasta la yema
apical) antes de la primera aplicacion del inéculo, y
cada cinco dias hasta completar los 45 dias.

A los 45 dias se segaron las plantas y se les cuantificd
el ndmero de hojas por planta y el grosor del tallo
medido con un vernier digital a cinco centimetros por
encima del cuello de la raiz.

Se midi6 la longitud de la raiz desde el cuello hasta la
cofia, y con los valores de longitud del tallo y de raiz
se calculd la relacion tallo/raiz. Para el célculo del
indice de robustez se integraron las variables altura de
la planta y didmetro del cuello de la raiz mediante la
ecuacion propuesta por Torres, Barberis y Lewis
(1995):
Altura de la planta (cm)

~ Diametro del cuello de la raiz (mm)

Se separaron las hojas, tallos y raiz en cada réplica
dentro de cada tratamiento y se introdujeron en una
estufa de circulacién de aire a 35 °C hasta peso
constante. El peso seco de cada fraccion se utilizé
para el calculo de indices de calidad en base a
proporcion de biomasa (PB), proporcién de hojas
(PPH), proporcion de tallos (PPT), proporcién de raiz
(PPR) segun las recomendaciones de Villar et al.,
(2004) mientras que el indice de Dickson (ID) e
indice de lignificacion (IL) se calcularon segin lo
descritos por Dickson, Leaf y Hosner (1960) y
Villal6n et al.,(2016), respectivamente, los cuales se
relacionan a continuacion:
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Biomasa aérea (BMA)
Biomasa de raiz (BMR)

Proporcién de biomasa (PB)=

Proporcion de hojas (gr'ojas) gr(_;lanta))(PPH)
Peso de hojas g

~ Peso de planta g

Proporcion de tallos (g (tallos) 8 (planta)) (PPT)
Peso de tallos gy

~ Peso de planta g

Proporcion de rafz (8 (aiz) 8 planta)) (PPR)
Peso de raiz gy,

~ Peso de planta g

Indice de Dickson (ID)
Masa seca total (g

Altura,p, Masa seca aérea
Didmetro,,,, = Peso delaraiz

gr
gr

Masa total secag,

Masa total himeday,

Indice de Lignificacién (IL) =

Variables productivas.

Rendimiento de Materia Seca (MS) de hojas y
planta integra

Los valores de peso seco de hojas y tallos se
utilizaron para determinar el porcentaje de MS segln
la siguiente ecuacion:

%MS = [(PF — PS)/PF]

Donde: PF= Peso fresco de la muestra; PS= Peso seco
de la muestra

A partir del peso fresco y las dimensiones de las
charolas (0.1225 m?) se estimé el rendimiento de
materia verde (MV) por metro cuadrado (m?), y este
valor se multiplico por el porcentaje de materia seca
(MS) correspondiente, dividiéndose entre 100 para
obtener el peso seco de la muestra (hojas y tallos),
luego se extrapolé el valor a una hectarea (10 000 m?)
y de esta manera se obtuvo el rendimiento de hojas
MS hal. El rendimiento de la planta integra se obtuvo
partir de la sumatoria de los pesos secos de hojas v
tallos.

Variables morfo fisioldgicas

Al momento del corte (45 dias) en la primera hoja
imparipinnada se considerd el largo (cm) y ancho
(promedio de la porcion de la base, media y apical)
mediante un vernier digital de 0.01 mm de precision.
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En cada tratamiento con los valores medios Yy
longitudinales de las hojas se determind el &rea de
estas y se calculo el Area Foliar (AF) mediante
ecuaciones de regresion multiple. A partir del valor
del AF se calculd: Duracién del area foliar (DAF) e
indice de area foliar (IAF) segln las consideraciones
de Hunt y Hunt (1990):

T,-T
DAF=(AF2+AF1)—( > )

_AF, + AF,

2 X (%)
Dénde: AF=Area foliar; T:= Inicio del crecimiento de
la planta T,=Al finalizar el experimento (45 dias);
S=érea del suelo cubierta.

IAF

Las medidas de la altura de la planta tomadas cada
cinco dias después de la aplicacion del primer
inéculo, se utilizaron para estimar la Tasa de
crecimiento absoluto (TCA) y Tasa de crecimiento
relativo (TCR), mediante los procedimientos descritos
por De Armas et al. (1988), y cuyas ecuaciones se
identifican a continuacién.

Ay — Ay
TCA (cm dfa~!) = (—)
T,-T,

TCR (cm cm~! dfa1) = (u)x(i)
T,=T," "A;
Donde: A=Altura; T=tiempo
Al relacionar el AF, el peso fresco de hojas, tallos,
raices y planta integra como sumatoria del peso de los

6rganos mencionados, se estimaron las siguientes
variables (Villar et al., ,2004):

Area Efectiva Foliar (AEF)(cm, s 8hojas)

_ AF(cmZ)

" Peso fresco de hojas g,

Tasa de Asimilacién Neta (TAN)(gTpjanta integra cmﬁojas dia™1)

AF(sz)

~ Peso fresco de la planta g

La Razén de Area Foliar (LRA) (8T (hoja) 8T (planta)~1

= [(AF hojas)
* Peso de hOjaS(gr))]X[(gr(hojas)
* gr(planta))]

Andlisis estadistico

Se procedio en un ANAVA unifactorial. El anélisis
estadistico de los datos se realizaron mediante el
software Statistic v 12.0, para la comprobacion de la
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normalidad de los datos se utilizd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (Massey, 1951) y para la
homogeneidad de varianza las recomendaciones de
Bartlett (1937). La comparacion de media se
desarrollé mediante la prueba de Tukey a 95% de
intervalo de confianza.

Para la altura de la planta se procedi6 en un Analisis
de Covarianza (ANACOVA), se considerd como
covariable la altura de la planta antes de la aplicacion
de los tratamientos (in6culos bacterianos) y la
variable dependiente la altura final (45 dias). El
analisis se desarroll6 segin el siguiente modelo
matematico:

Dénde: p= promedio del modelo; Ti= i-ésimo
tratamiento; b=constante del modelo; Xj=j-ésima
altura; e= error de la estimacion.

La estimacion del AF se desarroll6 a partir de
ecuaciones de regresion mdaltiple mediante el
siguiente modelo matematico:

Yi = Bo + BuXy, + BoXo, + BaXs,. . B Xy, T &
Donde:

Yi= representa AF como variable dependiente; Bo= Y-
intercepto o coordenada de origen; PBi, Bz, Bs...px=
Pendientes de la ecuacion; Xii= Representa el efecto
medio del promedio de la variable largo de hoja; Xai =
Representa el efecto medio del promedio de la
variable ancho de hoja; Xs= Representa el efecto
medio del promedio de la variable &rea de la hoja;
BiXki=Recta de regresion de Y sobre Xi, Xz, Xa......
Xk; €= Error para cada variable independiente

RESULTADOS

Se observo que los indculos bacterianos promovieron
el crecimiento respecto al control absoluto, y que el
A. brasiliense se diferencié de forma significativa
(P<0.001) del resto de los tratamientos. B. niacini fue
la cepa que menos aportes tuvo en el incremento de la
altura de la planta, pero de igual forma se diferencid
(P<0.001) del control absoluto (Tabla 1).
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En la evaluacion de la estructura de la planta (Tabla
2), se obtuvieron diferencias (P<0.001) entre los
tratamientos en el nimero de hojas y grosor de los
tallos, los menores valores los promovid el B. niacini,
estos fueron similares a los del control absoluto
(P>0.05).

El control positivo (A. brasiliense) compartié
superindices P>0.05 con los indculos bacterianos en
las variables morfoldgicas. En la acumulacion de MS
de hojas y planta integra se diferencié (P<0.001) del
B. cereus, el cual promovi6 el mayor acumulado de
MS, el control positivo y el resto de los inéculos
bacterianos no se diferenciaron del control absoluto
(P>0.05).

Para los indicadores morfo fisiologicos foliares
(Tabla 3), se observé que, todos los inoculos
estimularon el incremento del area foliar (AF), indice
de area foliar (IAF), con la consecuente duracion del
area foliar (DAF). El B. cereus fue la Unica cepa que
se diferencié (P<0.001) del control positivo (A.
brasiliense), compartiendo (P>0.05) superindices con
el resto de los tratamientos, y estos, con el control
absoluto, para las tasas de crecimiento absoluto
(TCA) vy relativo (TCR), el A. brasiliense fue el de
mayor promedio (P<0.01) respecto al control
absoluto, pero sin diferencias con el resto de los
indculos bacterianos.

No se observaron diferencias significativas (P>0.05)
para las variables Area Foliar Especifica (AFE), Tasa
de Asimilacion Neta (TAN), la razon éarea foliar
(LRA) vy proporcién de hojas, pero si para la
proporcion de tallos, arrojando los mayores valores
(P<0.01) las plantas inoculadas con cepas de A.
brasilense y B. cereus, diferenciandose del control
absoluto, mientras que, para la proporcion de raices,
fue el control absoluto quién se diferenci6 (P<0.001)
de forma mayoritaria respecto a las plantas inoculadas
con bacterias promotoras del crecimiento.

Tabla 1. Andlisis de covarianza para altura de la planta a los 45 dias de edad.

Tratamientos IAltura de +EE 2Altura de +EE Significacion de la
planta (cm) planta (cm) regresion
Bacillus niacin 51.76 2.58 51.77° 2.96
Moraxella osloensis 62.23 3.53 61.78° 2.96
Bacillus cereus 57.55 2.70 60.91° 3.02 0.001
Azospirillum brasiliense 68.70 4.06 67.17° 2.97
Control absoluto 44,94 3.76 43,54¢ 2.97

Altura de la planta® Corresponden a promedios reales.

Altura de la planta?> Corresponde a promedios con valor de ajuste de 13.1, segin ecuacion de regresion del

ANACOVA.

P<0.001 Sugiere significacion de ajuste del modelo regresion del ANACOVA.

+EE Error estandar para medias reales y ajustadas
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Tabla 2. Morfologia de hojas y tallo de plantas de M. oleifera inoculadas con bacterias promotoras del

crecimiento a los 45 dias.

Longitud  Ancho

NdUmero de : ., Rendimiento Rendimiento
Tratamientos  hojas por de _Ia medlo_de Grosor del Re_lacmn de hojas total
hoja la hoja tallo (cm)  Hoja/Tallo 1 1
planta (MS ha™) (MS ha™)
(cm) (cm)
H b
Bacillus 9.2+1.06 9.61+2.69 496078 0.32+0.05% 67.30#21.62 02200 6.25+0.034°
niacini (1.42)
b
Moraxella ) jo,»39: §76+1.73 5.16+0.84 0.35:0.06% 784122247  0-30%00 9.7+2.68%
osloensis (1.42)
Bacillus a 0.80+0.042
orels 11.85+2.30° 9.12+1.22 5.18+0.96 0.38+0.08% 59.72+15.43 (1.43) 12.9243.43°
- b
Azospirillum 1011 910 9964128 5174082 0.35:0.06% 57.89+¢8.48  0-30%00 7.17+0.37°
brasiliense 1.42
b
Control 8.68+2.22° 0.36+1.29 515098 027+0.1° 5439:3250 0-26%0.0 5.52+1.14
absoluto (1.42)
P 0.001 0.64 0.93 0.001 0.68 0.01 0.01
+EE 0.38 0.080 0.001 0.062 19.05 0.0013 1.82

a b ¢ \/alores con superindices de letras diferentes para cada columna se diferencian significativamente para P<0.05

segln Tukey

Valores entre paréntesis representan promedios transformados para \(x+1)

Al analizar la morfologia de la raiz y otros
indicadores asociados, se observaron modificaciones
por el efecto de los in6culos bacterianos y los valores
fueron poco contrastantes entre variables (Tabla 4).

Las plantas con mayor indice de robustez (P<0.01)
fueron aquellas que se inocularon con A. brasilense, y
esta compartié superindices (P>0.05) con las tratadas
con M. osloensis, pero se diferencio (P<0.01) del
resto de los tratamientos, los cuales se asemejaron
(P=0.05) al control absoluto, mientras que para el
diametro del cuello de la raiz, las plantas inoculadas
con M. osloensis y B. cereus se diferenciaron de
forma significativa (P<0.001) del control absoluto
presentando los mayores diametros, las plantas
inoculadas con B. niacini 'y A. brasilense
compartieron  superindices, pero tampoco se
diferenciaron (P>0.05) del control absoluto (Tabla 4).

El LR y GR, los resultados fueron similares para
ambas variables, el control absoluto presenté los
mayores promedios, y de este se diferenciaron
(P<0.01) las plantas inoculadas con M. osloensis y B.
cereus.

La relacion BMA/BMR o como también se
denomina, indice de proporcionalidad biométrica, los
inéculos  bacterianos  favorecieron (P<0.05) el
acumulo de biomasa aérea respecto a la radicular en
atencion al control absoluto. Las plantas inoculadas
con B. cereus superaron (P<0.05) aquellas inoculadas
con M. osloensis y A. brasiliense. En el PSR el

Control absoluto y B. niacini mostraron los mayores
valores (P<0.01) respecto al resto de los tratamientos,
para el peso fresco no se registraron diferencias
(P>0.05).

El indice de Dickson no mostré diferencias (P>0.05)
entre tratamientos, lo que sugiere uniformidad en el
contenido de MS entre la parte aérea (hojas y tallos) y
subterranea (raices), este indice mostré una tendencia
(P<0.10) en el incremento de la acumulacién de MS.
De forma similar el indice de lignificacion tampoco
mostroé diferencias promovidas por los tratamientos, y
también manifestd una tendencia al incremento de
compuestos estructurales y pérdida de agua.

DISCUSION

En el presente estudio no se empled ningln tipo de
fertilizante ni fuente nitrogenada, sin embargo, las
plantas inoculadas con A. brasiliense fueron las que
mas crecieron respecto al resto de los in6culos y
control absoluto. Camelo et al.,(2011) sefialaron que
cuando esta bacteria crece en un medio desprovisto de
fuentes nitrogenadas, promueve el crecimiento de las
plantas produciendo AIA a partir del triptéfano,
mediante la ruta del acido-3-piravico (PlyA) (Tien et
al.,1979), considerandose este mecanismo como
especifico de la bacteria, este es un resultado muy
importante para la agronomia de la Moringa en
ecosistemas semidesérticos, tal cual es la condicion
de aproximadamente el 15% de la nacién mexicana,
donde esté incluida la Peninsula de Baja California.
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Tabla 3. Comportamiento de indicadores fisiolégicos foliares y de crecimiento en plantas de M. oleifera
inoculadas con bacterias promotoras del crecimiento a los 45 dias de edad.

Bacillus

Moraxella

Bacillus

Azospirillum

Control

niacini osloensis cereus brasiliense absoluto P *EE
AF (cm?) 16.66+4.67® 17.77+4.62%° 2028+4.46° 17.16+4.01® 13.0+456° 001  1.02
IAF 1756+4.75% 18.54+4.66% 21.13+450° 17.95:4.06% 14.71#462° 0001 1.04
DAF (cm? dia™)) 1164670 22744620  4.78+4.46°  1.66+4.01® -1.57+4.56° 0001  1.02
TCA (om dia) 0.55:0.47%  0.93+0.86° 0.59+057® 1.037+1.26° 012+0.26° 001  0.001
(1.25) (1.35) (1.26) (1.35) (1.33)
) 0.0090.01%  0.014+0.012 0.009+0.01® 0.014+0.02* 0.0024¢0.01° 001  1.01
-1\%1N0-3
TCR (cm dia)*10 (1.102) (1.103) (1.101) (1.103) (1.099)
AFE (cm? gr) 024003  024+003 027005 024002 023001 057  0.03
TAN (grem?dial) 10164177 11.14#1.70 10.18+0.32 1157+0.85  13+0.75  0.108 0.22
LRA (cm? gr) 0.0960.02  0.0930.01 0.094+0.01  0.087+0.01  0.07740.00 0.24  0.001
PPH | 041:003  039:007 035004  037:001  033:001 0.8  0.001
(9rrojas) 9 (planta))
PPT | 0.36:0.08® 0.40:0.04* 044:002° 0.42+005% 026:0.07 001 0.001
(9rgaitos) 9r*(planta))
PPR 0.24+011°  021+0.04>  021+003°  0.21+0.05°  041+0.06° 0.006 0.001

(gr(raiz) grl(planta))

a.b.¢\alores de superindices con letras diferentes se diferencian significativamente para P<0.05 seglin Tukey.
NUmeros entre paréntesis corresponden a valores transformados mediante Log (x+2).

AF: Area foliar; IAF: indice de area foliar; DAF: Duracion del area foliar; TCA: Tasa de crecimiento absoluto; TCR:
Tasa de crecimiento relativo; AFE: Area foliar efectiva; TAN: Tasa de asimilacion neta; LRA: La razon de éarea
foliar; PPH: Proporcion de hojas; PPT: Proporcion de tallos; PPR: Proporcion de raices.

Dentro de las transformaciones que promueve el A.
brasilense en la planta, Romero et al.,(2014)
sefialaron que el AIA promovido y producido por esta
bacteria, ademas de promover reacciones en cadena
que se expresan en el crecimiento de la planta, al
sobrepasar las concentraciones enddgenas por el
efecto bacteriano provoca inhibicién del crecimiento.
La planta para contrarrestar este efecto acumulativo
de la hormona la redirige al floema y raiz, en esta
Gltima se mantiene como reserva, y la ubicada en el
floema, aumenta su diametro, lo que facilita mayor
incorporacion de agua en la planta incrementando el
crecimiento respecto a otras plantas, por esta
particularidad, a esta cepa bacteriana se le considera
como el in6culo ideal para plantas que crecen en
condiciones de estrés (Bashan y Dubrovsky, 1996)
por lo que es un control positivo excelente para los
experimentos presentados en este trabajo.

Una de las limitantes de plantulas de alto porte para el
trasplante en ecosistemas aridos, es su directa relacion
con un alto consumo de agua por el mayor desarrollo
foliar, por lo que se consideran plantas de baja calidad
al limitarse la supervivencia en ecosistemas aridos
(Villalon et al, 2016), sin embargo, las
transformaciones anatdmicas y estructurales que
promueve el A. brasiliense a nivel de floema y raices
suprimen esta limitante, efectos que pueden
relacionarse con los resultados obtenidos y que
favorece su aplicacién en ecosistemas adversos o de
climas extremos, condicionados por el déficit hidrico.

Zayed (2012) experimentd inoculando bacterias
promotoras del crecimiento en plantulas de M.
oleifera hasta 90 dias de edad. Obtuvo alturas por el
efecto combinado de los in6culos bacterianos y la
edad superiores a las del presente estudio, sefialando
valores de altura para plantas inoculadas con A.
brasiliense 120.80 cm; 110.80 cm en Azotobacter
chroococcum; 89.20 cm con Saccharomyces
cereviseae y para las inoculadas con Pseudomona
fluorescens alcanzaron 90.40 cm, la edad de corte
posibilité segin este autor mayor tiempo de
exposicidon a las cepas microbianas y con ello mayor
desarrollo de la planta.

Zayed op. cit. identific6 que la promocién del
crecimiento por parte del A. brasiliense y S.
fluorescens: fue por la produccion de AIA vy
citoquininas, A: chroococcum y S. cereviseae la
produccion de citoquininas y giberilinas (GAs),
donde todo parecié indicar que el suministro poli
hormonal por parte de algunas bacterias (A.
brasiliense y P. fluorescens) tiene un mejor efecto, y
por tanto, mejor respuesta en las plantas que en
aquellas donde la bacteria promueve o direcciona su
estimulo a un solo tipo de hormona, sin embargo, se
debe considerar que la respuesta en la planta se vera
influenciada por la representatividad en términos de
concentracion del tipo de hormona, y su consecuente
efecto (Zayed, 2012).
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Tabla 4. Morfologia de la raiz e indice de robustez en plantas de M. oleifera inoculadas con bacterias

promotoras del crecimiento a los 45 dias de edad.

Indicadores

Tratamientos

Bacillus

Moraxella

Bacillus

Azospirillum

Control

morfoldgicos niacini osloensis cereus brasiliense absoluto P EE
indice de Robustez  13.48+3.82° 14.87+5.60% 13.10+2.82° 17.7#513° 12.99+4.16° 001  0.79
Diametro del 0.3940.07%  042+1.08°  0.44%0.07°  040+0.08®  0.34+0.06° 0001 0.0002
cuello de raiz(cm)
gﬁ;or de laraiz 1.3140.48%  1.18+0.44"  1.25+0.23°  1.3020.26®  1.58+0.20° 0.01  0.004
'(-C?]’,]‘)g't”d delaraiz 4 oa41 119 354410 3.96+0.60°  516+150°  5.05+0.65° 0001  0.37
*Relacion 12064384  21.34:2.16" 14.85:0.61® 14.37+130°  89+148° o oo
Tallo/Raiz (cm) (3.43) (4.41) (3.82) (3.72) (2.94) : :
BMA/BMR 228+2.86%  253+055°  2.84+0.42% 2514113  0.83+0.54°  0.03  0.008
f;sz‘g:)esco de 47.7043.08 42214258  41.62+1.32 44.04+2.32  51.20+2.0 0.064 30.96
E’;rs)o secoderalz g ng1199%  4.08+14.81° 4484526  4.99+4811° 10.65+10.91* 001  1.28
ID 2274169 2264056  2.15+0.62  1.82#0.33  0.73+0.34 0204  0.80
I 0.10£0.04  0.11#0.01 0.1040.0 0.10£0.01  0.85+0.02 053  0.80

ab.c Superindices con letras diferentes se diferencian significativamente para P<0.05 segun Tukey.
*NUmeros entre paréntesis corresponden a valores transformados mediante v(x).

ID: indice de Dickson; IL: indice de Lignificacion.

La variable produccién de hojas (Tabla 2), tiene una
importancia relevante en el cultivo de la Moringa, ya
que en ellas se encuentran los principales compuestos
activos (Cuellar-Nufiez et al., 2018). Hassanein y Al-
Soqgeer (2018) en la caracterizacion de ocho
procedencias de Moringa en cuatro localidades de
Arabia Saudita, obtuvieron numero de hojas
inferiores, respecto al control absoluto del presente
estudio, el ancho (0.3-1.2 c¢cm) y largo (1-4 cm)
también resultaron inferiores. Es consecuente que, a
mayor rapidez de crecimiento, mayor demanda
energética, y por tanto, mayor desarrollo de laminas
foliares para captar suficiente energia solar y producir
compuestos osmoticamente activos que serviran,
como fuente de energia primaria en el proceso de
multiplicacién celular (Ledea-Rodriguez et al.,
2018a).

En la presente investigacion la variabilidad en
numeros de hojas y su morfologia se vinculan con
estimulos hormonales que se promueven por los
inéculos bacterianos, Jordan y Casaretto (2006)
sefialaron que la combinacion de GAs y AlA, ambas
promovidas por el A. brasiliense estimulan el
crecimiento de la planta y la produccidn de brotes a
partir de una relacion antagdnica entre ellas. Mientras
que para los Bacillus sp. la produccion de citocininas
y &cido giberélico intervienen de forma directa en la
produccion de hojas (Baset-Mia et al., 2017), a partir
de los antecedentes mencionados, se considera que
dichos efectos promovieron la produccion de hojas en
el presente estudio (Tabla 2).

Dentro del papel antagonico entre hormonas del
crecimiento se ha documentado que, la combinacion
de las citocininas con otras hormonas (auxinas)
induce la acumulacion de ciclinas (Jordan vy
Casaretto, 2006; Baset-Mia et al., 2017), estas
promueven nuevos ciclos en la célula y en la division
celular, lo que genera la formacion de nuevas
estructuras, como tallos, brotes y hojas
principalmente (Camelo et al., 2011). Se considera
entonces que, en el presente estudio se manifestaron
los fenébmenos mencionados, al coincidir las plantas
gue manifestaron un crecimiento mas acelerado con
las que presentaron significativamente mayor ndmero
de hojas (P<0.05).

La proporcién de hojas respecto a los tallos indicé ser
una particularidad de la edad de la planta vy
condiciones de experimentacién al no presentarse
diferencias entre los tratamientos (P>0.05). Los
valores indicados por Ledea-Rodriguez et al., (2018b)
en las condiciones de campo en la region oriental de
Cuba, fueron inferiores (1.4), dénde, las condiciones
en las que crecieron las plantas de la presente
experimentacion, pudieron retardar el periodo de
senescencia, referente a esto, se ha sefialado que las
ciclinas indicen o retardan el proceso de senescencia
(Camelo, Vera y Bonilla, 2011). La permanencia de
hojas en la planta en estudio incrementa de forma
relevante su valor nutricional, y que esta no se vea
afectada por el desarrollo de los tallos es un mérito
para resaltar por parte de los indculos bacterianos
considerados en la presente investigacion.
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En el grosor del tallo, los resultados que se obtuvieron
en dos acepciones de Moringa fueron superiores a los
del presente estudio, refiriéndose valores de 0.72 y
0.70 cm (Bernice et al., 2018), las diferencias pueden
estribar en las condiciones de experimentacion,
respecto a la presente investigacion.

En esta misma variable, los valores obtenidos por
Haouvang et al., (2017) al someter plantulas de M.
oleifera Lam a fertilizacién quimica, organica y sus
combinaciones oscilaron entre 0.2-0.47 cm siendo
similares a los de la presente investigacion, lo que
sugiere, que estimulos que incluyan una sobre
expresion en los ritmos de crecimiento de la planta,
traducen en mayor produccion de compuestos en la
elongacién del tallo que en su engrosamiento, lo cual
en intereses agronémicos es favorable debido al
cumulo de  compuestos  estructurales  que
condicionalmente estan presentes en este organo y
que le resta valor nutritivo a la biomasa.

El conjunto de manifestaciones morfologicas suele
tener un efecto en la productividad de la planta y
acumulacion de MS (Tabla 2). Foidl y Mayorga
(2003) para el rendimiento de MS total de la M.
oleifera se sefialaron valores de 5.067 t ha*, promedio
que resulté congruente para todos los tratamientos
excepto para el que empled B. cereus como indculo
que arrojo rendimientos de 12.92 t MS ha, valor que
se aproximo al obtenido con el empleo de densidades
de siembra de 65000 plantas ha (Zheng, Zhang y
Wu, 2016), donde el mayor valor se alcanz6 con
indculo de B. cereus con 0.8 t MS ha’, oscilando el
resto de los valores entre 0.26-0.30 t MS ha, lo que
implica una gran cantidad de agua en el tejido de las
hojas, y se relaciona con las condiciones de
experimentacion.

Es meritorio mencionar que, en plantulas de M.
oleifera, no se han referidos trabajos donde se
incluyan las variables de calidad y desarrollo foliar de
la Moringa en condiciones de vivero, siendo este el
primer reporte. Los in6culos bacterianos promovieron
el desarrollo foliar de la planta (AF, 1AF, DAF), asi
como el crecimiento (TCA y TCR) en funcién del
tiempo (Tabla 3), es un efecto esperado a partir de la
accion de grupos de hormonas, por lo cual, las
bacterias empleadas son consideradas como
promotoras del crecimiento (Barrera et al., 2014).

Las variables que describen el desarrollo foliar llegan
a explicar hasta el 80% de la variacion de las tasas de
crecimiento, mientras que variables fisiolégicas
como, la Tasa de Asimilacién Neta (TAN), La Raz6n
Aérea (LRA) y Area Foliar Efectiva (AFE), explican,
las diferencias de las tasas de crecimiento entre
especies (Villar et al., 2004).

Ledea-Rodriguez et al., 2020

La TAN describe la produccién de materia seca por la
planta a partir de los recursos de la fotosintesis y la
respiracion, indicando la eficiencia de los procesos
mencionados en el incremento de peso de la planta,
mientras que la segunda variable (LRA), fracciona la
ganancia de peso por unidad de &rea foliar, siendo la
TCR, el producto de la combinacién de TAN x LRA
cuando se considera el incremento de peso en tejidos,
y la AFE sefiala el incremento de la masa en funcion
del area foliar (Villar et al., 2004), aunque otros
criterios sobre esta Ultima variable apuntan a la
descripcion de una relacion entre el area foliar de la
planta y el potencial fotosintético y respiratorio para
la acumulacién de materia seca (MS) (Barrera, Suarez
y Luz Marina, 2014).

Ensayos que se desarrollan en condiciones de
invernadero o camaras de cultivos la disponibilidad
de iluminacion es de > 300 pmol m? s? de la
radiacion fotosintéticamente activa, por lo que la
inversion en enzimas fotosintéticas no se maximiza
(Lambers et al., 1979), cobrando mayor importancia
relativa, la morfologia y la arquitectura de la planta.
Estas podrian ser algunas consideraciones de
similitudes de valores de TAN entre tratamientos.

En condiciones de experimentacion en invernaderos
suele sobre expresarse la LRA, sin embargo, las
combinaciones de disminuida capacidad fotosintética,
abundante disponibilidad de agua y rapido
crecimiento promovido por las PGPB, propiciaron
hojas suculentas de bajos pesos especificos por
unidad de area foliar, contribuyendo a que se
manifestaran LRA entre 0.077-0.096 cm? para ganar
0.01 gr de tejido, cuando esto ocurre se deriva el
nitrégeno foliar hacia la captura de fotones.

A partir de las observaciones de las variables
fisiolégicas TAN, AFE y LRA, descritas como
fundamentales para la descripcion del crecimiento de
las plantas ( Lambers et al., 1979; Antlnez et al.,
2001; Villar et al., 2004), se considera que, las
condiciones de experimentacién y el acelerado
crecimiento por el efecto de los in6culos bacterianos,
modificaron el habito de crecimiento de las plantas y
distribucion de recursos de forma diferente entre los
organos, con funcion de captacion de luz y
asimilacién de diéxido de carbono (hojas), absorcién
de agua y nutrientes minerales (raices) y de sostén
(tallos) (Villar et al., 2004).

Para las proporciones de hojas, tallos y raices
respecto al peso de la planta, resultados publicados
sefialan valores de 0.40; 0.28 y 0.32, en orden
(Poorter y Nagel, 2000). Respecto al presente estudio
los valores se asemejan a los reflejados en el control
absoluto, significando la expresion morfologica en
respuesta a la produccion endogena de estas
hormonas, donde se puede afirmar la produccion por
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parte de los indculos bacterianos, Bacillus (Islam et
al., 2017; Aloo et al., 2019), Azospirillum (Hadas y
Okon, 1987; Zayed, 2012; Larraburu y Llorente,
2015), en la produccién de citoquininas (promotoras
de la aparicién de brotes y hojas) en las plantas
inoculadas.

Por parte de los indicadores de calidad de la planta
(Tabla 4), el indice de robustez relaciona la altura de
la planta con el grosor del tallo para definir la
fortaleza de la planta para afrontar la desecacion por
el efecto del viento al relacionarla, en su
interpretacion valores inferiores a seis sugieren
plantas robustas, mientras que valores superiores a
este, indican plantas débiles, y mientras mas alejados
sean, mas fragiles resultan ser las plantas para la
resistencia al aire, crecimiento erecto y desarrollo en
condiciones de campo (Garcia, 2018a), mientras que
otras consideraciones sugieren que una planta de
buena calidad presentan elevados valores en el
diametro del cuello de la raiz y bajos coeficientes de
indice de robustez (Garcia y Mora, 2016), este
aspecto solo se cumple si existe la intensién de
trasplante.

El desarrollo radicular de la planta, ademéas de las
caracteristicas del sustrato, que para el presente
estudio no fue una limitante, refleja la capacidad de
almacenamiento de energia por parte de las plantas, y
que, en caso de una desproporcidn, la planta corre el
riesgo de no sobrevivir. Para un sistema de
policultivo en condiciones de vivero que incluia M.
oleifera; L. leucocephala y Cajanus cajan, Noguera-
Talavera et al., (2014) observaron longitudes de
raices de 19.7 cm; 23.8 y 27.1 cm, en orden,;
promedios superiores a las sefialados en la tabla 4, por
haber empleado una edad de cultivo superior a la del
presente estudio, sin embargo, para el grosor de la
raiz, los valores reflejados fueron de 1.17; 0.4 y 0.2
cm, respectivamente, notablemente inferiores a los
obtenidos en la presente investigacion que oscilo
entre 1.18-1.58 cm (Tabla 4). Las diferencias pueden
estribar en el sustrato empleado en cada estudio,
Noguera-Talavera op. cit. utilizaron suelo y en el
presente estudio sustrato para germinacion, donde los
nivel de compactacion, por los efectos del riego y
tiempo de experimentacion, pudieron influir en un
mejor desarrollo del sistema radicular, respecto a lo
comentado y en consideracién al presente estudio, los
resultados sugieren que, los efectos combinados de
cargas hormonales estimuladas por las bacterias en
estudio limitaron el desarrollo de las raices debido a
la produccion de etileno, fendmeno que ha sido
descrito por Jordan y Casaretto (2006) y Camelo et
al., (2011).

Para la relacién tallo/raiz, las plantas inoculadas con
bacterias desarrollaron tallos méas largos y raices mas
cortas respecto a las plantas consideradas como
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control absoluto, en el cual, la longitud de la raiz fue
mayor y los tallos més cortos, Se evidencié que los
efectos de las cepas bacterianas provocaron un mayor
crecimiento de los tallos respecto a las raices, en
consideracién Romero et al., (2014) sentenciaron que
cuando las raices, por sus caracteristicas morfolégicas
se caracterizan por una deficiente absorcion de
nutrientes y agua y no provean la energia suficiente a
la planta, entonces se generaran tallos cortos y plantas
débiles, aspecto descartado en la presente
investigacion.

En la relacion BMA/MBR se observa de mejor forma
la implicacion de tallos largos con raices cortas, pero
en su expresion en base seca, ya que relaciona la
biomasa aérea seca (peso seco de hojas y tallos) con
la biomasa seca de las raices. Las plantas inoculadas
tuvieron una proporcion mas cercana a lo aceptable
considerada entre 1.5-2.5 (Noda-Leyva et al., 2015),
mientras que el control absoluto se alej6 de este valor,
lo que significa que hubo mayor proporcién de
biomasa aérea respecto a la de raices. Para M. oleifera
se refieren indices de 1.8 (Noguera-Talavera et al.,
2014), sin embargo, es de interés para la presente
investigacion obtener una mayor proporcion de
biomasa aérea respecto a la radicular.

Todos los inbculos bacterianos promovieron el
crecimiento de la planta y de su area foliar, pero no el
de las raices, Jordan y Casaretto, (2006) mencionaron
gue cuando existen sinergismos entre hormonas se
limita la produccién de etileno por parte de la planta,
al respecto Camelo et al., (2011) afirmaron que el uso
de PGPB disminuyen y en algunos casos inhiben la
produccion de etileno en la planta debido a la
intervencion de otras hormonas potenciadas por la
accion bacteriana.

Dentro de los indicadores de calidad, el indice de
Dickson constituye uno de los criterios mas
utilizados, expresando el equilibrio en la distribucion
de la masa y la robustez de la planta. Los valores
obtenidos por Aparecida-Rodriguez et al., (2016)
(3.8-4.44) en la evaluacidn de diferentes proporciones
de sustratos organicos con fibra de coco verde en M.
oleifera Lam., y los referidos por Villalén-Mendoza
et al., (2016) (5.0-8.0) en Quercus canby Trel. fueron
superiores a los del presente estudio, no asi los
promedios sefialados por Nascimento de Almeida et
al., (2019) en Moringa oleifera Lam. en diferentes
sustratos, los cuales estuvieron muy cercanos a 0.2,
definido como el valor bajo permisible para este
indice, atendiendo a este valor, las plantulas obtenidas
en el presente estudio fueron de calidad que, a pesar
de no presentarse diferencias respecto al control
absoluto, si se observan en las plantas inoculadas
valores numéricos muy interesantes, respecto al
control absoluto (Tabla 5).
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Se debe considerar que la variabilidad en los valores
en el indice de calidad de Dickson va a estar sujeta a
varios factores, entre ellos, la especie con que se
trabaje, el manejo de las plantulas en el vivero, tipo y
proporcién del sustrato, volumen del contenedor vy,
principalmente, la edad de la plantula en que los
cambios fueron evaluados (Pereira-Oliveira et al.,
2017), por lo que, diferencia con otros estudios solo
deberian ubicarse en consideraciones de los autores
acerca de su resultado, sin enfatizar una discusion
basada en las diferencias numéricas, considerandose
ademas que el indice de Dickson es un valor
preconcebido para considerar la calidad de las
plantulas, donde 0.2 es el minimo permisible
independientemente de las  condiciones de
experimentacion, argumento a considerar para
establecer una discusion respecto a resultados de
otros autores.

CONCLUSIONES

Los inéculos bacterianos promovieron modificaciones
morfolégicas en las plantas que favorecieron el
crecimiento, la cantidad de hojas y la proporcion de
biomasa aérea respecto a la raiz, pero en poca medida
en la acumulacién de MS. Estos atributos
agrondémicos indican la efectividad de los in6culos
bacterianos en la produccion de biomasa aérea,
indicador de interés en los sistemas de cultivos de la
Moringa, mientras que los indices de calidad (LRA,
PPH y AFE) no se favorecieron, el indice de Dickson
sefiald la calidad de las plantas obtenidas mediante la
inoculacién con PGPB.
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