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RESUMEN

En el estudio se evaluod el efecto de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(RPCV) inoculadas en dos asociaciones forrajeras: Brachiaria decumbens + Clitoria
ternatea y Brahiaria hibrido cv. Mulato + Clitoria ternatea. El experimento se realiz6 en
la finca experimental “La Maria”, de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo en la
provincia de Los Rios-Ecuador. Utilizando el método destructivo, a los 45 y 60 dias luego
del trasplante y la inoculacion de RCPV, en las especies vegetales de cada asociacion se
evalu6 la longitud de raices (cm), peso fresco de raices y biomasa aérea (g/planta). La
composicion quimica (proteina, grasa, ceniza y fibra) de las variedades de Brachiaria se
determind empleando los métodos propuesto por la asociacion de quimicos analiticos
oficiales (AOAC por sus siglas en ingles). Se realiz6 un anélisis de varianza y
comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey (p < 0,05). EI mayor peso forrajero
de los pastos se obtuvo a los 60 después de la siembra. Los inoculantes P. fluorescens y
A. vinelandii fueron los que promovieron con mayor eficacia la elongacion celular y
composicion quimica de los pastos. EI mayor peso forrajero de C. ternatea se obtuvo a
los 60 dias después de la siembra recayendo en el inoculante A. vinelandii sobre las

distintas asociaciones.

Ciencia Latina Revista Cientifica Multidisciplinar, Ciudad de México, México.
ISSN 2707-2207 / ISSN 2707-2215 (en linea), marzo-abril, 2021, Volumen 5, Numero 2.
https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v5i2.423 p. 2134



https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v5i2.423
mailto:halomessu1419@hotmail.com

Espinales Suarez, Pincay Ganchozo y Luna-Murillo

Palabras claves: Gramineas, leguminosa, microorganismos, estados fenoldgicos,

bromatologia.
Plant growth promoting rhizobacteria inoculated into two forage
associations: Brachiaria decumbens + Clitoria ternatea and Brahiaria

hibrido cv. Mulato + Clitoria ternatea

ABSTRACT

The study evaluated the effect of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)
inoculated in two forage associations: Brachiaria decumbens + Clitoria ternatea and
Brahiaria hybrid cv. Mulatto + Clitoria ternatea. The experiment was carried out in the
experimental farm "La Maria", of the State Technical University of Quevedo in the
province of Los Rios-Ecuador. Using the destructive method, at 45 and 60 days after
transplantation and inoculation of PGPR, in the plant species of each association, the
length of roots (cm), fresh weight of roots and aerial biomass (g / plant) were evaluated.
The chemical composition (protein, fat, ash and fiber) of the Brachiaria varieties was
determined using the methods proposed by the association of official analytical chemists
(AOAC). An analysis of variance and comparison of means were performed using the
Tukey test (p <0.05). The highest forage weight of the pastures was obtained at 60 after
sowing. The inoculants P. fluorescens and A. vinelandii were the ones that most
effectively promoted cell elongation and pasture chemical composition. The highest
forage weight of C. ternatea was obtained 60 days after sowing, with the inoculant A.
vinelandii falling on the different associations.
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INTRODUCCION

La poblacion viene creciendo y seguira aumentado en un estado rapido asi que la demanda
de necesidades basicas como la alimentacion debe aumentar, para satisfacer dichas
necesidades se debe potencializar el sector agropecuario (Luna et al., 2017). Donde hoy
en dia los rendimientos agricolas aumentan con la aplicacion de fertilizantes y pesticidas
sintéticos que son responsables del deterioro de los recursos naturales. En Ecuador, esta
problematica ha inducido cambios bruscos de temperatura y precipitaciones afectando la
produccién de alimentos para el consumo local y exportacion, particularmente en los
trépicos ha generado disminucion en la productividad de alimento forrajero para la
alimentacion de animales mono Yy poligastricos, lo que en conjunto promueve a que se
incremente las cifras de ciudadanos amenazados por el hambre (Ministerio del Ambiente,
2012). Reducir los impactos ambientales negativos por fertilizantes nitrogenados, es un
importante impulsador para buscar el uso més eficiente de esta critica agronomica
(Hawkesford, 2014).

Segun, Yadav et al. (2019) los sistemas tradicionales de produccion pecuaria basados en
monocultivos de pasto tienden a agotar los recursos naturales en un proceso de
degradacion continua, donde la alternativa son los sistemas silvopastoriles que es un
prototipo de agroforesteria con un componente ganadero y se caracterizan por ser una
produccion mas limpia que proporciona cuatro beneficios ambientales principales: el
secuestro de carbono y la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero, la
conservacion de la biodiversidad, el enriquecimiento del suelo y la mejora de la calidad
del aire y del agua.

Mientras tanto, Moreno et al. (2018) indicaron que la agricultura moderna enfrenta
nuevos desafios, basados en mejorar los rendimientos agricolas impulsando el desarrollo
sostenible para reducir al minimo los impactos dafiinos sobre el ambiente, donde mejorar
la produccién sin el uso de fertilizantes de origen sintético, ha orientado las
investigaciones hacia el desarrollo de nuevas biotecnologias provocando que exista un
interés creciente en los microorganismos benéficos del suelo, ya que éstos pueden
promover el crecimiento de las plantas y en algunos casos evitar infecciones del tejido
vegetal por patdgenos, como es el caso de las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV). El area agropecuaria en Ecuador es de 5,30 millones de hectareas, donde
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el 45,10 % se encuentra ocupada por pastizales (INEC, 2019). Asu vez, Jarma et al.
(2012) describieron que en los tropicos de América Latina y el Caribe se han introducido
especies de gramineas mejoradas del género Brachiaria, pasturas con resistencia a
factores abioticos adversos como sequias e inundaciones, también llegan a mitigar la
reduccion de gases de efecto invernadero. Sin embargo, en los tropicos del Ecuador se
desconoce las caracteristicas agro-productivas de Brachiaria spp asociadas con
leguminosas y fertilizadas con enmiendas bioldgicas. En este sentido, generar
conocimiento sobre el buen manejo de los recursos naturales, contribuye a producir
productos agropecuarios eco-eficientes.

Teniendo en cuenta a lo anterior, en el presente estudio se plante6 como objetivo evaluar
los efectos de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal inoculadas en dos
asociaciones forrajeras: Brachiaria decumbens + Clitoria ternatea y Brahiaria hibrido
cv. Mulato + Clitoria ternatea.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en la finca experimental “La Maria”, de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), ubicada en el km 7 de la Via Quevedo
- El Empalme, situada geograficamente a 01° 06’ de latitud Sur y 79° 29’ de longitud
Oeste. A una altura de 73 metros sobre el nivel del mar. La localidad presenta un clima
tropical himedo, con precipitacion de 2229,60 mm/afio. Temperatura promedio anual de
24,83 °C; humedad relativa 86%.

En el presente estudio se evalud las asociaciones de B. hibrido + Clitoria ternatea y B.
decumbens + Clitoria ternatea inoculadas con Azotobacter beijerinckii; Azotobacter
chroococum; Azotobacter Vinelandii; Pseudomonas fluorescens, también se llevo a cabo
el protocolo sin inoculante para las dos asociaciones, donde las unidades experimentales
estuvieron constituidas por las plantas sembradas en macetas de 45 kg al 100 % de su
capacidad, las cuales se les fijo fechas de cosechas que fueron a los 45 y 60 dias después
de la siembra (DDS). En las tres especies forrajeras se evalu6 la longitud de raices (cm),
peso fresco de raices y biomasa aérea (g/planta). Tanto a los 45 y 60 DDS se enviaron
muestra del area foliar de los pastos al laboratorio de andlisis quimico y agropecuario
(AGROLAB), Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador, en donde se determind
humedad, proteina, grasa, cenizay fibra. Empleando los métodos propuesto por la AOAC
(2016).
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Para determinar el crecimiento radicular se utilizd un flexometro en todas las edades,
desde la base del tallo hasta el tope de la raiz. En la variable peso fresco de raices se
calculo considerando el peso de las unidades experimentales que fueron pesados después
de haber lavadas y extraido toda la tierra. El peso de la biomasa forrajera se lo efectu6 a
los 45 y 60 DDS, pesando individualmente el follaje de cada especie forrajera.

Se utilizo un disefio completamente al azar con arreglo factorial: factor A (B. hibrido +
Clitoria ternatea y B. decumbens + Clitoria ternatea), B (inoculantes bacterianos) y C
(dias después de la siembra), la unién de estos tres factores fueron los tratamientos. Se
efectuaron tres replicas por tratamiento. Se empleo un analisis de varianza y comparacion
de medias utilizando la prueba de Tukey (p <0,05). Para los analisis estadisticos se utiliz6
el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2019).

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre la asociacion de Clitoria ternatea con RPCV (Figura 1). El sistema de raiz de
Clitoria ternatea mostro interaccion simbiotica con las especies bacterianas durante los
45 y 60 dias después de la siembra respectivamente. También cabe de sefialar que las
especies bacterianas de A. chroococum y A. beijerinckii, promovieron homogéneamente
el crecimiento radicular en el intercalo de Clitoria ternatea + B. decumbens tanto los 45
y 60 DDS, en comparacion a las demdas especies bacterianas que estimularon el
crecimiento radicular de manera diferenciada para los diferentes intercalo de Clitoria
ternatea con Brachiaria spp, obteniendo el menor y mayor promedio a los 45 y 60 DDS
respectivamente. Este fendmeno pudo deberse a que los inoculantes A. chroococum y A.
beijerinckii presentaron un rango limitado de la colonizacion radicular, el cual fue
inducido por la composicion de la espermdsfera y competencia de la rizosfera, esto
atribuyo a que se interrumpa la funcién bioldgica de estas especies bacterianas, en efecto
produjo que se estimule el crecimiento radicular de manera homogénea durante todo el
ciclo vegetativo de Clitoria ternatea asociada con B. decumbens. Al respecto, tener una
optima fito-estimluacion y biofertilizacion sobre los cultivos por RPCV, se contempla a
la interaccion adecuada entre planta-microorganismo por todos los mecanismos posibles.
Por otra parte, Noumavo et al. (2016) sefialaron que los componentes esenciales para que
las bacterias endofitas colonicen el sistema radicular, esta ligado a la capacidad de las
bacterias en sobrevivir después de la inoculacién, esto se refiere a que las bacterias

puedan resistir o tolerar el ambiente de la espermdsfera para poder llegar a fijarse en la
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superficie de las primeras raices, y asi colonizar todo el sistema radicular y de esta manera
llegar a tener més actividad biol6gica en la rizosfera. Por su parte, Moreno et al. (2018)
describieron en su trabajo que ciertas bacterias enddgenas toleran factores bidticos y
abioticos, esto les otorga que amplien la masa poblacional y obtengan mayor interaccion
con las raices de los cultivos. En este sentido, Zamora-Olivo et al. (2013) inocularon
Rhizophagus intraradices y Azospirillum brasilense en plantas de C. ternatea y B.
brizantha en condiciones de tropico humedo, suelo acrisoles, con textura franco arcillosa,
pH é&cido de 4,5 encontrando que las especies introducidas llegaron a tolerar factores
bioticos y abitticos lo que provoco a estimular eficientemente las caracteristicas morfo-
boténica de las dos especies forrajeras.

Figura 1. Longitud de raiz (cm) de Clitoria ternatea en la asociacion con Brachiaria spp
e inoculada con especies bacterianas del género Azotobacter y Pseudomonas, medias
con una letra coman no son significativamente diferentes (Tukey p > 0,05).
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En el estudio sobre las raices de las gramineas forrajeras (Figura 2), el mayor crecimiento
radicular se obtuvo en la asociacion pasto mulato + Clitoria ternatea a los 60 DDS en el
inoculante P. fluorecens, con 64,33 cm respectivamente. También se observd en la
presente asociacion a los 45 dias DDS el mayor crecimiento sin inoculante con valores
de 33,17 cm, respectivamente. De la misma forma, la asociacion B. decumbens + Clitoria
ternatea reflejo el mayor crecimiento sin inoculante con 47,00 cm pero a los 60 DDS,
mientras que a los 45 DDS se reflejo el mejor crecimiento en el inoculante A. chroococum
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con 30,33 cm respectivamente. En los estudios realizados por, Lozano-Contreras et al.
(2013) sobre el crecimiento de plantulas de Brachiaria brizantha en respuesta a la
aplicacion de hongos micorrizogenos y bacterias diazotroficas, estos autores no
evidenciaron diferencia estadistica (P< 0,05) en el crecimiento radical por inoculante.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Garrido et al. (2010), donde
describieron que los géneros de bacterias diazotréficas pueden hacer diferir el crecimiento
de las gramineas forrajeras, debido a la diferente carga genéticas o etapas fenotipicas de
las plantas.

Figura 2. Longitud raiz (cm) de Brachiaria spp en la asociacion con Clitoria ternatea e
inoculadas con especies bacterianas del género Azotobacter y Pseudomonas, medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey p > 0,05).
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Sobre el peso de raiz leguminosa aumentado por RPCV, el mayor peso de raiz recae
sobre la intercalacion de B. decumbens + C. ternatea, en el inoculante A. vinelandii
con 10,87 g respectivamente a los 60 DDS (Figura 3), también se observo un peso
homogéneo en esta asociacion de tal modo como en la longitud raiz leguminosa (figura
1), cual fue producido por el mismo inoculante A. beijerinckii , también siendo esta
especie bacteriana producto de aumentar a los 45 DDS el mayor peso de la raiz. Respecto
a la asociacién B. hibrido + Clitoria ternatea se reflej6 un peso homogéneo en el
inoculante A. chroococum durante todo el ciclo vegetativo en relacién que sin inoculante

recae el mayor peso con 3,30 g a los 60 DDS, respectivamente. Los biofertilizantes A.
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beijerinckii y A. chroococum no produjeron un efecto positivo sobre el desarrollo celular
del sistema raiz, esto se lo traduce a la falta de adaptabilidad de estos microorganismos
sobre las condiciones edafoclimaticas en las cuales se realizo6 el presente estudio. Lopez
et al. (2011) realizaron estudios sobre el crecimiento de C. ternatea en el Valle del Cauto-
Cuba, donde evidenciaron que ciertas bacterias diazotroficas tienen problemas de
adaptabilidad en el ambiente, estos autores también recalcan que la cepa bacteriana que
mejor se adapte producird un efecto positivo sobre el crecimiento de Clitoria ternatea.
Por otra parte, Jamil et al. (2018) recalcaron que las condiciones ambientales influyen
sobre los fitoconstituyentes de C. ternatea, tales como la sequia que conducird a la
deshidratacién celular, lo que causara estrés osmotico y la eliminacion del agua en las
vacuolas asi perdiéndose la turgencia celular.

Figura 3. Peso raiz (g/planta) de Clitoria ternatea en la asociacion con Brachiaria spp
e inoculadas con especies bacterianas del género Azotobacter y Pseudomonas, medias
con una letra comdn no son significativamente diferentes (Tukey p > 0,05).
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El mayor peso radicular de las gramineas forrajeras se obtuvo a los 60 DDS (Figura 4).
Respecto a las interacciones Brachiaria spp + Clitoria ternatea por inoculante, en lo que
fue la asociacion B. decumbens + C. ternatea en los inoculante A. beijerinckii y A.
chroococum recae los mejores pesos de raiz con (43,88 y 102,52 cm) a los (45 y 60 DDS
respectivamente). En la asociacién B. hibrido + Clitoria ternatea, con el inoculante A.

chroococum se presentd un peso homogéneo por todo el ciclo vegetativo del cultivo.
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Lopes et al. (2017) evaluaron los efectos de la luz y las rizobacterias en el crecimiento
Brachiaria brizantha, donde obtuvieron la mayor masa radical en plantas bajo sombra y
con inoculo. Segun, Oliveiraet al. (2018) B. decumbens interactta con diferentes géneros
de bacterias diazotroficas donde el 100 % de géneros bacterianos un 70 % tienen la
capacidad de solubilizar fésforo, el 30% producen celulasa y amilasa, el 60% produce
pectato liasa, el 15% produce poligalacturonasa también presenta sintesis de auxina,
especialmente acido indolacético, las cuales promueven el crecimiento de raices
secundarias, terciarias, cuaternarias por tanto las plantas absorberan mayor cantidad de
agua y nutrientes (Li et al., 2016).

Figura 4. Peso radicular (g/planta) de Brachiaria spp en la asociacion con Clitoria
ternatea e inoculada con rizobacterias del género Azotobacter y Pseudomonas, medias

con una letra coman no son significativamente diferentes (Tukey p > 0,05).
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El mayor peso forrajero de C. ternatea se obtuvo a los 60 DDS recayendo en el inoculante
A. vinelandii sobre las distintas asociaciones (Figura 5). Romero et al. (2013) evaluaron
el rendimiento y calidad de la Clitoria ternatea en relacion con la edad, donde observaron
de igual forma el mayor contenido de biomasa a los 60 dias de rebrote. Resultados que
concuerdan con lo descrito por Ramirez et al. (2010), quienes describen que la tasa de
produccién de hojas puede variar en cualquier etapa fenotipica, en efecto esto produce
variacion sobre la biomasa foliar. Segun, el coeficiente de correlacion existié una estrecha
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relacion entre la biomasa forrajera y peso radical por inoculante, tanto para la asociacion
de B. decumbens + Clitoria ternatea y B. hibrido + Clitoria ternatea.

Figura 5. Biomasa aérea (g/planta) de Clitoria ternatea con la asociacion de Brachiaria
decumbens y Brachiaria hibrido Mulato e inoculada con rizobacterias del género
Azotobacter y Pseudomonas, medias con una letra comdn no son significativamente

diferentes (Tukey p > 0,05).
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El mayor peso forrajero de los pastos se obtuvo a los 60 DDS (Figura 6), el cual recae
en los inoculantes de A. chroococum y P. fluorescens con valores de 81,10 y 165,63 g
respectivamente para B. decumbens y B. hibrido, también se visualizé que a los 45 DDS
en el inoculante P. fluorescens se obtuvo el mayor peso forrajero, tanto para las dos
asociaciones. Mientras tanto, Lopes et al. (2018) evaluaron el efecto de Pseudomonas
fluorescens y Burkholderia pyrrocinia sobre el pasto Brachiaria brizantha, de igual
manera obtuvieron la mayor biomasa forrajera en Pseudomonas fluorescens la cual
reflejo 227% en relacion a Burkholderia pyrrocinia que obtuvo 95%. En forma general
se observé que la parte area obtuvo una gran analogia con los sistemas radiculares. Sin
embargo, Maleko et al. (2019) indican que las especies forrajeras concretamente las de la
familia graminea manifiestan diferentes cambios morfo-botanicos, especificamente estas

no presentan rasgos uniformes si no variados entre la parte aérea y raices. Por otra parte,
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Martin et al. (2018) evidenciaron variabilidad en la morfo-anatomia de Brachiaria spp,
debido a factores bioticos y abidticos.

Figura 6. Biomasa aérea (g/planta) de Brachiaria spp asociadas con Clitoria ternatea e
inoculadas con rizobacterias del género Azotobacter y Pseudomonas, medias con una

letra comun no son significativamente diferentes (Tukey p > 0,05).
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Tratamientos
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En la tabla 1 se observa la composicién quimica de las pasturas. EI mayor porcentaje de
materia seca se obtuvo a los 45 DDS en el pasto mulato con el inoculante A. Chroococum
reflejando valores de 66,71% respectivamente, la misma graminea produjo la mayor
cantidad de proteina y fibra con (15,70 y 43,20 %) en el inoculante A. beijerinckii a los
(45 'y 60 DDS respectivamente). El pasto mulato de igual modo sobresale en el contenido
de ceniza con 12,33% influenciado por P. fluorescens a los 45 DDS respectivamente. En
los estudios realizado por, Balseca et al. (2015) encontraron el mayor contenido de PC en
B. decumbens y el mayor valor de FC en B. hibrido cv. Mulato Il con (9,1 y 45,4 %
respectivamente). Canchila et al. (2009) evaluaron en monocultivo la composicion
bromatoldgica de 24 accesiones de Brachiaria spp, donde reportaron porcentajes de
cenizas con (5,5 y 9,0%) en (B. humidicola CIAT-26427 y B. hibrido CIAT-1873
respectivamente), contenido de materia seca en un rango de (23,4 a 25,7%), los valores
mas bajos recayeron en (B. ruziziensis CIAT-26180 y B. brizantha CIAT-16212) y los
mas altos sobre (B. brizantha CIAT-16467 y CIAT-16488), en proteina encontraron
valores que fluctuaron de (5,8 a 7,5%) los menores valores se reflejaron en B. humidicola
CIAT 26159 y los mayores se obtuvieron en B. brizantha CIAT 26124 y CIAT 6387.
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Resultados que son diferentes a los de nuestros estudios. Estos autores también refieren
que el contenido celular esta relacionado con la variabilidad de climas y edad de corte de
los pastos, manejo agrondmico Yy actividad bioldgica en la rizosfera donde especies de
microorganismo benéfico son adherentes a cada especie forrajera, esto conlleva a que la

planta tenga variabilidad en cada reaccion bioquimica que realice.

Tabla 1. Composicion quimica de Brachiaria spp en la asociacion con Clitoria ternatea
e inoculada con rizobacterias del género Azotobacter y Pseudomonas.

MS Proteina Ceniza Fibra

Pasto Inoculante Edad (%) (%) (%) (%)
A. Chroococum 45 64,81 7,23 6,63 36,10
60 36,64 14,37 8,81 37,40
A. Vinelandii 45 62,87 10,00 7,28 30,30
Brachiaria 60 28,78 9,37 7,62 33,30
decumbens A. beijerinckii 45 58,56 12,50 6,94 32,90
60 36,90 10,00 9,09 40,10
P. fluorescens 45 54,73 13,20 6,63 32,30
60 38,05 8,12 10,07 32,40
testigo 45 65,71 4,85 8,96 26,30
60 40,14 8,12 7,30 30,90
A. Chroococum 45 66,71 5,70 7,06 40,50
60 53,04 4,37 9,53 42,20
A. vinelandii 45 53,28 5,70 10,00 34,80
Brachiaria 60 52,01 5,62 9,23 42,10
hibrido A. beijerinckii 45 50,13 15,70 10,11 35,10
60 58,85 3,75 6,89 43,20
P. fluorescens 45 36,54 5,00 12,33 27,40
60 42,97 7,50 9,20 41,60
testigo 45 51,73 5,70 8,99 36,10
60 47,77 6,87 8,42 42,10

CONCLUSION

Las especies bacterianas estudiadas presentaron selectividad de hospedero. La mayor
biomasa aérea de B. decumbens y B. hibrdido en asociacion con C. ternatea e inoculadas
con rizobacterias se obtuvo a los 60 DDS. Los inoculantes P. fluorescens y A. vinelandii
fueron los que promovieron con mayor eficacia la elongacion celular y composicién
quimica de los pastos. EI mayor peso de forraje de C. ternatea se obtuvo a los 60 dias
después de la siembra recayendo en el inoculante A. vinelandii sobre las distintas

asociaciones.
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