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RESUMEN: El experimento se realizó en 
la ciudad de Córdoba, Veracruz; usan-
do cepas nativas de  Rhizobium sp. y 
Azospirillum sp., inoculadas en semi-
llas de chayote en cinco tratamientos: 
Rhiz (Rhizobium 107 UFC/mL); Test-Rhiz 
(caldo YMA sin inocular); Azos  (Azos-
pirillum 107 UFC/mL); Test-Azos (caldo 
NFB sin inocular) y Rhiz-Azos (Rhizo-
bium–Azospirillum). Durante 90 días, se 
evaluó el área foliar (AF), velocidad de 
crecimiento (VC), contenido de bioma-
sa; así como la concentración de NH4+, 
clorofila, ácido indolacético (AIA) y pro-
teína.

Los resultados indican que Rhizobium 
incrementa el desarrollo radicular en 
13%, la concentración de NH4+ en 76% y 
de AIA en 115%. Por otro lado, la cepa 
de Azospirillum favorece el desarrollo 
foliar y el contenido de clorofila (15-
70%). Cabe resaltar que la inoculación 
simultánea con estas dos bacterias, 
manifiesta un efecto sinérgico positivo 
en la planta de chayote. En virtud de los 
resultados, es factible la creación un 
biofertilizante con estas bacterias, para 
ser usado en el cultivo de chayote con 
beneficios sustentables.

PALABRAS CLAVE: AIA, Azospirillum, 
Biofertilizantes, Chayote, Clorofila, Cre-
cimiento, NFB, PGPR, Rhizobium.

ABSTRACT: The experiment was carried out in the city of 
Córdoba, Veracruz; using native strains of Rhizobium sp. 
and Azospirillum sp., inoculated in chayote seeds in five 
treatments: Rhiz (Rhizobium 107 CFU/mL); Test-Rhiz (YMA 
broth without inoculation); Azos (Azospirillum 107 CFU/mL); 
Test-Azos (NFB broth without inoculation) and Rhiz-Azos 
(Rhizobium–Azospirillum). During 90 days, leaf area (AF), 
growth rate (VC), biomass content were evaluated; as well 
as the concentration of NH4+, chlorophyll, indoleacetic acid 
(IAA) and protein.

The results indicate that Rhizobium increases root develop-
ment by 13%, the concentration of NH4+ by 76% and IAA by 
115%. On the other hand, the Azospirillum strain favors fo-
liar development and chlorophyll content (15-70%). It should 
be noted that the simultaneous inoculation with these two 
bacteria shows a positive synergistic effect on the chayote 
plant. Based on the results, it is feasible to create a biofer-
tilizer with these bacteria, to be used in chayote cultivation 
with sustainable benefits.

KEYWORDS: Azospirillum, biofertilizers, chayote, chloro-
phyll, growth, IAA, NFB, PGPR, Rhizobium.

INTRODUCCIÓN
Actualmente es de suma importancia identificar tecnologías que 
funcionen como una alternativa viable, dentro de un régimen sus-
tentable y sostenible. Ya que algunas prácticas agrícolas comu-
nes como el uso irracional de agroquímicos, han incrementado 
los problemas de salud, generan altos costos en la producción y 
el deterioro en los suelos. 

En este sentido, los biofertilizantes o inoculantes microbianos se 
han descrito como preparados de microorganismos y  consi-
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derados como “biotecnologías apropiadas”; dado que, 
son capaces de contribuir al desarrollo sostenible de la 
agricultura. Además proveen beneficios tangibles a los 
productores puesto que pueden sustituir de forma par-
cial o total la fertilización sintética [2] [38]. México es un 
ejemplo del impacto positivo del uso de biofertilizantes 
en los años 70´s y 80´s [5].

En este contexto, los agentes microbianos usados para 
la creación de estas biotecnologías se clasifican de 
acuerdo a los  benéficos que generan en los cultivos. 
Por un lado, están las Rizobacterias Promotoras  del 
Crecimiento Vegetal o también llamadas PGPR (por sus 
siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria). 
Por otra parte, se encuentran las bacterias que fijan bio-
lógicamente el nitrógeno atmosférico, conocidas con las 
siglas FBN (Fixation Biology of Nitrogen). 

Las PGPR al ser aplicadas a los cultivos, cuentan con 
mecanismos de acción muy variados, sus beneficios es-
tán relacionados con varios procesos fisiológicos y se 
clasifican en mecanismos directos e indirectos [3] [11] 
[32] [37] [38]. 

Los mecanismos directos: son aquellos procesos donde 
los metabolitos sintetizados por las bacterias son regula-
dores de crecimiento; por ejemplo, la producción de fi-
tohormonas; o también, aquellos que intervienen directa-
mente en la absorción de Nitrógeno y en la solubilización 
de nutrientes como el Cobre, el Fierro o el Fósforo [5] [6] 
[11] [33] [35] [44]. En cambio, los mecanismos indirectos: 
son aquellos que contribuyen en la inducción de la re-
sistencia sistémica a fitopatógenos; como la producción 
de antibióticos [42], sideróforos [3], enzimas líticas como 
glucanasas y quitinasas [39],  incluso son capaces de in-
crementar la tolerancia al estrés biótico y abiótico [3]. 

En consecuencia es factible su uso como parte primor-
dial en la formulación de los biofertilizantes; no obstante, 
es importante elegir los microorganismos más adecua-
dos con base en su capacidad para penetrar y estable-
cerse en los tejidos vegetales. 

En el grupo de las PGPR y NFB, destacan los microorga-
nismos de los géneros Azospirillum sp., Azotobacter sp., 
Bacillus sp., Beijerinckia sp. y Klebsiella sp., que son ca-
talogados como organismos de vida libre [5] [3]; por otro 
lado, están los agentes microbianos que poseen la ca-
pacidad de formar relaciones asociativas o simbióticas 
con las plantas y generar la formación de nódulos radi-
culares. En este grupo destacan los géneros Rhizobium 
sp., Azorhizobium sp.,  Bradyrhizobium sp., Actinomice-
tos y Frankia sp. [10]. En este contexto, se ha comproba-
do que su efectividad en campo se incrementa al usar 
cepas nativas, por estar adaptadas a las condiciones del 
suelo de cada región [5].

De forma muy particular, la inoculación en los cultivos 
con las bacterias del género Azospirillum sp., incremen-

tan la masa radicular, que origina una mayor superficie 
de contacto con el suelo y en consecuencia, favorece la 
absorción de agua y nutrientes [30] [31] [34]. Estos efec-
tos son dependientes de la concentración del inóculo 
y  cantidad de ácido indolacético (AIA) secretadas por 
Azospirillum sp. [30]. También, son capaces de fijar de 
20-60 kg de N/ha/año [24]. Como ejemplo, se reporta 
los efectos de Azospirillum en los cultivos de soya [8], 
arroz [1] [14] [20], chile jalapeño [48] y cebolla [49], donde 
destacan los incrementos en la acumulación de nitróge-
no.  Adicionalmente, en tomate [36], café [40], maíz [50], 
cilantro [7], chile habanero [12] y sorgo [16], se han repor-
tado incrementos  significativo en la altura y diámetro del 
tallo, el peso fresco y seco tanto foliar como radicular; 
de igual manera,  hay reportes donde se asegura que in-
crementa la concentración de ácido indol acético [1] [20] 
[29] y el rendimiento en la producción de los cultivos 
como pepino [47], café [40] y cilantro [7].

De manera similar, las bacterias del género Rhizobium 
sp. son capaces de fijar de 100-200 kg de Nitrógeno 
por ha/año [24]. Posee una predilección por los cultivos 
leguminosos como frijol [15] [19] y soya [13]; sin embargo, 
se ha comprobado sus efectos favorables en otros cul-
tivos no leguminosos, por ejemplo, pimiento [46], caña 
de azúcar [18], tomate [41], maíz [45], encino [22],  ceba-
da [42] y lechuga [33]. En estos reportan incrementos 
en la concentración de ácido indol acético o AIA, en la 
altura de la planta, y en la cantidad de biomasa (peso 
fresco y seco).

Con relación a la inoculación conjunta de los géneros 
Rhizobium y Azospirillum se ha demostrado que indu-
ce sinérgicamente los genes nod [51] activadores de 
la secreción de flavonoides en la raíz, que a su vez, 
promueven la nodulación y la fijación de nitrógeno 
[28], tanto en leguminosas y no leguminosas [8] [9] 
[15] [44].

En otro aspecto, cabe destacar la importancia del 
cultivo de chayote, cuya producción debe ser cons-
tante al ser considerada como una de las hortalizas 
de mayor consumo por sus características nutritivas 
[21]; además, del impacto que tendrá el experimento, 
sabiendo que tan solo en el año 2019 en México se 
sembraron y cosecharon alrededor de 2967 hectá-
reas del este cultivo, con una producción superior a 
las 195 mil toneladas y un valor comercial superior 
a los 791,595 millones de pesos. Particularmente, el 
Estado de Veracruz es el máximo productor, posee 
las condiciones agroclimatológicas propicias para el 
cultivo de éste fruto, de forma tal que representa el 
85% del total de la producción nacional [43].

Por todo lo anterior, este trabajo tiene la finalidad de 
evaluar los efectos bioquímicos y fisiológicos de biofer-
tilizantes microbianos en el crecimiento del cultivo de la 
planta de chayote, al inocular cepas nativas de los géne-
ros Rhizobium sp. y Azospirillum sp. en su la raíz.
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MATERIAL Y MÉTODOS
Esta investigación se realizó en el invernadero y labora-
torio de Investigación Bioquímica y Fisiología Vegetal de 
la Facultad de Ciencias Biológicas y Agropecuarias de la 
Universidad Veracruzana Campus Peñuela, en la ciudad 
de Córdoba, Veracruz durante el periodo comprendido 
entre los meses de enero a julio del 2016. 

Las cepas bacterianas nativas se recolectaron, aislaron 
e identificaron con base a las características morfológi-
cas, bioquímicas y tinción de Gram comunes para cada 
género. Para el proceso de obtención del biofertilizante, 
las cepas nativas en cultivo axénico de los géneros Rhi-
zobium sp. y Azospirillum sp., se sembraron en caldo 
extracto de levadura Manitol (caldo YMA) y caldo libre 
de Nitrógeno con azul de bromotimol (caldo NFB), res-
pectivamente [17]. 

Aplicando un diseño experimental completamente al 
azar con cinco tratamientos descritos como Rhiz (Rhi-
zobium sp. 107 UFC / mL en caldo YMA); Test-Rhiz 
(Testigo caldo YMA sin inocular); Azos (Azospirillum sp. 
107 UFC / mL en caldo NFB); Test-Azos (Testigo caldo 
NFB sin inocular) y Rhiz-Azos (Rhizobium sp. – Azospi-
rillum sp.),

Las semillas de chayote verde liso con 35 días después 
de antesis, se recolectaron en el mes de enero de 2016, 
en el municipio de Coscomatepec de Bravo, Veracruz, 
México (19°01’12” LN y 97°01’47” LW). Se pesaron y mi-
dieron, obteniendo un promedio en sus dimensiones de 
17±1.0 cm de largo, 12±0.5 cm de ancho, con peso de 415 
g. Posteriormente en el laboratorio, se lavaron y desin-
fectaron por inmersión en una solución de hipoclorito de 
sodio al 5% y se enjuagaron con abundante agua desti-
lada.  Previo a la siembra, las semillas fueron inoculadas, 
por inmersión en un volumen de 10 mL del biofertilizan-
te, preparado de acuerdo con las especificaciones de 
cada tratamiento. Para las semillas del tratamiento Rhiz-
Azos, se usó una mezcla constituida por 5 mL de caldo 
YMA con 107 UFC / mL de Rhizobium sp. y 5 mL de 
caldo NFB 107 UFC /mL de Azospirillum sp. Las semillas 
de los controles Test-Rhiz y Test-Azos, se aplicó 10 mL 
del caldo YMA y caldo NFB respectiva y completamen-
te libres de crecimiento bacteriano. Luego entonces, 
las semillas fueron sembradas en bolsas de polietileno 
(30 cm ancho x 45 cm largo) con 7 Kg de suelo, que se 
colocaron dentro del invernadero con base al arreglo 
experimental. 

Durante este periodo se omitió cualquier tipo de fertiliza-
ción y para el riego se usó agua purificada que se aplicó 
homogéneamente. Se le dio seguimiento al experimento 
durante 90 días después de la siembra (dds), se regis-
traron los datos de las diferentes mediciones en cada 
una de las variables de estudio. Dentro de este tiempo 
se evaluó la expansión foliar (EF)  y velocidad de creci-
miento (VC); al término de éste periodo, se cuantificó la 
concentración de nitrógeno amoniacal (NH4+), clorofila, 

compuestos indólicos del tipo ácido indolacético (AIA) 
y proteína; finalmente, las mediciones destructivas del 
peso freso (PF), peso seco (PS), contenido de materia 
orgánica y cenizas. 

Acumulación de Biomasa
Para determinar el peso fresco (PF), se pesaron las plan-
tas, se sometieron a un tratamiento a 60°C durante dos 
semanas o hasta que el peso seco (PS) fue constante. 
De este material, se tomaron 10 g de raíz, hoja y tallo y 
se dejaron dentro de una mufla por 5 horas a 600°C, se 
determinó su peso para expresarlo como porcentaje de 
cenizas.

Expansión foliar y velocidad de crecimiento
En el periodo comprendido entre 54-64 dds se realizó 
esta medición. Las hojas seleccionadas en cada una de 
las plantas de los cinco tratamientos se marcaron y fue-
ron medidas durante 10 días consecutivos y en las pri-
meras horas de la mañana. Se usó el método indirecto 
de calcado, por lo que, se dibujó diariamente el contorno 
de las hojas pequeñas hasta su crecimiento máximo; el 
calcado obtenido de cada hoja se cortó y se pesó. Para 
obtener el área foliar se usó una curva estándar, en la 
que se pesaron cuadros de diferentes áreas; 1, 2, 4, 8, 10 
y 12 cm2 de papel del mismo tipo que fue usado en el 
proceso del calcado. Una vez obtenidas las mediciones 
y realizados los cálculos correspondientes, se grafica-
ron las medias en cada una de las variables.

Cuantificación de Nitrógeno amoniacal
La concentración de Nitrógeno amoniacal (NH4

+) foliar,  
se cuantificó mediante el método colorimétrico con el 
reactivo de Nessler (100 g de HgI2 y 70 g de KI en 50 mL. 
de H2O destilada; esta solución se mezcló con 160 g de 
NaOH en 500 mL de H2O destilada fría; y se aforó a 1 L). 
Se maceraron 0.2 g de hoja con 1 mL de H2O destilada, 
posteriormente se centrifugó, se tomó 1 mL de sobre-
nadante se le agregó 0.5 mL del reactivo de Nessler y 
se dejó reposar por 20 minutos. Para tomar la lectura, 
se empleó un espectrofotómetro marca Quant 1300 GE 
a λ=630 nm; la concentración se calculó  mediante una 
curva de calibración, con un rango de concentración de 
5 - 300 μg/mL de NH4Cl.

Cuantificación de compuestos indólicos
Se determinó la concentración de los compuestos in-
dólicos del tipo ácido indolacético (AIA), con el reactivo 
de Salkowski (60 mL H2SO4, 0.45 g FeCl3; aforó a 100 
mL con H2O destilada) [1] [23] [27]. Para ello, se tomaron 
0.4 gr de hoja y se maceraron en un mortero con 0.5 mL. 
H2O destilada. Se llevó a centrifugó y del sobrenadante 
se tomó 1 mL al que se le agregó 1 mL del reactivo de 
Salkowski, se mezcló e incubó en obscuridad por 20 mi-
nutos y posteriormente  se midió la absorbencia con una 
λ=535 nm. La concentración de AIA se calculó mediante 
una curva de calibración, con un rango de concentración 
de 5-100 μg/mL de AIA (marca SIGMA) y los resultados 
se expresaron en μg por g de tejido foliar. 
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Figura 2. Comparativo entre máquinas. 

Cuadro 1. Acumulación de biomasa radicular en el peso freso 
(PFr), peso seco (PSr) y porcentaje de materia orgánica

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes.

Figura 1. Expansión foliar acumulada durante los 10 días dentro 
del periodo comprendido entre 54-64 dds.

Figura 2. Velocidad de crecimiento en la planta de chayote en 
los distintos tratamientos.

Cuantificación de clorofila
Para la cuantificación de clorofila, se maceró 0.1 g de te-
jido con 1 mL de acetona; se tomaron 0.1 mL y se agregó 
a 1.9 mL de acetona. Se incubó durante 10 minutos, se 
midió la absorbencia a una λ=663 y 645 nm. La concen-
tración se calculó con base al coeficiente de extinción, 
técnica propuesta por Lichtenholer (1987).

Cuantificación de proteína foliar y radicular
Se determinó la concentración de proteína radicular 
y foliar mediante el método colorimétrico de Bradford 
(Reactivo de Bradford Azul de Coomasie G-250 5 mg; 
Etanol 2.5 mL, Ac. fosfórico 5 mL, se aforó a 50 mL con 
agua destilada). Finalmente se añadió 1 mL del reactivo 
de Bradford a todos los tubos; se agitaron y llevó a lec-
tura en el espectrofotómetro a  λ=595 nm, la concen-
tración se calculó con base en una curva de calibración 
con albumina.

RESULTADOS
Las plantas de chayote se desarrollaron sin problemas 
de plagas, se regaron en forma homogénea suficiente 
y libre de fertilizantes. Los resultados obtenidos en las 
variables de estudio fueron analizados estadísticamente 
por Anova, con índice de confianza (IC) del 95% y un 
nivel de significancia de α=0.05, con agrupación de me-
dias mediante el método de Games-Howell y una Prue-
ba de Welch, en caso de existir diferencia significativa 
se aplicó la prueba de Tukey al 5%, mediante el paquete 
Minitab® 17.1.0, (2013).

En la acumulación de biomasa radicular, no se presen-
tó una diferencia estadística significativa; sin embargo, 
la inoculación con bacterias del género Rhizobium sp. 
en las plantas de chayote a los 60 días después de su 
siembra, incrementó la masa radicular en un rango del 
6 - 13% (Cuadro 1). Mientras que en las plantas con Azos-
pirillum las medias obtenidas quedaron por debajo del 
testigo.  Por otra parte, no se observó cambio en las va-
riables de la biomasa foliar; solo sobresalen los valores 
obtenidos en el % de cenizas, donde ambas bacterias 
provocaron un incremento del 104% en las plantas con 
Rhizobium y un 35% con Azospirillum.

Nitrógeno amoniacal (NH4
+), compuestos indólicos 

del tipo AIA, clorofila y proteína.
A los 70 días después de la siembra, se cuantificaron 
las variables bioquímicas, que incluyó la concentración 
de amoniaco foliar, índoles del tipo AIA, clorofila, así 
como proteína foliar y radicular.

La inoculación de bacterias del género Rhizobium sp. 
en la planta de chayote, incrementó significativamente 
la concentración de NH4+ en un 76% y la concentración 
de AIA en un 115% (Cuadro 2).  De igual forma, cabe 
destacar los efectos del tratamiento Rhi-Azo, ya que 
a pesar de que no fue significativa la diferencia es fa-
vorable para la planta y en el caso de AIA fue de 109% 
contra Test-Rhiz. 

El análisis estadístico y las medias obtenidas de cada 
tratamiento en los resultados cuantificados durante los 
10 días en la variable de velocidad de crecimiento se 
graficaron en la Figura 2, donde el tratamiento Rhi-Azos 
mostró la mayor velocidad en el crecimiento.

 

Tratamientos PFr (g) PSr (g) % Materia 
Orgánica 

Rhiz   91.5   a 10.8    a 10.6   a 
Test-Rhiz   86.5   a 9.7    a 9.4   a 
Rhi-Azo 112.0   a 11.6    a 11.2   a 

Azos   60.7   a  8.46    a 8.3   a 
Test-Azos   95.8   a 11.7    a 11.4   a 

p0.05 0.133 0.828 0.811 
Valor F 4.9 0.39 0.42 

 
 

Expansión foliar y velocidad de crecimiento
Los datos obtenidos de expansión foliar no presenta-
ron una diferencia estadística significativa; sin embargo, 
se puede comprobar que la presencia de las bacterias 
en la plantas de chayote favorece esta variable, desta-
cando el tratamiento Rhi-Azos (Figura 1) que presenta la 
mayor acumulación en los días 8, 9 y 10 de la medición. 
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Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes.

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes

Con relación a la cuantificación de clorofila, el análisis esta-
dístico de los resultados no arrojó una diferencia significa-
tiva; no obstante, fue claro el efecto favorable por ambas 
bacterias en la planta de chayote; sobresale el tratamiento 
Azo que incrementó en un 48% el contenido de clorofila 
total, en un 70% la clorofila a y un 15% en la clorofila b; en 
este mismo contexto, cabe resaltar el tratamiento Rhi-Azo 
cuyas medias en esta variable fueron las más altas compa-
rada con los otros cuatro tratamientos (Figura 3.).

CONCLUSIONES
Con este trabajo se comprueba que la inoculación de 
bacterias de los géneros Rhizobium sp y Azospirillum 
sp. son capaces de infectar la planta de chayote y pro-
ducir efectos positivos en la acumulación de biomasa y 
en la concentración de metabolitos. 

De modo semejante, a lo reportado en otros trabajos 
con PGPR, se confirma la eficacia de estos géneros 
bacterianos en la planta de chayote, con un incremento 
en el crecimiento radicular, en la concentración de NH4

+ 
y en el ácido indolacético,  cuyos valores fueron los 
más altos en las plantas de los tratamientos con Rhizo-
bium sp. A su vez, Azospirillum sp. induce el incremento 
en la concentración de  clorofila y la masa foliar. 

En este contexto, es claro que no existe un antagonis-
mo entre estos dos géneros bacterianos, que son ca-
paces de interactuar con la planta de chayote e involu-
cran diferentes procesos bioquímicos. De ello, resulta 
conveniente admitir que la aplicación conjunta de estos 
microorganismos puede generar mejores resultados; 
puesto que, las medias más altas obtenidas en las di-
ferentes variables, corresponde en su mayoría al trata-
miento Rhi-Azo; pese a que la densidad bacteriana y el 
volumen del biofertilizante usado en los procesos de 
inoculación para este tratamiento previo a la siembra 
fueron reducidos al 50%; es decir, un volumen de 1:1. En 
tal caso, este punto puede ser de suma importancia en 
la reducción de costos dentro de los procesos de pro-
ducción  y aplicación del biofertilizante en este cultivo. 

Se sugiere profundizar en los estudios que pudieran es-
pecificar los procesos fisiológicos y bioquímicos involu-
crados en la planta de chayote, además de considerar 
su evaluación durante el ciclo completo del cultivo en 
campo. 

BIBLIOGRAFÍA 
[1].Acebo, Y., Rives, N., Heydrich, M., Hernández, 
A. (2007) Efecto promotor del crecimiento vegetal 
de cepas de Azospirillum sp. en el cultivo de arroz, 
Cultivos Tropicales, 28(3), pp. 29–32.

[2].Aguirre, J. F. M., Irizar, M. B. G., Durán, A. P., 
Grajeda, O., Peña, M. D. L. Á., Loredo, C. O., Gutié-
rrez, Á. B. (2009) Los Biofertilizantes microbianos: 
alternativa para la agricultura en México. INIFAP. 
Chiapas, México.

[3].Ahemad, M., Kibret, M. (2014) Mechanisms and 
applications of plant growth promoting rhizobacte-
ria: Current perspective. Journal of King Saud Uni-
versity-Science. King Saud University, 26(1), pp. 
1–20.

[4].Alarcón, A., Ferrera, R. (2000) Biofertilizantes: 
Importancia y utilización en la agricultura. Agricul-
tura Técnica en México, 26(2), pp. 191–203.
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Cuadro 2. Análisis de varianza de las medias 
obtenidas en las variables NH4+ y AIA 

Tratamientos NH4+ 
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Nota: Las medias que no comparten una letra son 
significativamente diferentes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cuadro 3. Análisis de varianza de las medias obtenidas en la 
variable de proteína foliar y radicular.

 
 
 
 

Cuadro 3. Análisis de varianza de las medias 
obtenidas en la variable de proteína foliar y radicular. 

Tratamientos Proteína  
mg . g Hoja 
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