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Resumen 

La especie Moringa o/eifera Lam. es un árbol caducifolio que se utiliza en la alimentación y 
tratamiento de enfermedades de humanos y animales. El objetivo del presente estudio fue 
caracterizar el crecimiento, producción, desarrollo, morfología estomática y composición 
bioquímica de M. oleifera Lam. inoculada con rizobacterias promotoras del crecimiento 
vegetal (PGPR) (8acillus niacini (Yll), Moraxella osloensis (Y13), 8acil/us cereus (All) y 
Azospirillum brasilense Cd (DSM 1843) en condiciones de invernadero. Los resultados de la 
morfología estomática muestran que, las hojas de plantas inoculadas con 8. cereus 

presentaron estomas más pequeños, respecto al resto de los inóculos y control (CT). En el 
caso de M. osloensis, esta indujo cambios (PS0.001) en el largo y ancho de los estomas; las 
hojas al resultaron hipostomática de paredes anticlinales onduladas y aparatos estomáticos 
anomocíticos. En la evaluación del crecimiento y desarrollo de plantas inoculadas con PGPR, 
A. brasilense promovió una mayor altura en la planta (67.17 cm) (Ps0.01) respecto al control
(43.54 cm); M. osloensis y 8. cereus en conjunto, incrementaron (Ps0.001) el número de 
hojas (11.45 y 11.85, Vs 8.68 del CT, respectivamente). En cuanto a los rendimiento de 
biomasa seca (BS) de hojas y planta íntegra (PI) las plantas inoculadas con 8. cereus 

propiciaron mayores (Ps0.01) rendimientos de biomasa seca (BS) de hojas (0.80 Vs 0.26 t BS 
ha·1 del control) y planta íntegra (12.92 Vs 5.52 t BS ha·1 del control). En cuanto a la 
morfofisiología de la planta, 8. cereus promovió (PS0.01) el desarrollo de área foliar (AF)
(20.28 cm2); índice de área foliar (IAF) (21.13) y duración del área foliar (DAF) (4.78 cm2día•1) 

respecto al CT (13.9 cm2; 14.71; -1.57 cm2día•1, para AF, IAF y DAF, respectivamente), 
mientras que las tasas de crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR) fueron mayores con los 
inóculos A. brasilense y M. osloensis en TCA (1.037 y 0.93 cm2 día•1 Vs 0.12 del CT) y TCR 
(0.014 cm día•1*10·3 con ambos inóculos Vs 0.002 cm día•1*10·3 del CT). Los inóculos 
bacterianos no promovieron diferencias (P2!:0.0S) en la concentración de pigmentos 
fotosintéticos ni de polifenoles totales, pero sí (Ps0.001) en el contenido de flavonoides 
totales respecto al CT (6.22 mg equivalente de Quercetina g extracto·1). Respecto a la 
composición mineral de la planta, la concentración de elementos minerales en hojas solo 
manifestó diferencias significativas (Ps0.001) en el contenido de Mg2+ y K+ promovidas por B. 
niacini. Mediante análisis de componentes principales (ACP) del contenido mineral de raíces 
se logró explicar el 79.1% de la varianza en dos componentes, las PGPR facilitaron el 
incremento del contenido de K+, Br+ y p+3

, y para el análisis de hojas, se observó en el ACP 
con tres componentes y 80.24% de la explicación de la varianza, la presencia de Mn2+, Zn2+, 
Si4+ y Al3+. En conclusión, los inóculos de PGPR inoculados a plantas de Moringa en 
condiciones de invernadero modificaron la morfología de hojas y estomas destacándose 8. 

cereus, todos los inóculos estimularon el crecimiento en función de la altura respecto a CT, 
prevaleciendo los efectos de A. brasilense; en la diversificación del perfil antioxidante 8 

niacini promovió concentraciones de flavonoides totales y diferenció el contenido de Mg2+ y 
K+ en el orden de los minerales, en la concentración de pigmentos fotosintéticos y 
polifenoles totales las PGPR no fueron efectivas.

Palabras claves: Moringaceae, 8rassicales, PGPR, Baja California Sur, metabolitos 
secundarios. 
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Summary 

The species Moringa oleifera Lam. lt is a deciduous tree that is used in food and treatment of 
human and animal diseases. The objective of the present study was to characterize the 
growth, production, development, stomatal morphology and biochemical composition of M. 

oleifera Lam. inoculated with plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) (8acíl/us níacíní 

(Yll), Moraxella osloensís (Y13), 8acíl/us cereus (All) and Azospíríllum brasilense Cd (OSM 
1843)) under greenhouse conditions. The stomatal morphology results, the leaves of plants 
inoculated with 8. cereus presented smaller stomata, compared to the rest of the inoculums 
and control (CT). In the case of M. osloensis, this induced changes (Ps0.001) in the length 
and width of the stomata; the leaves were hypostomatic with wavy anticline walls and 
anomocytic stomatal apparatuses. In the evaluation of the growth and development of 
plants inoculated with PGPR, A. brasilense prometed a greater height in the plant (67.17 cm) 
(PS0.01) compared to the control. (43.54 cm); M. osloensis and 8. cereus as a whole, 
increased (PS0.001) the number of leaves (11.45 and 11.85, Vs 8.68 of the TC, respectively). 
Regarding the dry biomass yield (DBY) of leaves and whole plant (WP). The plants inoculated 
with 8. cereus led to higher (PS0.01) yields of dry biomass of leaves (0.80 Vs 0.26 t OBY ha-1 

of the control) and WP (12.92 Vs 5.52 t OBY ha-1 of the control). Regarding the 
morphophysiology of the plant, 8. cereus prometed (Ps0.01) the development of leaf area 
(LA) (20.28 cm2); leaf area index (LAI) (21.13) and duration of leaf area (OLA) (4.78 cm2day-1) 
with respect to TC (13.9 cm2; 14.71; -1.57 cm2day-1, far LA, LAI and OLA, respectively), 
absolute growth rate (AGR) and relative (RGR) growth rate were higher with the A. 

brasí/ense and M. osloensís inocula in AGR (1.037 and 0.93 cm2 day-1 Vs 0.12 cm2 day-1 of the 
CT) and RGR (0.014 cm day-1 • 10·3 with both inoculums Vs 0.002 cm day-1 • 10·3 of the CT). 
Bacteria! inocula did not promete differences (P�0.05) in the concentration of 
photosynthetic pigments or total polyphenols, but did (Ps0.001) in the content of total 
flavonoids with respect to TC (6.22 mg equivalent of Quercetin g extract"1). Regarding the 
mineral composition of the plant, the concentration of mineral elements in leaves only 
showed significant differences (Ps0.001) in the content of Mg2+ and K+ prometed by B. 

niacíní. Through principal component analysis (PCA) of the mineral content of roots, it was 
possible to explain 79.1% of the variance in two components, the PGPR facilitated the 
increase of the content of K+, Br+ and p3+, and far the analysis of leaves, it was observed in 
the PCA with three components and 80.24% of the variance explanation, the presence of 
Mn2+, zn2+, Si4+ and Al3+ . In conclusion, the inocula of PGPR inoculated to Moringa plants 
under greenhouse conditions modified the morphology of leaves and stomata, highlighting 
8. cereus, all the inoculars stimulated growth as a function of height with respect to CT,
prevailing the effects of A. brasilense; in the diversification of the antioxidant profile B niacíni 

prometed concentrations of total flavonoids and differentiated the content of Mg2+ and K+ in 
the arder of minerals, in the concentration of photosynthetic pigments and total 
polyphenols the PGPR were not effective.

Key words: Moríngaceae, Brassicals, PGPR, Baja California Sur, secondary metabolites. 
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1. INTRODUCCIÓN

Las plantas con potencial antioxidante incluyen hierbas, especias y algas marinas (Van Hai, 

2015), de las cuales se extraen moléculas químicas que incluyen compuestos fenólicos, 

polifenólicos, alcaloides, quinonas, terpenoides, lectinas y polipéptidos, que tienen un efecto 

beneficioso en la salud del hombre y/o animales (Ma et al., 2019). 

A estas moléculas se les atribuyen efectos en la promoción del crecimiento, reforzamiento del 

sistema inmune, estimulantes hormonales y captadores de especies reactivas de oxígeno (ROS, 

siglas en inglés) que las identifican como antioxidantes por excelencia, efectos que se han 

probado en ratones, aves de corral y líneas celulares de humanos (Habtemariam y Varghese, 

2015; Kou et al., 2018). 

El género Moringa, es una de las plantas que mayormente ha sido utilizada por la presencia de 

compuestos secundarios, minerales, vitaminas y aceites esenciales, contribuyendo todos estos 

compuestos a su actividad antioxidante, alimento funcional y nutraceútico (Leone et al., 2015). 

Es una planta que pertenece a la familia Moringaceae, es originaria del subcontinente indio, 

pero debido a la extraordinaria plasticidad ecológica que posee se cultiva ampliamente en otras 

regiones del mundo, incluyendo África, Europa, Asia y Oriente medio (Dou y Kister, 2016), 

identificada además por su productividad, calidad de biomasa, y su multifuncionalidad debido a 

que todas sus partes pueden ser utilizadas para diversos fines, por estas particularidades existen 

referencias de uso desde el año 150 a.C (Mahmood et al., 2010). 

Hasta la fecha se han identificado trece especies del género Moringa (M. arborea, M. rivae, M. 

oleifera, M. longituba, M. stenopetala, M. concanensis, M. pygmaea, M. borziana, M. 

ruspoliana, M. drouhardii, M. hildebrandtii, M. ovalifolia y M. peregrine). La especie M. oleifera 

es la más estudiada y utilizada debido a sus propiedades fitoquímicas y farmacológicas 

relacionadas con la salud humana; señalándose que, 547 organizaciones a nivel mundial se 

dedican a su estudio, destacándose la India y Pakistan en la producción científica como señala 

Gupta (2020), asimismo este autor señaló los principales intereses en 3187 publicaciones de 

Moringa generadas en un período que abarcó desde 1935 a 2019, las relacionadas con las 
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ciencias agrícolas y biológicas representaron el 36.99%, farmacología, toxicología y farmacia 

22.18%, y en menor representatividad, bioquímica, genética y biología molecular (19.96%), 

medicina (17.01%), ciencias ambientales (16.79%), química (12.21%), ingeniería química (8.32%) 

e inmunología y microbiología (4.71%). 

 

Para el cultivo de las plantas e incremento de la producción de biomasa verde y seca, así como 

mejoras en su estructura, se utilizan varias alternativas, entre ellas el uso de fertilizantes 

químicos y orgánicos, o su combinación; sin embargo, éstos a corto y mediano plazo modifican 

el pH del suelo, y con ello la comunidad de microorganismos que en ellos se desarrolla (FAO, 

2019), provocando un desequilibrio que conlleva paulatinamente a la erosión y pérdida de la 

capacidad productiva. 

 

Por lo que el uso de bioestimulantes de origen microbiano, en este caso rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, siglas en inglés), ganaron aceptación en muchas 

formas de producción agrícola (Compant et al., 2010), ya que, bajo el principio de interacciones 

ecológicas con las plantas, son capaces de promover el crecimiento y desarrollo, así como la 

diversificación del perfil antioxidante en diferentes tejidos vegetales. 

 

Los géneros microbianos mayormente utilizados son Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, 

Burkholderia, Klebsiella, Variovorax, Azospirillum, Azotobacter y Serratia (Goswami y Deka, 

2020). Estos, inducen efectos benéficos mediante mecanismos directos e indirectos. Dentro de 

los mecanismos directos, se hace mención, a la capacidad que poseen algunas bacterias para 

fijar nitrógeno atmosférico (N2), solubilizar fósforo (P), segregar hierro (Fe) por sideróforos, y 

sintetizar fitohormonas (ácido indol-3-acético, AIA; citoquininas y giberelinas) que en conjunto 

les permiten a las plantas incrementar la eficiencia en la incorporación de nutrientes y acelerar 

el crecimiento. Mientras que dentro de los mecanismos indirectos se considera la inmunidad 

activada por patrón y respuesta sistémica inducida (RIS, siglas en inglés), que tributan a la 

producción de metabolitos con alto poder antioxidante como parte de un sistema de respuestas 

de defensa de las plantas. 
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Mediante la caracterización de las PGPB se han identificado algunas de sus potencialidades, 

como es el caso del Azospirillum brasilense, reconocido como productor de AIA (Bashan y 

Dubrovsky, 1996), Bacillus spp. como productores de hormonas del tipo citoquinas y giberelinas, 

pero también potenciales solubilizadoras de fosfato (Cabello et al., 2019). Otras menos 

estudiadas incluyen a Moraxella osloensis, considerada agente patógeno de las vías 

respiratorias altas (VRA), sin embargo, posee dentro de sus características la capacidad de fijar 

nitrógeno, esta bacteria se considera que posee los mismos mecanismo que Klebsiella 

pneumoneae, patógeno de VRA, pero también con capacidad para fijar nitrógeno atmosférico y 

como floculizadora de aguas contaminadas (Zhang et al., 2011). 
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2. ANTECEDENTES

2.1 Género Moringa 

Moringa es el único género de la familia Moringaceae que comprende 13 especies (Fig. 1), 

nativa de India y Pakistán, que crece naturalmente a altitud moderada. Es una planta de singular 

plasticidad a diferentes ecosistemas, encontrándose desde la franja sur del Himalaya, hasta el 

África subsahariana, con particularidades de tolerancia a ambientes fríos, secos y salinos 

(Nouman et al., 2016). 

Figura 1. Dendrograma de Moringa según fragmentos de ADN. Adaptado de Olson (2002), 
mediante BioRender.com. 

Por la alta productividad (580 t hojas ha año-1) y rápida recuperación en sistemas de corte (45 y 

60 días) (Foidl y Mayorga, 2003), los sistemas de producción están enfocados a la siembra 

intensiva de la misma, sin embargo, las respuestas productivas se rigen por la época del año, 

tipo de suelo, clima y variantes de fertilizantes (Ledea-Rodríguez et al., 2017; Ledea-Rodríguez 

et al., 2018a), además del ecotipo o variedad que se cultive, manejo agronómico de la planta, 
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altura de poda, y factores genéticos son otras de las consideraciones para aprovechar las 

bondades de M. oleifera (Lobaina-Borges et al., 2016). 

Es una planta que se cultiva con interés para la suplementación alimentaria, característico de 

países del tercer mundo o en vías de desarrollo, ya que fracciones como, corteza, frutos, hojas, 

semillas, tubérculos, raíces y flores se utilizan para el consumo humano y para animales de 

granja (Ledea Rodríguez et al., 2018b). Esta es una de las consideraciones por las cuales 

Moringa se ha extendido en todo el mundo, se ilustran algunas de las bondades de esta planta 

(Fig. 2). 

Figura 2. Uso de fracciones botánicas de Moringa. Adaptado de Mora y Guacharná (2015), 
mediante BioRender.com. 

Debido a los atributos como alimento y diversas propiedades, Moringa se ha extendido a 

diversas regiones, donde se destaca su presencia en el cinturón tropical. Es una planta de 
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polinización cruzada con alta heterogeneidad en morfología y crecimiento, en este sentido se 

informa que pueden encontrarse plantas de floración perenne a anual, de crecimiento semi 

extendido a vertical y de hoja caduca a perenne, considerándose rasgos de la alta variabilidad 

morfológica que tiene la especie, sin embargo, los estudios encaminados a la conservación de 

accesiones puras en germoplasmas son limitados (Leone et al., 2015). 

 
El perfil bioquímico del género Moringa ha sido estudiado en varias regiones del mundo, 

identificándose compuestos anticancerígenos (Fahey et al., 2018) y antioxidantes, de estos 

últimos, Singh et al., (2019) señalan más de 40 compuestos, entre ellos identificaron una 

estructura fenólica, denominada kaempferol además de los ácidos gálico y elágico, con actividad 

de captación de radicales libres y capacidad de formación de quelatos de iones metálicos. Sin 

embargo, estudios relacionados con sistemas de cultivos encaminados a la diversificación del 

perfil químico de la planta con el interés de incrementar la concentración de estos y potenciar 

su poder antioxidante, son escasos en la literatura científica (Förster et al., 2013). 

 

2.2 Compuestos fitoquímicos 

Los compuestos fitoquímicos, son metabolitos sintetizados por la planta mediante el 

metabolismo secundario y relaciona la síntesis química de estructuras para funciones no 

específicas, produciéndose cuando se establecen relaciones ecológicas entre planta y el medio 

que las rodea (Martínez et al., 2020). Al estructurarse mediante el metabolismo secundario y en 

ocasiones algunas rutas del metabolismo primario, las moléculas son consideradas como no 

esenciales para la vida (Martínez et al., 2020) pues no tienen intervención en los procesos que 

involucran el crecimiento y desarrollo de la planta (Ma et al., 2019), sin embargo, están 

presentes en todas las especies vegetales, manifestándose más en unas, respecto a otras. 

 
Existe una amplia gama de compuestos en los diferentes recursos vegetales, señalándose las 

hortalizas, frutas y herbáceas como las fuentes más ricas de antioxidantes naturales, además de 

otros productos alimenticios como cereales, guisantes, nueces y legumbres (Hussain et al., 

2016), predominando, los grupos de flavonoides, flavanonas y antocianinas (Vicent-Gil y 

Fernandez-Espinar, 2016), no obstante, no se conoce aún con exactitud las dosis en que se 
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deben suministrar, considerándose de manera consensuada un rango entre 150-1500 mg día-1, 

lo que denota que se debe profundizar en esta área de estudio. 

 
Autores como Ma et al., (2019) sugirieron cinco grupos para la comprensión de las funciones de 

los metabolitos: polifenoles, carotenoides, alcaloides, terpenoides y compuestos que contienen 

azufre; sin embargo, otra clasificación de acuerdo con el origen biosintético de los compuestos 

los ubicó en tres grupos: compuestos fenólicos, terpenoides y compuestos nitrogenados 

(Martínez et al., 2020), lo cual está básicamente a nivel subjetivo del investigador y sus intereses 

afines. 

 

2.3 Compuestos con capacidad antioxidante aislados de M. oleifera 

La plasticidad ecológica de Moringa y popularidad se deben a una amplia gama de compuestos 

secundarios presentes en todos los órganos de la misma, pero que prevalecen en las hojas, de 

esta forma se han cuantificado en hojas secas fenoles totales en rangos de 12.200-2090 mg 

(Equivalentes a Ácido Gálico) 100 g-1 de peso seco (Leone et al., 2015); quercetina y kaempferol 

en rangos de 0.46-16.64 y 0.16-3.92 mg g-1 de peso seco, respectivamente (Amaglo et al., 2010); 

taninos en cantidades de 20.7 mg g-1 de peso seco (Teixeira et al., 2014); 4-0- 

bencilglucocinolato, mejor conocido por glucomoringa en cantidades de 78 mg 100 g-1 de tejido 

(Maldini et al., 2014); concentraciones de β-caroteno entre 23.31 y 39.6 mg 100 g-1 de peso seco 

(Glover-Amengor et al., 2017); sin embargo, se cuenta con muy pocas referencias acerca de la 

cuantificación de β-sitosterol y zeatina (Padayachee y Baijnath, 2019). 

 
Otros de los compuestos pocos comunes, pero que también se han aislado de follaje de 

Moringa son los alcaloides, compuestos nitrogenados derivados del metabolismo de los 

aminoácidos, de éstos, el N, α-L-rhamnopyranosyl vincosamida es el más comúnmente aislado 

de hojas de Moringa (Cheraghi et al., 2017), mientras que otros menos comunes son los 

derivados del pirrol, denominado pirrolmarumina 4″-O-α-L-ramnopiranósido (marumósido A) y 

4′- hidroxifeniletanamida (marumósido B) fueron aislados del follaje de plantas que crecen en la 

India (Sahakitpichan et al., 2011). De raíces, tallo, hojas y frutos se han aislado glucosinolatos, 

constituyendo el más común el 4-(α-L-ramnopiranosiloxi)-bencil glucosinolato, también 
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conocido como glucomoringin (Adouko et al., 2019), estas moléculas son un grupo heterogéneo 

de azufre y nitrógeno que contienen compuestos glucosídicos que se presentan en abundancia 

en muchas familias de plantas (Leone et al., 2015). Según Farooq (2012) también se han aislado 

compuestos de nitrilo, glucósidos de aceite de mostaza, glucósidos de bencilo, glucósidos 

fenólicos, glucósidos flavonoides y glucósidos de tiocarbamato. En la Tabla 1 se presentan 

estructuras químicas de compuestos que también han sido aislados en diferentes tejidos de 

Moringa por diferentes autores.  
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Tabla 1. Principales compuestos fitoquímicos que se han aislado de hojas de M. oleifera Lam. 

Autor(es) Parte de la 
planta 

Grupo del compuesto Metabolito Estructura química 

(Bennett et 
al., 2003) 

Hojas, tallo y 
raíces 

4-α-L-
rhanmopiranosiloxibencilglucosinolato 

Glucosinolato 

 

(Amaglo et al., 
2010) 

Hojas, tallo y 
raíces 

4-(α-L-ramnosiloxi-bencil) 
isotiocianato 

Glucosinolato 

 

(Faizi et al., 
1994; Förster, 
Mewis y 
Ulrichs, 2013; 
Kou et al., 
2018) 

Hojas Nitrilo Glucosinolato 

 

(Vongsak et 
al., 2013) Hojas Isoquercetina 

Glucósido 
flavonoide 

 

(Habtemariam 
y Varghese, 
2015) 

Hojas Rutina (Rutósido) Flavonoide 
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(Leone et al., 
2015) 

Semillas, 
hojas, tallo y 

raíces 
Quercetina; Flavonoide 

 

(Osman y 
Abohassan, 
2012) 

Hojas, flores y 
semillas 

Ácido gálico 
Ácido 
fenólico 

 

(Singh et al., 
2019) 

Semillas, 
hojas, tallo y 

raíces 
Kaempferol Flavonoide 

 

(Nouman et 
al., 2016) 

Hojas, flores y 
semillas 

Ácido feruloilquímico 
Ácido 
fenólico 

 

(Singh et al., 
2009) 

Hojas Ácido elágico Ácido 
fenólico 

 

 Ácido clorogénico  

(Vicent-Gil y 
Fernandez-
Espinar, 2016) 

Hoja 
 

Antocianinas 
 

Flavonoide 
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2.4 Especies reactivas de oxígeno (ROS) 

Los ROS se forman como producto de la respiración celular en un organismo en equilibrio 

fisiológico, los orgánulos diana son los cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas, aunque 

Buettner (1993) señaló que se pueden generar a partir de cualquier molécula con un potencial 

redox suficientemente alto para excitar o donar un electrón al oxígeno atmosférico, lo cual 

incluye también oxidación de proteínas. Los ROS son neutralizados mediante reacciones básicas 

del metabolismo, sin embargo, perturbaciones internas y externas pueden afectar este 

equilibrio y alterar el metabolismo celular, con incremento considerable de los procesos de 

óxido reducción, anabolismo y catabolismo, y con ello incremento de la respiración y generación 

de radicales libres con mayor poder de reducción (Ríos et al., 2017). Dentro de la gama de 

radicales libres se esquematizan en la Fig. 3 las especies con alto potencial reductor: 

Radical libre (electrón no pariado):  ; Electrones:       ; Electrones de enlace: 

Figura 3. Especies ROS con alto potencial reductor. Tomado de Aziz-Sawal et al., (2017). 

2.5 Actividad antioxidante de los fitoquímicos vegetales frente al estrés oxidativo. 

Actualmente existe la tendencia de utilizar los recursos vegetales para prevenir o tratar estrés 

oxidativo, debido a las propiedades antioxidantes de los fitoquímicos que poseen alta eficiencia 

en la captación de radicales libres (Hussain et al., 2016), en este sentido Vicent-Gil y Fernandez-

Espinar, (2016) señalaron el uso de antioxidantes solamente como carácter preventivo o 
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profiláctico, ya que, si se genera un estrés oxidativo severo o grave puede dar lugar a 

condiciones crónicas y/o a la muerte. Padayachee y Baijnath (2020) denominaron a los 

antioxidantes como moléculas capaces de suministrar átomos libres dentro del organismo, 

inhibiendo los radicales libres que dañan las células y causan estrés oxidativo, argumentando 

que las hojas de Moringa poseen una variada y alta concentración de compuestos activos con 

propiedades antioxidantes. 

El efecto antioxidante se manifiesta cuando ocurre un exceso en la producción de ROS, 

provocado por el estrés ambiental, estímulos físicos, químicos, presencia de agentes patógenos 

o defoliación por insectos, también el desarrollo de procesos inflamatorios a nivel celular (Sies y

Reichert, 2019) (Fig. 4), mientras que Vicent-Gil y Fernandez-Espinar (2016), consideraron al 

estrés oxidativo como una consecuencia del desequilibrio entre especies oxidantes y 

antioxidantes.  

Figura 4. Mecanismos de resistencia y/o apoptosis a nivel celular ante estímulos externos que 
generan el incremento de ROS en las plantas. (Elaboración propia mediante BioRender.com). 

Mediante el uso de extractos acuosos de epazote (Chenopodium ambrosioides) se ha 

demostrado las propiedades antioxidantes de plantas medicinales, y el efecto antiinflamatorio a 

nivel intestinal en pargo colorado del pacífico (Lutjanus peru) (Maldonado-Garcia et al., 2019; 
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Reyes-Becerril et al., 2019a). El uso de extractos de planta completa de tecojote (Crataegus 

mexicana) en combinación con nano encapsulamiento mostró efectos en la captación de 

radicales libres según la técnica DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), poder antioxidante férrico-

reductor (FRAP), y efecto antioxidante según la actividad de la superóxido dismutasa (SOD) y 

catalasa (CTA) (Reyes-Becerril et al., 2019b). Gijon et al., (2020) señalaron la utilidad de especies 

aromáticas, con énfasis en la actividad antioxidante, en la alimentación de rumiantes y 

monogástricos para el desempeño productivo, de crecimiento y salud. Entre los estudios 

desarrollados con M. oleifera para demostrar sus efectos antioxidantes se señalan los apuntes 

de Sreelatha y Padma (2009), quienes observaron este efecto promovido por extractos acuosos 

de hojas jóvenes y maduras, en la eliminación de DPPH, radicales libres (superóxido, radical 

óxido nítrico) e inhibición de la oxidación lipídica, igualándose el efecto al del antioxidante de 

referencia (Trolox ®). 

 
2.5.1. Mecanismos de los antioxidantes frente a las ROS 
En condiciones fisiológicas normales el organismo puede neutralizar ROS mediante reacciones 

catalíticas de NADP o NADPH+H sin la intervención de compuestos antioxidantes, por lo que 

estequiométricamente los antioxidantes no serían modificados por los radicales, interviniendo 

entonces como catalizador el ácido ascórbico para la oxidación de los radicales (Popov y Lewin, 

2013). 

 
Existen diversas teorías sobre los mecanismos de acción de los antioxidantes fitoquímicos para 

interrumpir o inhibir la formación de radicales libres, y reducir de esta manera el estrés 

oxidativo. Se hace referencia que los antioxidantes primarios (ácido ascórbico, tocoferoles, y 

glutatión, entre otros) reaccionan con los ROS mediante la donación de electrones (Fig. 5), 

también pueden actuar reaccionando con iones metálicos dativos lo cual genera agotamiento 

del oxígeno molecular disminuyendo su concentración local, igualmente se señala el secuestro 

de iniciadores de cadena como hidroxilo (·OH), alcoxilo (RO·) o peroxilo (ROO·), rompiendo de 

esta manera las cadenas de una secuencia de radicales, apagando el oxígeno singulete (1O2) o 

activando la trampa de ROS como el anión superóxido (O-2·), peróxido de hidrógeno (H2O2) 

(Martínez et al., 2020). 
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Figura 5. Neutralización de radicales libres por antioxidantes. Tomado de Verma et al., (2019). 

 
De acuerdo con (Xiao, 2016), los antioxidantes evitan la valencia, describiendo, además, que el 

proceso de inactivación de iones metálicos requiere mucha energía y electrones, fenómeno que 

potencia la eliminación de las ROS. En este sentido, Bhattacharyya y Jha (2015) señalan que los 

compuestos antioxidantes como los flavonoides, tiene la capacidad de unirse con iones 

metálicos (Fe y Cu) mediante los grupos carboxilo e hidroxilo, evitando con ello que se 

manifieste la reacción Fenton, también comentan que los flavonoides poseen cierta selectividad 

por algunos ROS, pero que su función principal es la de donar electrones o átomos de hidrógeno 

(Li et al., 2012). 

 
La reacción de Fenton (Fig. 6) comienza con la excitación del oxígeno atmosférico para formar 

oxígeno singlete (·O-
2) o radical superóxido (O2

2-), respectivamente, el radical superóxido 

mediante el proceso de dismutación libera electrones (marcas en rojo) y termina formando 

peróxido de hidrógeno (H2O2) (Figura 6). Se ha demostrado que el H2O2 interactúa con Fe2+ y 

forma radicales libres hidroxilos (OH·) (Mittler, 2017). 
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Figura 6. Reacción de Fenton a partir de la respiración celular. Tomado de Mittler (2017). 

 
Los antioxidantes (flavonoides, fenoles y proantocianidinas) también intervienen en la 

prevención de la peroxidación lipídica (Moyo et al., 2012), basándose esta propiedad en la 

presencia del grupo hidroxilo en la estructura química del antioxidante que le permite la 

neutralización del radical mediante la donación de electrones. Los antioxidantes también 

interactúan con los fosfolípidos de la membrana celular a través de enlaces de hidrógeno, 

modulando la actividad en la superficie de la membrana tanto interna como externa, 

contribuyendo a su integridad. Hamid et al., (2010) señalaron dos vías mediante los cuales los 

antioxidantes neutralizan los ROS: 

1. Donación de electrons 

2. Eliminación de ROS y especies reactivas de nitrógeno (RNS, siglas en inglés), mediante el 

apagado del catalizador inicial de la cadena. 

 
En la segunda vía propuesta por los autores se refieren a la inhibición de la producción de ROS o 

RNS mediante el apagado de los iniciadores de cadena, para el caso de los ROS, algunos de estos 

son el radical hidroxilo, superóxido y el compuesto peróxido de hidrógeno, las RNS son más 

comunes en mamíferos, en el reino vegetal solo la alga verde marina (Ostreococcus tauri) ha 
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sido identificada como productora de este tipo de especie reactiva (Kapoor et al., 2019). Estos 

autores propusieron una serie de reacciones en cadena para la inhibición de radicales libres, y 

discuten los procesos intermedios para que un antioxidante neutralice al ROS mediante la 

donación de un electrón. 

 
Existe una secuencia para la capacidad antioxidante de enzimas y moléculas (metabolitos 

secundarios) para la neutralización de ROS, de esta forma se refiere, que moléculas pequeñas 

como ascorbato, tocoferoles, coenzima Q y glutatión, son capaces de reparar los radicales 

oxidantes directamente, por lo tanto, son antioxidantes enzimáticos que rompen cadenas 

(Buettner, 1993).  

 
Buettner op. cit. señalaron que, para moléculas orgánicas, como el ácido gálico y flavonoides la 

presencia de más de dos grupos hidroxilos que les permite actuar sobre los productos 

intermedios y finales de la oxidación, considerados por esta particularidad agentes reductores 

de más de dos electrones. Asimismo, la velocidad de reacción de los antioxidantes no solo 

depende de su concentración, también influye la velocidad de reacción con las ROS, y a su vez, 

esta tasa y la capacidad antioxidante dependerá de la estructura química de las moléculas con 

propiedades antioxidantes (Geletii et al., 2002). 

 
La efectividad de los antioxidantes frente a los ROS radica en la capacidad de captar radicales 

libres, pero además de neutralizar los productos intermedios de la reacción de neutralización, 

un ejemplo de ello es el ácido ascórbico, el cual posee una capacidad limitada para inactivar ROS 

debido a su oxidación irreversible, es decir, que después de donar un electrón es oxidado hasta 

desparecer la molécula, similar a otros polifenoles como pirogalol y ácido 3,4-

dihidroxifenilacético (Geletii et al., 2002); sin embargo, manifiesta una alta efectividad en la 

neutralización de productos intermedios, permitiendo el efecto antioxidante de otras 

moléculas. Su intervención en la captación de radicales primarios es determinante para evitar la 

formación de ROS estables y más tóxicos (Liaudet et al., 2000). 

 
Atendiendo a lo mencionado, Geletii et al., (2002) propusieron una clasificación para los 

antioxidantes con base a su capacidad para regenerarse mutuamente dentro de la mezcla de 

antioxidantes en conjunto a su reactividad hacia la radicación de las ROS, sin embargo, 
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previamente Buettner (1993) había propuesto una jerarquía dentro de los grupos de 

antioxidantes en función de las propiedades termodinámicas de ROS, al poseer la propiedad de 

comportarse como muy oxidantes o muy reductores, lo cual genera un orden y velocidad de 

acción, un ejemplo de ello es la vitamina (Vit) C (ácido ascórbico) y Vit E (tocoferol) en la 

protección frente a la oxidación de lípidos. 

 
A pesar de que la Vit C es hidrosoluble y la E liposoluble, además de encontrarse una en la 

membrana celular (Vit E) y otra en las fases acuosas (Vit C), esta última es capaz de reciclar la Vit 

E mediante la reposición de su radical tocoferoxilo, permitiendo así que esta vuelva a funcionar 

como antioxidante frente a ROS. Asimismo, se hace mención por Buettner (1993) que, “algunas 

enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) son antioxidantes preventivos porque solo actúan 

sobre las especies de ROS que inician las reacciones en cadena, mientras que los antioxidantes 

no enzimáticos (ascorbato, tocoferoles, urato y glutatión) son capaces de “reparar” los radicales 

oxidantes directamente, por lo que son considerados antioxidantes que rompen cadenas”. 

El efecto de exponer ROS ante una mezcla de antioxidantes puede ser significativamente más 

alto que el calculado a partir de la suma de los compuestos de forma individual respecto a sus 

concentraciones. De esta forma, la riqueza de fitoquímicos con capacidad antioxidante en los 

tejidos de las plantas va a incrementar el efecto benéfico en función de la reducción de las ROS 

(Choudhury et al., 2017). 

 

2.6 Alternativas de cultivos para la diversificación del perfil químico de las plantas 

Resulta muy complejo poder controlar en condiciones de campo o invernadero las variables que 

pueden llegar a influir en el perfil químico de la planta, por ello, los primeros ensayos se 

desarrollan generalmente en condiciones que permitan un mayor control en la diversificación 

del perfil químico. El cultivo de tejidos vegetales in vitro permite este control, en base al uso de 

esta alternativa se han podido identificar varios factores que podrían promover diferenciación 

en la concentración de compuestos secundarios en los tejidos (Dias et al., 2016; Yue et al., 2016; 

Espinosa-Leal et al., 2018), entre los que se relaciona el tamaño de los frascos donde se alojan 

las plantas, la eficiencia del sistema utilizado (convencional en medio semisólido, líquido, 

agitación), factores abióticos como la temperatura, luz (intensidad, fotoperíodo, longitud de 

onda), humedad relativa, composición de la micro atmósfera en el interior de los frascos de 
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cultivo, asimismo, la composición del medio de cultivo como disponibilidad de agua, potencial 

hídrico del medio, contenido de macro y micro nutrientes, carbohidratos, vitaminas, 

aminoácidos y fitorreguladores del crecimiento también definen la producción de metabolitos 

secundarios en el cultivo de tejidos in vitro (Cardoso et al., 2019). 

 
En este sentido, Saad y Elshahed (2012) señalaron que la sacarosa (2-6%) es utilizada casi 

exclusivamente como fuente de carbono en los medios de cultivos, producto a la desestimación 

del uso de lactosa, galactosa, maltosa y almidón por ser menos efectivos. En relación con el uso 

de sacarosa se documenta el efecto que tiene para inducir la síntesis de compuestos 

secundarios en raíz (flavonoides, fenoles, ácido clorogénico e hipericina) (Yamaner y Erdag, 

2013), en cultivos celulares en suspensión de Prunella vulgaris observaron un incrementó en la 

producción de biomasa, concentración de flavonoides, fenoles, proteínas y otros antioxidantes 

(Fazal et al., 2016). 

 
En Vernonia condensata Fortini et al., (2021) observaron el incremento en la concentración de 

pigmentos fotosintéticos y compuestos fenólicos, además de una mejora en el intercambio de 

gases, mientras Modarres et al., (2018) en cultivos en suspensión tratados con sacarosa 

observaron generación de biomasa celular, acumulación de ácidos fenólicos, donde agregaron 

que concentraciones de sacarosa por encima del nivel utilizado normalmente (30 g L-1) 

desencadenó acumulación mejorada de ácidos rosmarínico y cafeico en el medio de cultivo, por 

lo que queda justificado que alternativas con el uso de la sacarosa pueden promover 

modificaciones en la composición química de los medios de cultivo, además de modificaciones 

morfológicas en las vitroplantas y alteraciones del perfil bioquímico, esto puede estar 

relacionado en el criterio de Qian et al., (2018) con la inducción de estrés osmótico por el 

exceso del carbohidrato en la célula lo cual incrementa la respiración celular y con ello la 

producción de ROS. 

 
Por otro lado, el uso de promotores de crecimiento en los cultivos de tejidos in vitro también 

genera la producción de compuestos secundarios, en este sentido Ridzuan et al., (2020) al 

emplear un promotor del enraizamiento (ácido 1-naftalenacético en 0.5; 1.0 y 2.5 mg L-1) en el 

cultivo de segmentos nodales de Moringa, cuantificó un incremento en la concentración de 



19 
 

 
 

Fenilalanina-amonio liasa (PAL, siglas en inglés) y polifenol oxidasa (PPO, siglas en inglés), 

debiéndose según el autor a la aplicación de promotores de enraizamiento. Sin embargo, se 

debe aclarar que las alternativas de estimulantes del crecimiento radicular en su mayor parte se 

han ocupado en la multiplicación de la planta, no para la síntesis de compuestos secundarios. 

Microorganismos benéficos también se relacionan en los antecedentes de cultivo de tejidos in 

vitro para promover moléculas bioactivas (Llorente y Apóstolo, 1998; ; Llorente et al., 2007; 

Larraburu et al., 2016; Perez, 2017; Orlikowska et al., 2017; Perez-Rosales et al., 2018; Gonzalez 

et al., 2021), denominado como biotización, y definido como; “respuestas metabólicas de la 

planta cultivadas in vitro ante un inoculante microbiano, conllevando al desarrollo de cambios 

fisiológicos que mejoran la resistencia al estrés biótico y abiótico de los propágulos 

derivados”(Nowak, 1998).  

 
Nowak op. cit. mencionó como ventajas de la biotización ante las deficiencias de las condiciones 

de crecimiento de los cultivos in vitro (baja humedad, déficit lumínico, baja humedad) y de las 

plantas obtenidas (baja capacidad fotosintética, disfunción del aparto estomático, sistema 

radicular desprovisto de pelos radiculares, pobre desarrollo de la cutícula y bajos depósitos de 

cera), la obtención de plantas con mayor cantidad de lignina en los tejidos vasculares, más pelos 

foliares y aparato estomático funcional similar al de plantas crecidas en invernadero, además 

del incremento de la supervivencia respecto a plantas no biotizadas. 

 
Otras de las ventajas del uso de la biotización es el incremento de compuesto antioxidantes 

(fenoles libres), enzimas antioxidantes (PAL), y presencia de proteínas relacionadas con la 

patogenicidad (quitinaza extracelular y β-1,3-glucanasa) (Nowak, 1998; Orlikowska et al., 2017). 

La concentración bacteriana sugerida para promover el crecimiento (raíces y planta) y 

diversificar el perfil químico (antioxidantes, pigmentos) en condiciones in vitro es de 108 UFC 

mL-1 aproximadamente, y para la producción de brotes  3x108 UFC mL-1 con Pseudomonas sp. 

Cepa PgIN y Thizobium leguminosarum (Pillay y Nowak, 1997). Este último aspecto en M. 

oleifera no fue ubicado en la exploración de la bibliografía mediante bases de datos como 

Google académico y Scopus, por lo que podrían considerarse aislados los resultados con la 

incógnita si han sido desarrollados o no. 
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2.7 Cultivo de tejido in vitro de Moringa oleifera. Experiencias en la diversificación del perfil 
químico. 

El desarrollo de estudios mediante cultivos de tejidos in vitro con Moringa oleifera ha abarcado 

diferentes intereses, entre ellos, establecimiento y multiplicación (Förster et al., 2013; Drisya 

Ravi et al., 2019), conservación del germoplasma (Ruiz et al., 2016), además de variantes que 

han considerado la modificación del medio de crecimiento con adición o combinación de 

promotores del crecimiento vegetal (Marfori, 2010; Nieves y Aspuria, 2011; Jun-jie et al., 2017; 

Hamany Djande et al., 2019; Gupta et al., 2020), y en la obtención de plántulas mediante 

cultivos in vitro para ser plantadas en condiciones de campo (Saini et al., 2012). 

 
Para el proceso de multiplicación se han explorado en el cultivo in vitro de tejidos de Moringa 

varias combinaciones que incluyen promotores del crecimiento y medios de cultivo, en este 

sentido Li et al., (2016) sobre medio MS (Murashige y Skoog, 1962) exploraron las 

combinaciones de 2.0 mg L-1 de 6-BA+0.05 mg L-1 NAA (ácido 1-naftalenacético); 6-BA 1.0 mg L-

1+KT (Cinetina) 0.1 mg L-1+2,4-D (Ácido 2,4-diclorofenoxiacético)+ NAA 0.05 mg L-1 para la 

multiplicación, mientras que para promover el enraizamiento, lograron el 100% utilizando 

MS+0.5 mg L-1 IBA (ácido indol-3-butírico). 

 
Mathur et al., (2014) señalaron entre varias combinaciones de promotores del crecimiento para 

la inducción de callos, el uso de MS+BAP:IBA (3:3 mg L-1) como más eficiente, mientras que 

MS+BAP:NAA (1.0:0.5 mg L-1) indujo la producción de brotes y MS+BAP:Kn:NAA (2.0:1.0:0.2 mg 

L-1) propició rebrotes múltiples al mismo tiempo que en el proceso de enraizamiento, los callos 

que se desarrollaron con esta concentración no precisaron de promotor de crecimiento para 

producir raíces, el resto de los callos tratados con MS+IBA:NAA (3.0: 0.5 mg L-1) enraizaron, con 

lo que concluyeron estos autores que el proceso de diferenciación celular requiere de rutas 

bioquímicas específicas que son reguladas por factores endógenos, determinando la producción 

de compuestos secundarios mediante la diferenciación de tejidos para su biosíntesis. 

 
Sin embargo, las experiencias en la multiplicación e inducción del enraizamiento en M. oleifera 

es numerosa y variada, donde no se define una concentración u hormona independiente o 

combinada que pueda ser utilizada, y eso se debe a la exposición a presiones ambientales en las 

que crecen las plantas madres y que son transferidas a la decendencia (Valdés-Rodríguez et al., 
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2018), entiéndase por presiones ambientales aquellos factores bióticos y abióticos que definen 

los mecanismos de defensa de la planta y con ello las regulaciones mediante la expresión de 

genes, regulación de hormonas, actividad enzimática, entre otros, que se transfieren a la 

descendencia para que pueda prosperar en las mismas condiciones (Boopathi et al., 2021), y 

ello define en los cultivos in vitro, la respuesta por parte de las fracciones vegetativas para la 

desdiferenciación o diferenciación celular mediante tratamientos poli hormonales u mono 

hormonales. 

 
En este sentido, experiencias para la diversificación del perfil químico de Moringa han 

considerado la obtención y crecimiento de plántulas mediante cultivos in vitro, para 

posteriormente cultivarlas en campo, pudiendo constatarse un incremento en las 

concentraciones de α-tocoferol y carotenoides totales en las plantas obtenidas por cultivo de 

tejidos cultivadas en campo, respecto a las cultivadas en campo directamente (Saini et al., 

2012), lo que sustenta el efecto positivo que ejercen las PGPR durante el crecimiento en 

condiciones in vitro que predispone el desarrollo de la planta en otras forma de cultivo ex vitro. 

 
2.7.1 Interacción entre rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y plantas. 
A nivel de la rizosfera existe una gran diversidad de microorganismos, los cuales, con énfasis en 

la bacterias (Fig. 7), establecen comunidades en estructuras denominadas biopelículas 

(Muhammad et al., 2020). Estas bacterias producen sustancias poliméricas extracelulares 

(dextrano, xantano, escleroglucano) (Vaishnak y Kumar-Coudhary, 2021), mismas que mediante 

una gran red de microfibrillas unidas fuertemente por enlaces covalente, aglutinan partículas de 

suelo y crean cavidades porosas en donde se retienen las moléculas de agua (Costa et al., 2018), 

modificando de esta forma el aspecto físico del suelo, con énfasis al tipo y tamaño de partícula, 

estructura y densidad aparente, lo cual contribuye a la mejora en la captura de agua y su 

retención (Zheng et al., 2016). 
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Figura 7. Ecología de las PGPR en beneficio al crecimiento y desarrollo de las plantas. 
(Elaboración propia mediante BioRender.com). 

La planta libera a través del exudado radicular, ácidos orgánicos, carbohidratos, aminoácidos, 

nucleótidos, flavonas, enzimas y compuestos tóxicos para microorganismos, entre los que se 

mencionan, ácido cianhídrico, glucósidos y saponinas (Oburger y Jones, 2018), y otros 

compuestos, entre los que se destacan las estrigogalactonas y bonzoxazinoides que por 

quimiotaxis atrae a los microorganismos que viven en la rizosfera, donde se incluyen bacterias 

benéficas pero también agentes patógenos (Robert-Seilaniantz et al., 2011). 

Una vez lograda la colonización por las PGPR, comienza la actividad microbiana a nivel de la raíz 

(externa, intracelular o extracelular). Las PGPR poseen dos mecanismos de acción, reconocidos 

como directos e indirectos, ambos alteran el perfil bioquímico y hormonal de la planta, además 

de inducir efectos benéficos en el crecimiento, desarrollo y absorción de nutrientes. El 

mecanismo directo se identifica por el incremento de concentraciones endógenas de hormonas, 

también conocidas como fitohormonas entre las que se relacionan los grupos AUX, GBs, Cit y 

etileno principalmente, variando el efecto en dependencia de la intensidad del estrés, tipo de 

cepa bacteriana, especie vegetal, y condiciones de crecimiento de forma general (Ahemad y 

Kibret, 2014) (Fig. 8). 
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Figura 8. Mecanismo directo de las PGPR. Producción de fitohormonas, sinergismos-
antagonismo entre ellas, síntesis de otras moléculas. (Elaboración propia mediante 
BioRender.com). 

 
La síntesis de hormonas está regulada con precisión por la planta, pero las bacterias también 

pueden sintetizarlas ya sea desde la rizosfera (rizobacterias) o tejidos vegetales (endófitas) 

(Shilev, 2020), también se generan algunos precursores que inhiben la producción de 

determinada hormona (etileno), como es el caso del denominado ácido 1-aminociclopropano-1-

carboxílico (ACC) (Nadeem et al., 2014), inhibiendo y/o revirtiendo la producción de etileno, 

hormona que protege a la planta frente a diferentes tipos de estrés pero también detiene el 

crecimiento en función de la altura y el desarrollo radicular. 

 
Algunas PGPB producen ACC-desaminasa que puede degradar el ACC en amoníaco y α-

cetobutirato, esta reacción disminuye las concentraciones de etileno en la raíz, con lo cual 

puede comenzar a incidir las auxinas endógenas para el desarrollo radicular, y los restos de ACC 

son eliminados a través del exudado radicular suprimiéndose el efecto inhibidor del etileno en 

las raíces y planta (Shilev, 2020). 
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Todas las fitohormonas inciden a nivel celular para el desarrollo de tejidos, las PGPR potencian 

estos efectos al estimular la producción de estas, y que al desarrollarse relaciones antagónicas 

entre algunas de ellas equilibran y fortalece el crecimiento y desarrollo de las plantas (Baset 

Mia, 2012), relacionándose entre los efectos antagónicos la combinación de GAs y AIA que 

potencian el crecimiento de la planta y producción de brotes (Jordán y Casaretto, 2006). 

 
La producción combinada de Cit y AG intervienen de forma directa en la producción de hojas 

(Baset-Mia et al., 2017), documentándose además, por estos autores que la combinación de las 

citoquininas con otras hormonas (auxinas) induce la acumulación de ciclinas, las cuales 

promueven nuevos ciclos en la célula y en la división celular, lo que genera la formación de 

nuevas estructuras, como tallos, brotes y hojas principalmente, lo cual coadyuva a la tolerancia 

por parte de la planta a las afectaciones bioquímicas, estructurales y morfológicas que provoca 

el estrés abiótico y biótico en las plantas. 

 
Las PGR también producen otros tipos de moléculas, como rizobitoxina que promueve el 

desarrollo de las plantas en función de la altura (Vardharajula et al., 2011), lumicroma y 

lipochitooligasacarido que detecta el estrés ambiental y regulan el crecimiento vegetal 

(Subramanian y Smith, 2015). Subramanian op. cit. señalan la producción de Thurecin17, 

molécula bactericida que modifica el metaboloma de semillas permitiéndole germinar en 

condiciones de estrés ambiental, promueven además la síntesis de enzimas extracelulares como 

sintasas, glucanasas y proteasas que promueven la lisis de células bacterianas y degradan la 

pared celular de hongos patógenos (Goswami y Deka, 2020). 

 
Los mecanismos indirectos incluyen respuestas de defensa sistémica que incrementan la 

concentración de compuestos endógenos, y algunas hormonas relacionadas con la defensa de la 

planta como el ácido jazmónico (AJ), ácido salicílico (AS) y etileno (Pieterse et al., 2000), los 

cuales estimulan la concentración de determinados compuestos secundarios (del Rosario 

Cappellari et al., 2019), que protegen a la célula de la oxidación, mantenimiento de la turgencia 

celular e integridad de membranas producto de la interacción con factores bióticos o abióticos. 

 
Dentro de los factores bióticos se relacionan las afectaciones de defoliación por insectos, 

herbívoros, competencia por recursos (agua, minerales, espacio) con otras plantas e infecciones 
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patógenas. Referente a la detección de microbios benéficos o patógenos, Robert-Seilaniantz et 

al., (2011) explican las dos formas en que las plantas reaccionan ante las infecciones, 

describiendo un mecanismo que denominan “Inmunidad activada por patrón” que involucra la 

capacidad de la planta de detectar y reconocer una amplia gama de patrones moleculares 

asociados a patógenos y microbios (P/MAP, siglas en inglés) a través de receptores de 

reconocimiento de patrones de superficie (PPR, siglas en inglés), resultando en la inmunidad 

activada por patrón (PTI, siglas en inglés), que es el sistema defensivo capaz de contener y/o 

reconocer a organismos patógenos y no patógenos, este sistema de defensa solo es superado 

por patógenos que posean efectores que suprimen el PTI (Fig. 9). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema del mecanismo de inmunidad activada por patrón. (Elaboración propia 
mediante BioRender.com). 

 

Independientemente de la superación de la barrera, se desencadenan reacciones bioquímicas 

mediadas por proteínas (ERFs, mirosinasa) (Ruan et al., 2019), que provocan una intervención 

del genoma de la planta mediante la sensibilización en la expresión de genes (Lox1, Lox2, pdf1.2, 

entre otros), denominada respuesta sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés), mediante 

la cual se activa la síntesis de ácido abscísico (ABA), etileno, AJ y AS (Timmusk y Wagner, 1999), 
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así mismo el AJ y AS son activadores de genes sensibilizados a sus rastros químicos (Pieterse et 

al., 2000). 

 
Sin embargo, la expresión de los genes va a depender del tiempo de exposición al estímulo 

hormonal e intensidad del mismo, lo cual va a definir cuales rutas metabólicas serán activas 

para la síntesis de moléculas secundarias, este aspecto fue señalado por van Wees et al., (1999) 

en la identificación de algunos genes (Lox1, Lox2, Atvsp, Pdf1.2, Hel, ChiB y Pal1) relacionados 

con la producción de AJ y activación de enzimas que definieron las rutas metabólicas para la 

producción de compuestos secundarios (fenoles, polifenoles, terpenoides, alcaloides, entre 

otros) como parte de la ISR ante la infección por Pseudomonas, señalando que, en dependencia 

de la intensidad de la señal y vía de señalización se define el tipo de metabolito para el control 

del estrés oxidativo. 

 

2.8 Las PGPR y su intervención en la modificación de la anatomía foliar y morfología de 
estomas. 

Los efectos hormonales antes mencionados en conjunto con el antagonismo que se produce 

entre hormonas del crecimiento vegetal conllevan a modificaciones anatómicas y estructurales 

en toda la planta, acentuándose en las hojas, donde se presentan modificaciones morfológicas 

en la estructura del estoma y anatomía del parénquima esponjoso (Larraburu et al., 2010). El 

estoma es la única estructura foliar que permite el intercambio gaseoso de la planta con el 

medio, y con ello equilibra la relación de la disponibilidad hídrica / intercambio de gases, 

optimizando el proceso de la fotosíntesis mediante el suministro de oxígeno (Drake et al., 2013), 

donde el tamaño y densidad estomática juegan un papel determinante en el proceso de 

intercambio gaseoso y eficiencia fotosintética (Paradiso et al., 2017). 

 
Existen evidencias de que, estomas más pequeños poseen mayor capacidad de respuesta para 

la apertura y cierre de los mismos, respecto a estomas grandes (Drake et al., 2013), los cuales, 

no posibilitan un optimizado cierre estomático por lo que la respuesta adaptativa es más 

prolongada y con ello, retardo en los procesos de ajuste hídrico, si el tamaño se combina con la 

densidad de estomas por unidad de superficie, podría contemplarse una amplia capacidad de 

ajuste de la conductancia, lo que a su vez genera eficiencia en el balance hídrico, intercambio 

gaseoso, actividad fotosintética y movilización de nutrientes a partir de la raíz (Balliu et al., 
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2015), por ello se considera que hojas con alta densidad de estomas pequeños son capaces de 

alcanzar altos niveles de conductancia estomática si las condiciones de crecimiento de la planta 

son favorables (sin estrés) o desfavorables (estrés abiótico) (Drake et al., 2013). 

 
Es importante mencionar, que tanto las condiciones de crecimiento de la planta como el factor 

genético influyen en la densidad y tamaño de estomas, determinando los rangos en los que se 

comporta la variabilidad de los mismos (Pieruschka et al., 2005), así mismo si se inoculan con 

microbios promotores del crecimiento vegetal, específicamente bacterias, los resultados son 

variables y aún poco comprendidos. 

 
Jafarian et al., (2017) observaron en el análisis de la hoja bandera de dos variedades de trigo 

(Triticum aestivum) vc harinero y duro, respectivamente, inoculados con Azospirillum spp. en 

condiciones de secano, respuestas diferenciadas en la densidad y tamaño de los estomas, 

aunque la longitud de los estomas en las plantas inoculadas fue mayor respecto a los testigos no 

inoculados, aseveraron que las condiciones de baja disponibilidad hídrica contribuyeron a 

definir la estructura estomática, mientras que la expresión diferencial se debió al factor 

genotipo, donde la variabilidad genética ajustó las transformaciones estructurales. 

 
En estudios de la diversificación de la morfología estomática por el efecto de las PGPR, 

Larraburu et al., (2010) señalaron en un estudio realizado con cultivos in vitro de Photinia 

(Photinia x fraseri Dress) inoculadas con A. brasilense Cd y Sp7, y Azotobacter chroococcum 

diferencias en la morfología de los estomas promovidas por las cepas en estudio, donde todo 

indica que también las características que identifiquen a la PGPR determinará las respuestas 

que éstas desencadenen para modificar la morfología del estoma. 

 
En ocasiones la capacidad de respuesta de las plantas para ajustes anatómicos o morfológicos 

es lenta (morfología estomática y ordenamiento de células epidérmicas) y no se llega alcanzar la 

modificación estructural para la supervivencia y desarrollo, lo que genera retrasos en el 

crecimiento, improductividad o muerte de la planta (Kottapalli et al., 2018). En este sentido, el 

uso de PGPR se ha comprobado que indirectamente son capaces de modificar la morfología y 

tamaño de los estomas, y estructuras conductoras de tallos y hojas (Gonzalez et al., 2015). 
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El-Afry et al., (2012) observaron en tallos de plantas de Triticum aestivum L. sometidas a estrés 

hídrico e inoculadas con dos bacterias endógenas (Azotobacter chrocooccum y Pseudomonas 

fluorescens) un incremento en las dimensiones del xilema y floema por el efecto de A. 

chrocooccum, y en hojas P. fluorescens incrementó el diámetro de los haces vasculares de haz y 

envés esto se relaciona con transformaciones anotómicas en la hoja, entre las que se 

relacionan, incremento del espesor de la empalizada, parénquima esponjoso y su porosidad, 

afectando de forma positiva la difusión de gas lateral y vertical dentro de la hoja (Pieruschka et 

al., 2005). 

 
Efectos similares observaron Gonzalez et al., (2021) en el cultivo de la Jojoba (Simmondsia 

chinensis (Link) Schneider) en condiciones in vitro asociada con cepas de A. brasilense para 

reducir las modificaciones anatómicas de hojas, tallos y raíz por estrés salino, resultando en un 

incremento en el diámetro de los conductos (xilema y floema) del tallo y hojas similar a plantas 

sin estrés, lo cual resalta el carácter promisorio de las PGPR para transformar la anatomía de 

tallos y hojas. 

 
Paradiso et al., (2017) observaron en un cultivo hidropónico de Glycine max (L.) Merr 

modificaciones en el tamaño de los estomas (más pequeños) producto de la inoculación de un 

consorcio microbiano que incluyó catorce especies de bacterias, doce especies de HMA (hongos 

micorrizicos arbusculares) y especies benéficas de Trichoderma spp., aunque corroboraron 

predominio de cepas de Ochrobactrum colonizando la raíz.  

 
Un estricto control de la apertura y cierre estomático permite utilizar eficientemente la misma 

cantidad de agua por el sistema radicular, de esta manera para estomas grandes, el control 

hídrico se desarrolla con la apertura de algunos estomas, mientras que el resto se mantienen 

cerrados, aunque en ocasiones por el tamaño de las células guardas el cierre no es total y se 

mantiene de forma no controlada el intercambio gaseoso que genera escape de vapor de agua y 

por tanto afectaciones en el equilibrio hídrico (Nolasco-Bethencourt, 2017). 

 
Sin embargo, en plantas inoculadas con PGPR, las modificaciones que estás imprimen en los 

conductos (xilema y floema) y otros vasos conductores, generan una alteración en la actividad 

respiratoria que provoca ajustes mediante mecanismos regidos por hormonas, genes y enzimas 
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en la reducción del tamaño de los estomas e incremento de la densidad de los mismos (Paradiso 

et al., 2017). 

2.9 Absorción de minerales, intervención de las PGPR como diversificadoras del perfil mineral 
de las plantas. 

Las plantas vasculares absorben nutrientes esenciales, iones o nanopartículas a través de raíces, 

estomas, cutículas de hojas o tallos, pudiendo trasladar estas especies químicas, grandes 

distancias relativas dentro de la planta (Crawford, 2021a). La absorción se desarrolla 

principalmente de la masa del suelo que es la destinada para la extracción de agua y minerales, 

mientras que la interfaz suelo-raíz o rizosfera, es la zona del suelo influenciada por la planta, 

donde predominan un grupo de sustancias químicas y orgánicas que permiten a la raíz 

interactuar con el medio y microorganismos del suelo (Crawford, 2021b). 

Los aspectos biológicos de la rizosfera incluyen las paredes de células más externas que forma el 

límite interno de la interfaz. Durante el desarrollo radicular, desde la primera radícula, la 

rizosfera está cubierta por un muci-gel que juega un papel fundamental en la absorción de Fe, 

Mn, P y Zn en condiciones de deficiencia de estos minerales, mientras que la flora microbiana 

asociada a la rizosfera predispone disponibilidad de nutrientes para la planta a partir del ciclo de 

nutrientes (Crawford, 2021a). 

A partir de las modificaciones morfológicas y anatómicas de los conductos (xilema y floema) y 

hojas, respectivamente, combinado con el crecimiento acelerado producto al efecto hormonal 

estimulado por las PGPR, se incrementa la presión radicular, también conocida como presión 

hidrostática, con lo que se incrementa la absorción de agua y con ello, la incorporación de 

macro y microminerales, y elementos benéficos (Palmgren, 2001) , minerales que son utilizados 

por la planta para la síntesis de enzimas, tejidos, mejoramiento del funcionamiento metabólico 

(Taiz y Zeiger, 2006), entre otras funciones relacionadas. 

Por otra parte, en dependencia de las características de las PGPR (fijación de nitrógeno, 

solubilización de fosfatos, producción de sideróforos) se acidifica el pH de las rizosfera de las 

plantas (Carrillo et al., 2002), a partir de la oxidación de NH4, produciendo H+ y NO3 (Crawford, 

2021a), lo cual altera la bomba de protones, y a su vez, el funcionamiento de los canales de 

difusión para la entrada de los minerales al interior de la célula vegetal (Campbell et al., 2014). 
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Se hace referencia entre las alteraciones de pH de la rizosfera por las características de las 

PGPR, en un ambiente rico en amonio un aumento de la extrusión de protones, y un ambiente 

rico en nitratos reducción de la extrusión, alterando ambas variantes el potencial de membrana 

de las raíces para incrementar la salida de protones de la raíz, lo cual incrementa la fuerza 

motriz, que es la que permite a la planta absorber minerales de la solución del suelo (Bashan et 

al., 1991). Estos cambios en la extrusión de protones determinan en muchas ocasiones el 

mineral que se va a absorber para mantener el potencial de membrana y equilibrio 

electroquímico, en este sentido, ante una alta extrusión de protones se alcanza un potencial 

electronegativo alto a nivel de membrana, siendo necesario la incorporación de un catión para 

equilibrar, por excelencia el catión es el K+ (Gaxiola-Ariza, 2019), por lo que se desarrolla un 

desplazamiento de minerales con las relaciones de sinergismo y antagonismo que los 

acompaña; K+ es antagonista del Ca2+ y Mg2+, por cual, se limitará su absorción de la solución del 

suelo y se debe potenciar la incorporación Fe2+ y Mn2+ (Nolasco-Bethencourt, 2017). Entre las 

bacterias que se han estudiado con un enfoque modificador del ambiente de la rizosfera, se 

encuentra Azospirillum brasilense Cd (Bashan et al., 1990; Carrillo et al., 1990) y Achromobacter 

(Bertrand et al., 2000). 

 
Asimismo, las PGPR estimulan la producción de moléculas bioactivas a nivel de la raíz como la 

escopolamina y posterior producción de escopoletina, cumarinas que se exudan a través de la 

raíz. La exudación de escopoletina (7-hidroxi-6-metil-2H-1-benzopiran-2-uno) promueve la 

quelación de Fe (III) a nivel de la rizosfera ayudando a movilizarlo para su absorción por la raíz, 

mientras que la exudación de escopolina también puede suprimir el crecimiento de patógenos 

en las plantas (Lundberg y Teixeira, 2018). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
La especie Moringa oleifera Lam. ya ha sido objeto de estudio mediante la inoculación con PGPR 

para la promoción del crecimiento y diversificación de la morfología de la planta, sin embargo, 

el incremento del potencial antioxidante a partir de los mecanismos indirectos promovidos por 

PGPR no ha sido abordado, por lo que, un sistema de cultivo que aproveche las bondades de 

producción de biomasa determinada por la edad de la planta en combinación con la inoculación 

planificada y estratégica con PGPR, podría conducir a plantas de calidad con un optimizado 

crecimiento, desarrollo, altamente productora de hojas ricas en compuestos antioxidantes. 
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4. HIPÓTESIS 
 
Si, se han aislado y caracterizado bacterias con potencialidades para promover el crecimiento en 

plantas, entonces, es posible que éstas tengan un efecto promotor en el desarrollo, crecimiento, 

modificación de la morfología estomática y perfil antioxidante de plantas de Moringa oleifera 

Lam. 
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5. OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo general 

Caracterizar el crecimiento, producción, desarrollo, morfología estomática y contenido de 

antioxidantes en Moringa oleifera Lam. inoculada con rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal. 

 

5.2 Objetivos particulares 

1. Determinar la efectividad de medios para el cultivo de tejidos in vitro en la germinación, 

crecimiento y desarrollo de vitroplantas de Moringa oleifera, y su multiplicación. 

2. Evaluar mediante la inoculación con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal la 

morfología estomática de plantas de M. oleifera en condiciones de invernadero. 

3. Caracterizar el proceso de crecimiento, desarrollo y producción de biomasa de plántulas de 

M. oleifera inoculadas con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en condiciones de 

invernadero. 

4. Analizar el contenido de antioxidantes en hojas de M. oleifera inoculadas con rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal en condiciones de invernadero. 
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6. MATERIAL Y MÉTODO 

6.1 Determinar la efectividad de medios para el cultivo de tejidos in vitro en la germinación, 
crecimiento y desarrollo de vitroplantas de Moringa oleifera, y su multiplicación. 

 

6.1.1 Material vegetal 
Las semillas de Moringa oleifera se colectaron de una planta adulta establecida en las 

coordenadas 24° 07´45.47” LN y 110° 20´14.72” LO en el estado de Baja California Sur, La Paz, 

México. La planta madre tenía una altura entre cuatro y cinco metros con edad entre seis y siete 

años, la morfología de los frutos señaló dimensiones que variaron entre 27 y 43 cm de longitud 

y 18.8 y 27.52 mm para el grosor, como promedio presentaron 21 semillas de 0.31 g de peso 

promedio.  

 

La cosecha de la semilla se realizó tres meses antes de su uso, de frutos maduros que fueron 

trasladados al Laboratorio de Biotecnología Vegetal del Centro de Investigaciones Biológicas del 

Noroeste (CIBNOR), en El Comitán, localizado en la porción meridional de la Península de Baja 

California donde se encuentran las zonas de mayor aridez en el mundo (Aguilera y Martínez, 

1996), entre los 24°08´10.03 LN y 110°25´35.31 LO, localizado al noroeste de La Paz. 

 

Se colectaron 1354 semillas maduras y de forma aleatoria se separó el 10%; a éstas se les 

determinó con un Vernier digital (STEREN) con precisión de 0.01 mm, el ancho (mm), 

considerado como del diámetro perpendicular; largo(mm), como el diámetro paralelo con 

respecto al eje del micrópilo, espesor (mm), al nivel medio del eje del micrópilo según las 

consideraciones de Valdés-Rodríguez et al., (2018). El peso en gramos se cuantificó en una 

balanza analítica (Ohaus, OHAUS, EUA), con una precisión de 0.0001 g. Del fruto se valoraron 

sus dimensiones (largo y ancho) con ayuda de una regla y un vernier respectivamente. 

 

6.1.2 Desinfección de semillas 
Se les retiró la testa a las semillas y se lavaron con agua y detergente comercial durante 2 min, 

luego se enjuagaron con agua destilada y acto seguido se introdujeron en etanol (70% v/v) 

durante 1 min dentro de una campana de flujo laminar, para luego introducirlas en una solución 

de hipoclorito de sodio comercial (NaOCl) al 15% (v/v) durante 20 min en agitación constante 
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(110 rpm). Una vez extraídas de la solución desinfectante fueron enjuagadas con agua destilada 

estéril por cinco ocasiones durante media hora en agitación constante (Luna, 2019). 

 

6.1.3 Medios de cultivos 
Se empleó el medio basal Murashige y SKoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) con adición de 

vitaminas del medio B5 Gamborg (Gamborg, 1970) (Medio MS+ vitaminas del Medio B5; 3% 

sacarosa; 8 g L-1 agar y pH 5.7) (MSG); MS: 3% sacarosa; 8 g L-1 agar y pH 5.7; Medio con Agua-

Agar (8g de agar en 1000 mL de agua (p/v)) y Medio húmedo (algodón embebido en agua 

destilada estéril), ajustando el pH para todos los medios a 5.8 mediante un potenciómetro (pH 

metro 3320, marca YENWEY). 

 

Se agregaron 20 mL de los medios probados en frascos de vidrio con capacidad de 120 mL. Se 

esterilizaron en autoclave por 15 min a 1.5 atm de presión y 121ºC, se dejaron enfriar, y 

posteriormente en una campana de flujo laminar S/M (marca ACERART) se ubicó una semilla 

dentro de cada frasco, todo el procedimiento se desarrolló alrededor de un mechero bunsen. 

Los frascos se sellaron con plástico autoadherible. Se incubaron es un cuarto de cultivo con 

temperatura de 25 ± 4°C, humedad relativa de 70%, 16 horas luz por ocho de oscuridad. 

 

6.1.4 Condiciones de cultivo 
Todos los frascos con los explantes se colocaron en una cámara de crecimiento a una 

temperatura de 28ºC ± 2ºC, a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos entre 220 µmol m-

2 s-1 - 250 µmol m-2 s-1, con un fotoperíodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, subcultivados los 

explantes cada 30 días al mismo medio de cultivo. 

 

6.1.5 Diseño experimental y tratamientos 
El estudio se desarrolló con un diseño experimental completamente aleatoreo con cinco 

repeticiones, se consideraron como tratamientos diferentes medios de cultivo; Tratamiento T1: 

Medio de Cultivo Murashige y Skoog con vitaminas de Gamborg (B5) (MSG); T2: Medio de 

cultivo Murashige y Skoog (MS); T3: Agua-Agar 0.8 %; T4: Medio húmedo (CT). Las repeticiones 

estuvieron constituidas por 16 plantas por tratamientos, de las cuales, y en forma aleatoria, se 
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seleccionaron cinco, que constituyeron las observaciones dentro de cada repetición en cada 

tratamiento, para un total de 25 observaciones por tratamiento. 

6.1.6 Germinación 
La evaluación de germinación se desarrolló bajo condiciones señaladas arriba (6.1.3) en frascos 

con 20 mL de medio de cultivo depositado en cada frasco dentro de la campana de flujo laminar 

(modelo Edge Gard Hood). Se evaluó el porcentaje de germinación y de contaminación de forma 

diaria, se consideró como semilla germinada aquella que mostró una raíz de 5 mm de longitud 

(Luna, 2019). Se cuantificaron: días para iniciar la germinación (DPG), porcentaje del tiempo 

medio de germinación (TMG, %) (Ellis y Roberts, 1980), índice de germinación (IG) e índice de 

velocidad de germinación (IVG) (Ranal y De Santana, 2006), mediante las siguientes ecuaciones: 

 

 M  
∑   semillas germinadas x   de días de siembra

∑ Semillas germinadas
                                                                                                (1) 

I   
∑ Ci

∑ Ci i
                                                                                                                                                       (2) 

 

Dónde: Ci= Número de semillas germinadas por día; Ti= Tiempo transcurrido desde el inicio del 

ensayo de germinación. 

 

I  
  semillas germinadas

días para la germinación de la primera semilla
 

  de semillas germinadas

días hasta la germinación de la última semilla
                                          (3) 

 
6.1.7 Crecimiento y desarrollo de plántulas emergidas 
Se controló posterior a la germinación y durante el período de crecimiento (16 días), el 

crecimiento y desarrollo de las vitroplantas, para ello, de forma aleatoria se seleccionaron 

veinte plantas desarrollando mediciones de la altura (considerada desde la base de tallo hasta la 

yema terminal) cada cinco días con un vernier digital (STEREN) para determinar las tasas de 

crecimiento, las mediciones se realizaron hasta que las plantas estuvieron por exceder la altura 

interna del frasco, en este momento se extrajeron y se desarrollaron mediciones morfológicas 

de los tallos (largo y ancho, mm, desde la base hasta la aparición de la primera hoja y a 10 mm 

de su base, respectivamente), hojas (número, largo y ancho), las mediciones se desarrollaron a 

partir de la primera hoja, la longitud se consideró desde la base hasta el ápice, y el ancho en la 
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porción media). Con las medidas de las hojas se estimó el área foliar con la siguiente fórmula 

(Ahmed et al., 2011): 

 

A  L x A x 0.55                                                                                                                                            (4)                      
 

Dónde: L=longitud máxima; A=ancho (promedio de la porción base, media y apical) 

A partir del valor del área foliar se calculó la Duración del Área Foliar (DAF) e Índice de Área 

Foliar (IAF) según el método clásico de análisis del crecimiento de acuerdo con Hunt (Hunt y 

Hunt, 1990) a partir de la relación altura y tiempo de crecimiento. 

 

DA  (A 2  A 1)- (
 2-  1

2
)                                                                                                                           (5)                

 

Dónde: AF=Área foliar; T=tiempo; S=área del suelo cubierta 

 

Cada cinco días luego de la germinación se tomaron las alturas de la planta pre identificadas 

para estimar la Tasa de crecimiento absoluta (TCA), tasa de crecimiento relativa (TCR) (De 

Armas et al., 1988). 

 

    (        )  (
     

     
)                                                                                                                    (6)                          

 C  (cm cm-1 día-1) (
A2-A1

 2- 1
)x(

1

A2
)                                                                                                             (7)                     

 

Dónde: A1=Altura inicial; A2=Altura final; T1=Tiempo inicial; T2=Tiempo final 

 

6.1.8 Multiplicación de plantas 
Posterior a las mediciones morfológicas de tallos, hojas y raíces, se tomaron explantes de tallos 

(segmentos de 1 cm ± 0.5 cm de longitud, sembrados en posición vertical, provenientes de 

vitroplantas de Moringa (M. oleifera Lam) de 16 días de edad, obtenidas in vitro como se 

describe en la sección 6.1.7 en medios declarados en 6.1.3. Los explantes de tallos se ubicaron 

en los medios de cultivo que aportaron los valores más significativos al proceso de crecimiento y 

desarrollo de la planta, los medios se suplementaron con 4.44 μM de 6-BAP (Llorente y 
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Apostolo, 1998). Los segmentos estuvieron en presencia del promotor del crecimiento durante 

60 días, en el transcurso de este tiempo se hicieron cambios cada 20 días a medios de cultivos 

frescos. Para la estimación del porcentaje de número de brotes, se realizaron observaciones 

diarias hasta completar el tiempo de experimentación. 

 

6.1.9 Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico se empleó el programa Statistica v.12.0, y se comprobó la normalidad 

de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Massey, 1951) y la homogeneidad de 

varianzas según el criterio de Bartlett (Bartlett, 1937), el modelo matemático por el cual se 

desarrolló el ANOVA fue el siguiente: 

 

                                                                                                                                            (8) 

 
Dónde: μ  promedio del modelo;  i= i-ésimo tratamiento; Rj=j-ésima réplica; eij= error de la 
estimación 
 

Para determinar la curva de crecimiento de los brotes se realizaron análisis de regresiones no 

lineales a partir de la edad y altura del brote. Se utilizaron los modelos: 

 

Logístico Nelder (Nelder, 1961): 
 

  a (1 b exp (-c  ))                                                                                                                                   (9)                   
 

Dónde: Y= es el crecimiento del organismo al tiempo t; a= es el crecimiento máximo asintótico 

esto es cuando t tiende al infinito; b= es el parámetro de curvatura que expresa qué tan rápido 

alcanza el crecimiento máximo o tiempo de retraso; c= tasa de crecimiento; T= tiempo en días. 

Gompertz (Laird, 1965): 
 

  a exp(-b exp(-c  ))                                                                                                                         (10)                    

 

Dónde: Y= es la variable de respuesta al tiempo (t); a= es el valor del máximo crecimiento y 

además determina un punto asintótico; b= número positivo que desplaza el modelo a la 

izquierda o derecha; c= establece la tasa intrínseca de crecimiento. 
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Bertalanffy (Bertalanffy, 1957):  
 
        (        (    )                                                                                                         (11)                 
 

Dónde Y= es la longitud del individuo al tiempo (t); a= es la longitud máxima del individuo 

(asíntota máxima); c= es el parámetro de curvatura que expresa qué tan rápido la longitud 

alcanza su valor máximo; T es el tiempo. 

 

Se consideró para el ajuste del modelo que, presentara alto valor de R2, alta significancia, bajo 

error estándar de los parámetros y de estimación, menor cuadrado medio del error y aporte 

significativo de los parámetros de la ecuación.  

 

Para definir los factores que determinan la eficiencia en la germinación in vitro, la morfología, y 

crecimiento de plántulas de M. oleifera en cultivos de tejidos, se utilizó la técnica multivariante 

de componentes principales, se comprobaron los supuestos de correlación entre variables 

originales según la prueba de Kaiser-Meyer-Olki (KMO) (Kaiser, 1974) y de esfericidad de 

Bartlett (Bartlett, 1937). Se extrajeron los factores mediante una matriz de correlación basada 

en autovalor, y para la rotación de la base de datos se empleó el método Varimax con 

normalizada de Kaiser para minimizar los factores que definen el modelo (Torres et al., 1993). 

 

6.2 Evaluación del cultivo de M. oleifera inoculado con PGPR en condiciones de invernadero 

 
6.2.1 Localización, control de temperatura, humedad relativa y preparación de sustrato para 
la evaluación de plantas inoculadas con PGPR. 
 

La investigación se desarrolló en áreas del Laboratorio de Biotecnología Vegetal del CIBNOR en 

condiciones de vivero con climatización permanente durante 45 días. Para el estudio con las 

bacterias, la temperatura se controló mediante un registrador de temperatura HOBO 8K 

Pendant, parte UA-001-08, mientras que la humedad fue monitoreada mediante un 

termómetro digital VEE GEE (modelo 84004) (veegee máximo y mínimo dual-scale Digital 

termómetro, higrómetro y reloj, 0 A 50 grados C y 32 A 122 F : Amazon.es: Jardín), ambos 

dentro del cubículo. 

https://www.amazon.es/dual-scale-Digital-term%C3%B3metro-higr%C3%B3metro-50-grados/dp/B0052EGD14
https://www.amazon.es/dual-scale-Digital-term%C3%B3metro-higr%C3%B3metro-50-grados/dp/B0052EGD14
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Las lecturas de temperatura y humedad se efectuaron cada seis horas a partir de las 6:00 am, en 

los horarios de la madrugada, mañana, tarde y noche, para ello, el dispositivo HOBO posibilitó la 

programación del tiempo en que debía efectuarse las lecturas, mismas que fueron descargadas 

del dispositivo mediante un software auxiliar (Onset HOBOware versión 3.7.18) al concluir el 

período experimental. Como sustrato se empleó SOGEMIX-PGM® a base de turba de Sphagnum 

sp. de granulación fina. 

 

Para la siembra de las plantas se prepararon cajas de plástico (58.2x 37.3 cm) con capacidad 

para 15 bolsas de polietileno (18x26 cm) llenas de sustrato SOGEMIX-PGM® a base de turba de 

Sphagnum de granulación fina. Las cajas se permeabilizaron con una lámina de polietileno para 

conservar una lámina de agua de 5 cm de altura, y se ubicaron 10 bolsas de polietileno llenas de 

sustrato humedecido durante 24 horas. 

 

En las 24 horas posteriores del llenado de las bolsas para ambos experimentos, se aplicó riego 

directamente dentro de éstas, y a cada caja de plástico se añadieron nueve litros de agua 

corriente para garantizar la humedad del sustrato, este procedimiento fue repetido cada seis 

días durante toda la experimentación disminuyendo el volumen a tres litros de agua por cada 

caja, asegurando de esta manera la humedad durante el proceso de crecimiento de las plantas. 

Las bolsas que se emplearon en el estudio fueron perforadas en la base para facilitar la 

absorción de agua, los orificios se abrieron con un sacabocados de 5 mm de diámetro. 

 

6.2.2 Condiciones de crecimiento de plantas inoculadas con PGPR 
Las variaciones de temperatura y humedad relativa se monitorearon durante toda la 

experimentación cada seis horas para cada variable partir de las 6:00 am, arrojando valores 

promedios en: madrugada (22.8±0.2ºC), mañana (22.6±0.03ºC; 66.17±0.43%), tarde 

(31.5±0.22°C; 69.04±1.44%) y noche (23.79±1.54ºC; 69.88±1.70%). 

 

6.2.3 Material vegetal 
Las semillas de M. oleifera se colectaron en las coordenadas LA  240° 07´45.47” y LON 110° 

20´14.72”, en el estado de Baja California Sur, La Paz, México. 
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6.2.4 Diseño experimental y tratamientos 
Para la evaluación con bacterias, se definieron como tratamientos (Tt): 1-Bacillus niacini; Tt 2-

Moraxella osloensis, Tt 3-Bacillus cereus, Tt 4- Azospirillum brasilense Cd (control positivo) y Tt 

5-control (CT) (riego con agua destilada sin aplicación de inóculos), los cuales fueron dispuestos 

en un diseño aleatoreo con cuatro repeticiones (Anexo I). El experimento se desarrolló en junio-

julio de 2019. 

 

6.2.5 Reactivación de cepas bacterianas 
Las cepas Bacillus niacini (Y11) y Moraxella osloensis (Y13) fueron aisladas de suelo, mientras 

que Bacillus cereus (A11) se aisló de rizosfera de albahaca (Ocimum spp.) en la localidad “Los 

Arados” (24° 47ʹ 12.26ʹʹ N - 111° 11ʹ 21.14ʹʹ W) a una elevación de 130 msnm, La Paz, Baja 

California Sur (Aguilar-Díaz, 2014). Estas se encontraban en crio conservación (-80ºC) en tubos 

de 1 mL en medio YMA Closest Match. Azospirillum brasilense Cd se obtuvo de la Colección 

Alemana de Microorganismos DSMZ (DSM 1843). 

 

El proceso de reactivación y generación de los inóculos se desarrolló en el Laboratorio de 

Ecología Microbiana Molecular del CIBNOR. Las cepas fueron extraídas de los ultra congeladores 

ubicados en el CIBNOR y se mantuvieron a 25°C durante media hora para su descongelación, la 

reactivación se hizo en placas Petri (tres placas por cepa) con agar nutritivo (8 g L-1 BD Difco 

234000, 2% de agar Sigma 05040), cada placa contenía 15 ml del medio las cuales fueron 

puestas en reposo dentro de la campana durante 24 horas, y por medio de estría cruzada se 

sembraron las cepas para comprobar la pureza de estas. Se incubaron a 30ºC durante 24-72 

horas utilizando una incubadora marca SHEL-LAB modelo 1510E, transcurrido este tiempo se 

extrajeron y con la ayuda de un estereoscopio se comprobaron las características morfológicas 

de las colonias descritas por Aguilar-Díaz (2014). Las placas fueron utilizadas como stock para 

resiembras posteriores, mantenidas a 4ºC. 

 

Se prepararon tres matraces para cada cepa con 25 mL de caldo nutritivo (BD Difco 234000), los 

mismos fueron inoculados con tres asadas, incubados (incubadora AMEREX modelo SK-775) a 

30ºC en agitación constante (150 rpm) durante 24-72 horas, transcurrido este tiempo se 
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tomaron 100 µL de cada matraz para disponerlo en un tubo Eppendorf que contenía 900 µL de 

solución salina fisiológica (80% p/v). 

 

Cada tubo se homogenizó en un Vortex (VWR modelo 97043-562), desarrollándose diluciones 

seriadas hasta 106 UFC, de las cuales se consideraron las tres últimas (104, 105 y 106 UFC). De 

estas diluciones se tomaron 100 µL que se depositaron en cajas Petri con agar nutritivo (Agar 

Sigma 05040) por duplicado. Con ayuda de asas bacteriológicas triangulares se sembraron de 

manera uniforme sobre toda la superficie, se incubaron a 30°C durante 24-72 horas y después 

de transcurrido este tiempo se sacaron de la incubadora y utilizando un transluminador, se 

realizó conteo viable de las colonias en cada placa (10-4, 10-5 y 10-6 UFC) mediante la relación 

descrita por Madigan et al., (2004): 

 

        
                                       

                         
                                                                                (12)      

 

Este procedimiento se repitió varias veces antes y después de la preparación de los inóculos 

para estandarizar la biomasa requerida en la preparación de los inóculos a aplicar, además de 

comprobar la pureza de las cepas y mantener renovado el crecimiento bacteriano. 

 

6.2.6 Preparación de inóculos 
Se prepararon 75 mL de caldo nutritivo distribuido (BD Difco 234000) en tres matraces con 25 

mL, a razón de 8 g L-1 según recomendaciones del fabricante, éstos fueron esterilizados en 

autoclave a 1.5 atm de presión y 121ºC durante 15 min, después de un reposo de 24 horas éstas 

fueron inoculadas con cultivo de las placas sembradas como stock descritas en la sección 6.2.5. 

Se tomaron tres asadas de cada cepa las cuales fueron inoculadas a cada matraz, mismas que 

fueron incubadas (incubadora AMEREX modelo SK-775) a 30ºC en agitación constante (150 rpm) 

durante 24-72 horas. 

 

Después de la incubación de cada cepa bacteriana, se prepararon en matraces de dos litros los 

inóculos bacterianos, suspendidos sin lavado previo en 1.5 L de agua destilada previamente 
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esterilizada (autoclave a 1.5 atm de presión y 121ºC durante 15 min). La concentración de la 

suspensión se ajustó a 1x107 UFC mL-1 mediante la ecuación de las soluciones concentradas: 

C1 V1= C2 V2     (13)    

Se extrajeron 100 µL de los matraces, y se distribuyeron con asas bacteriológicas triangulares 

sobre la superficie de cajas Petri que contenían agar nutritivo. A las 24 horas se hizo el conteo 

de las UFC, para corroborar la concentración preparada. 

6.2.7 Aplicación de inóculos bacterianos 
Los inóculos bacterianos, (B. niacini (Y11), M. osloensis (Y13), B. cereus (A11), A. brasilense Cd 

(DSM 1843) preparados en 1.5 L a 1x107 UFC mL-1, se aplicaron en dosis de 25 mL en la base del 

tallo de cada plántula (60 plantas/tratamiento) cada siete días por cuatro ocasiones a las 9:30 

am, las aplicaciones comenzaron cuando el 98% de las semillas de M. oleifera estuvieron 

germinadas. 

6.3 Evaluación de la morfología estomática de plantas de M. oleifera inoculadas con
ribacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) en condiciones de invernadero. 

6.3.1 Mediciones en las plantas inoculadas con PGPR. Anatomía de hojas y estructura 
estomática. 
Un día antes del corte, de las plantas seleccionadas de forma aleatoria en cada réplica 

correspondiente a cada tratamiento, se tomaron por tratamiento tres láminas foliares de la 

primera hoja imparipinnada las cuales fueron homogenizadas, seleccionándose dos láminas de 

forma aleatoria para tomar una submuestra de 1 cm2 para el análisis de la anatomía de la hoja y 

estructura estomática mediante Microscopía Electrónica de Barrido (MEB). 

Las muestras foliares (1 cm2) se trasladaron al Laboratorio de Microscopia Electrónica del 

CIBNOR, donde fueron fijadas en glutaraldehído 2.5% en amortiguador de cacodilatos (pH 7.4), 

se realizaron enjuagues para eliminar el fijador con amortiguador de cacodilatos por 30 minutos 

tres veces; y se sometieron a un gradiente de alcohol 30, 60, 80 y 100% respectivamente, por 40 
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minutos cada paso repitiendo tres veces el 100%, con la finalidad de sustituir cualquier residuo 

de agua restante (Hayat, 1972). 

Una vez deshidratadas por alcohol se sometieron a secado a punto crítico utilizando un secador 

de punto crítico (CPD, siglas en inglés) (SAMDRI PVT-3D). Antes de la observación fueron 

recubiertas de oro (Au) empleando un sistema de evaporación de metal, Denton Vacuum Desk 

II. Las observaciones y toma de imágenes se desarrollaron en un Microscopio Electrónico de 

Barrido (Hitachi, S-300N, Quartz PCl software). Para ello se ubicaron cuadrantes a x300, x500 

para conteo y caracterización morfológica, respectivamente, y x1.5 K para observación de 

detalles del estoma. 

De cada muestra foliar se consideró el haz y el envés. Las lecturas fueron realizadas en hojas 

diferentes dentro de cada réplica correspondiente a cada tratamiento. Se consideró la densidad 

estomática (mm2), largo y ancho de los estomas (µ), y el área del estoma a partir de la relación 

(células guarda + poro) (León de la Luz and Fanjul, 1983). El largo y ancho de los poros (µ), y 

proporción del área del poro con respecto al tamaño del estoma (%), para las medidas de los 

estomas se empleó el software libre ImageJ (https://imagej.net/Downloads). 

6.3.2 Procedimiento estadístico 
Se desarrolló ANAVA unifactorial mediante el software Statistica versión 12.0, y se comprobaron 

los supuestos mencionados en la sección 6.1.9. 

6.4. Caracterización del proceso de crecimiento, desarrollo y producción de biomasa de 
plántulas de M. oleifera inoculadas con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en 
condiciones de invernadero. 

6.4.1 Análisis morfológico de plantas inoculadas con PGPR 
Cinco plantas de M. oleifera por réplica, seleccionadas de forma aleatoria para cada tratamiento 

(inóculos bacterianos) se les midió la altura (cm) (desde la base del tallo hasta la yema apical) 

antes de la primera aplicación de los inóculos bacterianos y del extracto de microalga 

dulceacuícola, respectivamente, luego cada cinco días hasta completar la edad de evaluación 

(45 días). 

https://imagej.net/Downloads
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En el momento del corte (45 días de edad) se consideró el largo y ancho (base, medio y apical) 

de la primera hoja (cm) con ayuda de un vernier digital de 0.01 mm de precisión, el número de 

hojas por planta también se cuantificó, también se midió el grosor de los tallos (cm), a cinco 

centímetros de altura de la base de éste, mediante un vernier (STEREN). 

 

Se midió la longitud de la raíz, desde el cuello hasta la cofia con un vernier digital (STEREN), y 

con los valores de longitud del tallo y de la raíz se calculó la relación tallo/raíz y el índice de 

robustez según las relaciones que se describen en la siguiente ecuación: 

 

I  
Altura de la planta (cm)

Di metro del cuello de la raíz (mm)
                                                                                                                   (14)          

 

Se separaron las hojas, tallos y raíz de cada réplica dentro de cada tratamiento y se introdujeron 

en una estufa de circulación a 35 ºC hasta peso constante. El peso seco de cada tejido se utilizó 

para el cálculo de índices de calidad en base a proporción de biomasa (PB), proporción de hojas 

(PPH), proporción de tallos (PPT), proporción de raíz (PPr) de acuerdo a Villar et al., (2004) e 

índice de Dickson (ID) y de lignificación (IL) (Dickson et al., 1960; Villalón et al., 2016), 

respectivamente, los cuales se relacionan a continuación: 

 

Proporción de biomasa 
Biomasa aérea (BMA)

Biomasa de raíz (BM )
                                                                                           (15)   

       

                    (  (     )   (      )
  )(   )  

             (  )

              (  )
                                             (16) 

                     (  (      )   (      )
  )(   )  

              (  )

              (  )
                                              (17)    

         

                   (  (    )   (      )
  )(   )  

            (  )

              (  )
                                                    (18)     

             

                  (  )   
                (  )

        
          

 
                 

                 

                                                                        (19)                       

 

                        (  )  
                 

                   
                                                                              (20) 



46 
 

 
 

 

6.4.2 Determinación del rendimiento de biomasa seca en hojas y planta íntegra 
Los valores de peso seco de hojas y tallos se utilizaron para determinar el porcentaje de BS 

según la siguiente ecuación: 

 

  S [(P -PS) P ]                                                                                                                                    (21)                    

 
Dónde: 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 m2) se estimó el rendimiento 

de Materia verde (MV) por metro cuadrado (m2), y este valor se multiplicó por el porcentaje de 

BS correspondiente y dividió entre 100 para obtener el peso seco de la muestra (hojas y tallos), 

luego se extrapoló el valor a una hectárea (10 000 m2) y de esta manera se obtuvo el 

rendimiento de hojas BS ha-1. El rendimiento de la planta íntegra se obtuvo a partir de la 

sumatoria de los pesos secos de hojas y tallos.  

 

6.4.3 Mediciones morfo fisiológicas 
La tasa de crecimiento absoluto (TCA) y la tasa de crecimiento relativo (TCR) se calcularon 

mediante las medidas de altura de las plantas tomadas cada cinco días después de la aplicación 

del primer inóculo, de acuerdo con los procedimientos descritos por De Armas et al., (1988) y 

cuyas ecuaciones se identifican en el apartado 6.1.5 como (6) y (7). 

 

La estimación del AF se desarrolló a partir de ecuaciones de regresión múltiple para la 

evaluación con PGPR (Tabla a) y extractos de microalgas (Tabla 2), según el siguiente modelo 

matemático: 

 

                                                                                                                    (22)                

 
Dónde: 
Yi  representa A  como variable dependiente; β0= Y-intercepto o coordenada de origen; β1, β2, 

β3…βk= Pendientes de la ecuación; X1i= Representa el efecto medio del promedio de la variable 

largo de hoja; X2i = Representa el efecto medio del promedio de la variable ancho de hoja; X3i= 
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Representa el efecto medio del promedio de la variable  rea de la hoja; βkXki=Recta de regresión 

de Y sobre X1, X2, X3…… Xk; εi= Error para cada variable independiente. 

 

Tabla 2. Expresiones de regresión múltiple para el cálculo de Área Foliar en la evaluación con 
PGPR. 

R: Coeficiente de determinación, R2: Coeficiente de determinación al cuadrado; R2 ajustada: 
Coeficiente de determinación ajustado; ±EE: Error estándar 

Tto Modelo de regresión R R2 R2 

ajustada 
±EE 

I 0.929633(±0.086853)+0.142093(±0.013275) L * A 0.92 0.86 0.85 1.04 

II 0.947314(±0.075497)+0.110796(±0.008830) L* A 0.94 0.89 0.89 0.58 

III 0.789944(±0.144528)+0.079625(±0.014568) L* A 0.78 0.62 0.60 0.78 

IV 0.891210(±0.106912)+0.084976(±0.010194) L * A 0.89 0.79 0.78 0.61 

V 0.886653(±0.112157)+0.080604(±0.010196) L * A 0.88 0.78 0.77 0.63 

 
A partir del valor del (AF) se calculó: Duración del área foliar (DAF) (5) e Índice de área foliar 

(IAF) (6). 

 

Relacionando el AF, el peso fresco de hojas, tallos, raíces y planta íntegra como sumatoria del 

peso de los órganos mencionados y considerando los criterios de Villar et al., (2004) se 

estimaron las siguientes variables:  

 

 rea  fectiva  oliar (A  )(cmhojas
2  gr

hojas

-1
) 

A  (cm2)

Peso fresco de hojas(gr)
                                                             (23)      

               

 asa de Asimilación Neta ( AN)(grplanta íntegra cmhojas
2  día-1) 

A  (cm2)

Peso fresco de la planta(gr)
                          (24) 

La  azón de  rea  oliar (L A)(gr(hoja) gr(planta)-1 *(A (hojas) Peso de hojas(gr))+ x *(gr(hojas) gr(planta))+     

                                                                                                                                                                (25) 

Proporción de hojas (gr(hojas) gr(planta)
-1

) 
Peso de hojas(gr)

Peso de planta(gr)
                                                                         (26) 

 

Proporción de tallos (gr(tallos) gr(planta)
-1

) 
Peso de tallos(gr)

Peso de planta(gr)
                                                                         (27) 

 

Proporción de raíz (gr(raíz) gr(planta)
-1

) 
Peso de raíz(gr)

Peso de planta(gr)
                                                                               (28) 
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6.4.4 Análisis estadístico 
Se desarrolló ANAVA unifactorial mediante el software Statistica versión 12.0, y se comprobaron 

los supuestos mencionados en la sección 6.1.9. Para la comparación de media se empleó la 

prueba de Tukey. 

 

Para la altura de la planta, se procedió en un Análisis de Covarianza (ANACOVA), considerándose 

como covariable la altura de la planta antes de la aplicación de los tratamientos (inóculos de 

PGPR) y como variable dependiente, altura final (45 días). Se comprobaron mediante regresión 

lineal y correlación, la dependencia y multicolinealidad entre variable dependiente y covariable, 

así mismo los criterios de normalidad y homocedasticidad según las sugerencias de Kolmogorov-

Sminirnov y Shapiro-Wilk, respectivamente. El análisis se desarrolló mediante el siguiente 

modelo matemático: 

 

Y μ  i-b Xj eij                                                                                                                                            (29) 

                    
Dónde: μ  promedio del modelo;  i= i-ésimo tratamiento; b=constante del modelo; Xj=j-ésima 
altura; e= error de la estimación. 
 

 6.5 Analizar el contenido de antioxidantes en hojas de plantas de M. oleifera inoculadas con 
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en condiciones de invernadero. 

 

6.5.1 Muestras para determinación de minerales mediante EDX 
Las muestras foliares que fueron procesadas para MEB (sección 6.3.1), se utilizaron para la 

cuantificación mineral en hojas (N, P, K, Mg, Si, Ca, Fe, Zn, Mo, Co, Cu, Al, Cd, As, Pb, Hg, Mn, Na, 

B) a partir de EDX, y raíz (N, P, S, Si, Ca, Mg, Fe, Zn, Mo, Co, Cu, Al, Cd, As, Pb, Hg, Mn, B), 

tomándose segmentos de 1 cm2 de cinco plantas por réplica dentro de cada tratamiento para 

hojas y raíces.  

 

6.5.2 Preparación de extractos para análisis fitoquímicos 
De las láminas foliares, cuyo procedimiento de toma de muestras se describe en la sección 

6.3.1, se tomó un gramo y se congeló a -5ºC, para descongelarlas se dejaron 30 minutos a 
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temperatura ambiente, y luego fueron suspendidas en 100 mL de etanol absoluto y agitación 

durante 24 horas a temperatura ambiente.  

 

El extracto fue filtrado en papel Whatman® No.1, y concentrado en un evaporador rotativo a 

40°C. El extracto fue disuelto nuevamente en 1 mL de etanol metanol para análisis de 

composición fitoquímica (pigmentos fotosintéticos y metabolitos secundarios). 

 

6.5.3 Pigmentos fotosintéticos 
Para el procesamiento de las muestras se procedió según las recomendaciones de Arnon (1949). 

Se tomaron tres muestras foliares (30±10 mg) por cada réplica, las muestras se introdujeron en 

tubos Eppendorff que contenían 5 mL de acetona (100% grado HPLC), y se envolvieron en papel 

aluminio para protegerlas de la luz, se mantuvieron en refrigeración (~4°C) hasta su utilización, 

pasado este tiempo se centrifugó a 3500 rpm durante 15 min. 

 

El extracto de pigmentos se recuperó con pipetas Pasteur de vidrio limpias y se guardaron en 

frascos viales color ámbar, posteriormente se procedió a la separación de compuestos mediante 

Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC, modelo 1100, Hewlett Packard, Alemania), 

para la separación de los compuestos se consideraron las recomendaciones de Vidussi et al., 

(1996). 

 

El extracto (20 μL) se inyectó a través de un circuito de 200 µL en el sistema HPLC (bomba 

constamétrica LDC 4100, espectromonitor LCD 3100 configurado a 440 nm y detector de matriz 

de fotodiodo de 991) equipado con un MOS Hypersil® de 3 µm, 10 cm, 4.6 mm (ID) Columna C8 

(Shadon). La elución se realizó en caudal de 1 mL min-1 usando un gradiente binario lineal entre 

el disolvente A (MeOH: acetato de amonio acuoso 0,5 N, 70:30 v/v) y el disolvente B (MeOH) 

que se programó de acuerdo con el siguiente procedimiento (minutos; % solvente A, % solvente 

B) :( 0; 75.25), (15; 0.100), (18.5; 0.100), (19; 75.25). La identificación de los pigmentos se realizó 

mediante la comparación de los espectros de absorción recogidos de las muestras con los de la 

biblioteca de espectros establecida a partir de cultivos de referencia. 

 



50 
 

 
 

6.5.4 Flavonoides y polifenoles totales 
El contenido fenólico total (CFT) se cuantificó con el Método Foline-Ciocalteu como se informó 

anteriormente por Ardestani y Yazdanparast (2007), reportándose como mg de ácido gálico 

(AGA) por gramo de extracto en peso seco (mg g - 1 PS). El reactivo de Folin-Ciocalteu (125 μL), 

agua destilada (1.25 mL) y la muestra (250 μL) se mezclaron y se dejó reposar en oscuridad y 

temperatura ambiente durante cinco minutos. Luego, se agregaron 375 μL de Na2CO3 (20%) y 

500 μL agua destilada, homogeniz ndose la solución para colocarla posteriormente en la 

oscuridad a temperatura ambiente durante 2 h. La absorbancia se midió a 750 nm (por 

sextuplicado) usando un espectrofotómetro ultravioleta visible (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, EE. UU.). 

 

El contenido total de flavonoides (CTF) se obtuvo mediante el método colorimétrico de Cloruro 

de aluminio (Panche et al., 2016). Un volumen de 250 μL del extracto se añadió a 75 μL de 

solución de NaNO2 al 5% y 1 mL de agua destilada. Se dejó que la mezcla reaccionara durante 

cinco minutos antes de agregar 75 μL de AlCl3 (10%) y se incubaron durante seis minutos. Luego, 

500 μL de NaOH (1 M) y 600 μL de agua destilada fueron añadidos. Después de 15 minutos de 

incubación, la absorbancia se midió a 510 nm (por triplicado). Los CTF se cuantificaron como mg 

equivalentes de quercetina (QE) por gramo de extracto en peso seco (mg g − 1 PS) como curva 

estándar. 

 

6.5.5 Análisis estadístico 
Se comprobaron los supuestos mencionados en la sección 6.1.7. Se desarrolló un ANOVA 

unifactorial y la comparación de medias se desarrolló mediante la prueba de Tukey. 

 

Seguidamente, para definir los factores en que los inóculos resultaron eficientes en cuanto a 

extracción y contenido mineral de hojas y raíces se empleó la técnica multivariante de 

componentes principales. Se comprobaron los supuestos de correlación entre variables 

originales mediante la KMO (Kaiser, 1974) y prueba de esfericidad de Bartlett (Bartlett, 1937). 

Se extrajeron los factores mediante una matriz de correlación basada en autovalor, y para la 

rotación de la base de datos se empleó el método Varimax con normalizada de Kaiser para 

minimizar los factores que definen el modelo (Torres et al., 1993). 
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7. RESULTADOS 

7.1 Germinación 

El medio de cultivo húmedo propició el mayor porcentaje en la germinación acumulada (P≤0.05) 

respecto al resto de los tratamientos, seguido por los medios Agua-Agar 0.8% y MS. En los 

índices que describen la calidad de la germinación, para las variables DPG, TMG e IVG el medio 

MS  se mostró significativamente inferior (P≤0.05) respecto al resto de los medios en el aporte 

a estas variables, para el I  el medio húmedo, volvió a diferenciarse (P≤0.05) del resto de los 

tratamientos, y MS  permaneció inferior (P≤0.05) ( abla 3). 

Tabla 3. Germinación de semillas de M. oleifera en diferentes medios de crecimiento para el 
cultivo de tejido in vitro. 

DPG: Días para germinar; TMG: Tasa media de germinación; IVG: Índice de velocidad de 
germinación; IG: Índice de germinación; ±EE: Error estándar; F: valor tabulado, P: pvalor 

Medio de 
cultivo 

Germinación 
Acumulada (%) 

DPG 

(días) 
TMG 

(días) 
IVG IG 

1Contaminación 
(%) 

MSG 93.9±0.09c 7.5±2.45c 1.37±1.04c 0.95±0.93c 1.47±1.32c 0.00±0.0 
(1.11) 

MS 96±0.16b 5±1.58ab 2.29±1.87ab 2.38±2.18ab 3.25±2.88b 0.004±0.01 
(1.12) 

Agua-Agar 
0.8% 

94±0.20bc 5±1.58ab 2.24±1.42ab 2.47±2.30ab 3.32±3.21b 0.00±0.0 
(1.11) 

Medio 
Húmedo 

100±0.0a 4.5±1.29a 2.98±2.38 3.71±3.66a 4.85±4.73a 0.00±0.0 
(1.11) 

±EE 7.78 0.54 0.115 0.33 0.2 0.0000016 

F 0.55 3.24 0.57 1.08 0.96 1.2 

P 0.020 0.046 0.023 0.038 0.043 0.35 
a, b, c Superíndices diferentes dentro de una misma columna, sugieren diferencias significativas según  ukey (P≤0.05). 
1Valores entre paréntesis corresponden a promedios transformados según 

       (√(
 

   
)) 

 

7.2 Desarrollo de plántulas emergidas 

Al evaluar las plantas emergidas y que crecieron sobre los medios de cultivos propuestos (Tabla 

4), se obtuvo que el tipo de medio modificó de forma significativa (P≤0.05) el número de brotes, 

donde los medios MS y MS  estimularon su aparición (P≤0.05) respecto a los medios Agua-Agar 

0.8% y húmedo. Para el número de hojas, fueron estos últimos medios y el MS los que 

favorecieron su aparición (P≤0.05), respecto al MS , sin embargo, este medio, en conjunto con 

los medios Agua-Agar 0.8  y húmedo estimularon (P≤0.05) la longitud de la raíz principal, pero 

sin incrementar (P≥0.05) el número de raíces secundarias. 
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7.3 Crecimiento de plántulas 

El análisis de la dinámica de crecimiento de las plantas sobre los diferentes medios de cultivos 

mediante regresiones no lineales constituye la primera referencia acerca del crecimiento de 

plántulas de M. oleifera en condiciones in vitro (Figura 10). 
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Tabla 1. Influencia de medios de crecimiento para el cultivo de tejidos in vitro en el desarrollo morfológico de plántulas de M. oleifera germinadas in 
vitro. 

LT: Longitud del tallo; GT: Grosor del tallo; NB: Números de brotes; NH: Número de hojas; LH: Longitud de hojas; AH: Ancho de hojas; LR: Longitud de 
la raíz; NRS: Número de raíces secundarias. 

Medio de 

cultivo 
LT (mm) 

GT 

(mm) 
1NB 2NH 3LH (mm) AH (mm) LR (mm) NRs 

MSG 53.98±28.5 2.14±0.5 
0.20±0.5a 

(2.68) 

4.8±2.2b 

(3.11) 

12.77±10.1 

(3.57) 
11.78±10.2 76.92±17.6a 17.28±5.4 

MS 65.58±15.5 2.29±0.5 
0.16±0.6a 

(2.67) 

7.08±1.2a 

(3.47) 

10.95±2.9 

(3.43) 
8.78±2.3 48.69±16.3b 18.83±3.2 

Agua-Agar 

0.8% 
53.79±12.4 1.68±0.4 

0.0±0b 

(2.64) 

6.62±0.7ab 

(3.40) 

10.27±2.3 

(3.33) 
6.23±2.3 59.11±12.8ab 16.87±7.3 

Medio 

Húmedo 
53.47±7.7 1.84±0.5 

0.0±0b 

(2.64) 

5.50±0.9ab 

(3.23) 

8.18±3.5 

(2.95) 
5.01±2.3 59.84±38.3ab 19±11.4 

±EE 9.74 0.017 0.017 0.008 0.01 2.06 0.047 0.23 

F 0.806 2.64 2.64 4.93 0.726 1.66 4.28 0.22 

P 0.49 0.64 0.04 4 0.005 0.54 0.19 0.01 0.87 

a, b 
Superíndices diferentes, sugieren diferencias significativas según Tukey para P≤0.05.  

1
Valores entre paréntesis corresponden a promedios transformados según √x+5 

2
Valores entre paréntesis corresponden a promedios transformados según √x+3 

3
Valores entre paréntesis corresponden a promedios transformados según √x+1 
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Figura 10. Curvas de crecimiento de plántulas de M. oleifera germinadas sobre medio MS (A1-C1 línea roja), MSG (A2-C2 línea negra), Agua-
Agar 0.8% (A3-C3 línea rojo oscuro) y húmedo (A4-C4, línea azul). 
Ajuste a los modelos: Logístico (A): líneas discontinuas; Gompertz (B); Bertalanffy (C). R: coeficiente de determinación; R2: coeficiente de 
determinación al cuadrado; CME: Cuadrado medio del error; P: p valor 
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El modelo que mejor describió el crecimiento de las plantas desde el punto de vista biológico 

sobre medio MS (R2: 0.73; P≤0.001) y Agua-Agar 0.8 % (R2: 0.64; P≤0.001) fue el modelo 

Logístico (Figura 2 A1 y A3, respectivamente), señalando en medio MS crecimiento máximo de 

43.17 mm con tasas de 0,47 mm día-1, observándose para ambos medios una curva de 

crecimiento similar a la exponencial. El modelo de Bertalanffy describió el crecimiento (R2: 0.80; 

P≤0.0001) de aquellas plantas que crecieron sobre MSG (Figura 2 C2) con tasas de 0,07 mm día-1 

y crecimiento máximo de 69.6 mm en una curva con un largo recorrido y discreto ascenso. Para 

las plantas CT los modelos Gompertz y Bertalanffy fueron muy parecidos en la descripción del 

crecimiento (R2: 0.85) (Figura 2 B4 y C4) con curvas muy similares, sugerentes a un lento 

crecimiento. Atendiendo al ajuste de los modelos, las diferencias estriban en la composición de 

los medios de cultivos MS y MSG. 

 

Con sustento a los aportes de los medios en la germinación de las semillas, crecimiento y 

desarrollo de las plántulas, se seleccionaron los medios MS y MSG para la multiplicación, con 

adición del promotor del crecimiento 6-Bencilaminospurina (6-BAP 0.001 g mL-1). El medio MSG 

resultó ser superior (F=7.6123; P=0.010686; ±EE=0.13) en la producción de explantes con 

31.54±20.66%, respecto al MS (3.87±9.10%). Indicando estas respuestas, un cambio en la tasa 

metabólica de las células, respecto al crecimiento de la plántula con cotiledón, ya que en la 

etapa anterior el medio MSG no arrojó mejores resultados que el medio MS. 

 

7.4 Regresión entre germinación, crecimiento y desarrollo de plántulas 

Se percibió en variables que relacionan la caracterización de la semilla un posicionamiento 

cercano al origen en una convergencia positiva (Figura 11), y en el orden más alejado del origen, 

variables que se relacionaron con el crecimiento y desarrollo de las plántulas. 
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Figura 11. BIPLOT resultante del análisis de componentes principales del proceso de 
germinación, brotación y desarrollo de vitro plantas de M. oleifera. 

ES: Espesor de la semilla; PS: Peso de la semilla; TCA: Tasa de Crecimiento Absoluto; TCR: Tasa 
de Crecimiento Relativo; LR: Largo de la raíz; LT: LT; DPG: DPG; AS: Ancho de la semilla; AT: 
Ancho del tallo; AF: Ancho del fruto; NS: Número de semillas; NH: Número de hojas; IG: Índice 
de germinación; IVG: Índice de la velocidad de germinación; TMG: Tiempo medio para germinar; 
LS: Largo de semilla; LH: Largo de hoja; DAF: Duración del área foliar; AF: Área foliar; IAF: Índice 
de área foliar; AH: Ancho de hoja. Líneas rojas: variables de peso; Línea azul: variables de poco 
aporte el ACP; Línea negra: variables sin ningún aporte al análisis.  
 

 

Con las variables que se emplearon para caracterizar el proceso de germinación, crecimiento y 

morfología de plántulas de M. oleifera se generó un BIPLOT 3D (Figura 11), para la 

interpretación de este se consideró, el aporte de cada variable dentro de los componentes, y su 

ubicación respecto al origen, ya que las más alejadas del mismo son las más inestables y las que 

menos aportes hacen al proceso de germinación, crecimiento y desarrollo de plántulas de M. 

oleifera en condiciones in vitro, considerándose de impacto las variables próximas al origen en 

el BIPLOT (Varela y Castillo, 2005). 
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La componente uno vinculó las variables morfológicas de la semilla (peso, largo y ancho de la 

semilla) con el ancho del tallo e indicadores fisiológicos que describen la germinación y 

desarrollo foliar en una convergencia positiva para explicar en un 56.65% de la varianza 

acumulada. Mientras que la componente dos con un 14.24%, posibilitó que entre las dos 

lograran explicar el 79.90% de la varianza acumulada. Convergió de forma negativa espesor de 

la semilla, longitud de la raíz, variables fisiológicas que describen el crecimiento (TCA, TCR), la 

germinación, morfología del tallo, número de brotes y otras fisiológicas que describen la 

germinación. 

 

7.5 Morfología de estomas y epidermis 

La morfología estomática varió por el efecto de los inóculos bacterianos y condiciones de 

crecimiento de las plantas (Tabla 5). Las plantas inoculadas con M. osloensis manifestaron de 

forma general, una gran variabilidad en la morfología estomática. En la longitud de los estomas, 

ésta se diferenció (P≤0.001) de las hojas de plantas inoculadas con B. cereus, y B. niacini, 

mientras que, para el ancho de las estructuras en mención, las diferencias se mantuvieron 

(P≤0.001) entre las plantas inoculadas respecto al CT. Entre las plantas inoculadas, solo las hojas 

de las inoculadas con B. cereus se diferenciaron del resto de los tratamientos. 
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Para el  rea de los estomas, las diferencias (P≤0.001) se hicieron m s notorias entre las hojas de 

plantas inoculadas, destacándose nuevamente las hojas de plantas que crecieron bajo los 

efectos de M. osloensis, el área de los estomas, de las hojas de plantas inoculadas fueron 

similares (P≥0.05), pero inferiores (P≤0.001) a las obtenidas para el CT. En la longitud, ancho y 

área del poro, el B. cereus continuó marcando valores inferiores (P≤0.001) respecto al resto de 

los inóculos y el CT. 

 

Las hojas de plantas inoculadas con B. cereus y A. brasilense presentaron el mayor valor 

(P≤0.001) en la proporción poro estoma respecto a las hojas de las plantas inoculadas con B. 

niacini, el resto de los inóculos y CT, no se diferenciaron entre si (P≥0.05). La densidad 

estomática de hojas de plantas inoculadas y consideradas como CT, no se diferenciaron de 

forma significativa (P≥0.05), sin embargo, se observaron valores superiores a 500 estomas mm2, 

respecto a B. niacini y CT (>400 estomas mm2), que pudieran facilitar el proceso de intercambio 

gaseoso de la planta con el medio y tributar a una mayor eficiencia fotosintética. No se observó 

presencia de tricomas en ninguna de las epidermis de las hojas de plantas en las que se 

desarrolló el estudio. 

 

Al analizar la anatomía de las hojas de M. oleifera que crecieron y se desarrollaron bajo el efecto 

de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Fig. 12; 13; 14; 15), CT (Fig. 16). Se observó 

de manera general que la epidermis adaxial (Fig. 12 BN; Fig. 13 MO; Fig 14 BC; Fig 15 AB: Fig. 16 

CA; y abaxial (Fig. 12 BN2; Fg. 13 MO2; Fig. 14 BC2; Fig. 15 AB2; Fig. 16 CA2; fueron del tipo 

hipostomáticas de carácter mesomórfico con ondulación de paredes anticlinales de las células 

epidérmicas y aparatos estomáticos del tipo anomocítico, ubicados en la epidermis adaxial, los 

detalles de los estomas mostraron células guardas bien definidas y células oclusivas hundidas 

respecto a las células epidérmicas que las rodean con reborde cuticular a nivel del ostiolo (Fig. 

12 BN1; Fg. 13 MO1; Fig. 14 BC1; Fig.15 AB1; Fig. 16 CA1). En la epidermis abaxial las células 

anticlinales mostraron el mismo patrón de ondulación. Se constató la presencia de sales en 

ambas epidermis. 
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Figura 12. Micrografías de epidermis de hojas de M. oleifera inoculadas con Bacillus niacini (BN): 
cara Adaxial (BN) (x500), estructura del estoma (BN1) (1.5 k) y cara Abaxial (BN2) (x500). 

e: Estoma; ce-ab: Célula de la epidermis abaxial; ce-ad: Célula de la epidermis adaxial; cg: 
Células guarda; os: Ostiolo; pa(en): pared anticlinal en células del envés; pa(hz): pared anticlinal 
en células del haz; c: Cristales. K representa x1000 magnificaciones 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Micrografías de epidermis de hojas de M. oleifera inoculadas con Moraxella osloensis 
(MO): cara Adaxial (MO) (x500), estructura del estoma (MO1) (1.5 k) y cara Abaxial (MO2) 
(x500). 

e: Estoma; ce-ab: Célula de la epidermis abaxial; ce-ad: Célula de la epidermis adaxial; cg: 
Células guarda; os: Ostiolo; pa(en): pared anticlinal en células del envés; pa(hz): pared anticlinal 
en células del haz; c: Cristales. K representa x1000 magnificaciones. 
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Figura 14. Micrografías de epidermis de hojas de M. oleifera inoculadas con Bacillus cereus (BC): 
cara Adaxial (BC) (x500), estructura del estoma (BC1) (1.5 k) y cara Abaxial (BC2) (x500). 

e: Estoma; ce-ab: Célula de la epidermis abaxial; ce-ad: Célula de la epidermis adaxial; cg: 
Células guarda; os: Ostiolo; pa(en): pared anticlinal en células del envés; pa(hz): pared anticlinal 
en células del haz; c: Cristales. K representa x1000 magnificaciones.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 15. Micrografías de epidermis de hojas de M. oleifera inoculadas con Azospirillum 
brasilense Cd (AB): cara Adaxial (AB) (x500), estructura del estoma (AB1) (1.5 k) y cara Abaxial 
(AB2) (x500). 

e: Estoma; ce-ab: Célula de la epidermis abaxial; ce-ad: Célula de la epidermis adaxial; cg: 
Células guarda; os: Ostiolo; pa(en): pared anticlinal en células del envés; pa(hz): pared anticlinal 
en células del haz; c: Cristales. K representa x1000 magnificaciones. 
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Figura 16. Micrografías de epidermis de hojas de M. oleifera denominadas control (CT): cara 
Adaxial (CT) (x500), estructura del estoma (CT1) (1.5 k) y cara Abaxial (CT2) (x500). 

e: Estoma; ce-ab: Célula de la epidermis abaxial; ce-ad: Célula de la epidermis adaxial; cg: 
Células guarda; os: Ostiolo; pa(en): pared anticlinal en células del envés; pa(hz): pared anticlinal 
en células del haz; c: Cristales. K representa x1000 magnificaciones. 
 

7.6 Morfofisiología de la planta 

Se observó que los inóculos bacterianos promovieron el crecimiento respecto al control, y que 

A. brasilense se diferenció 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 diferenció (P≤0.001) del control ( abla 6). 
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Tabla 6. Análisis de covarianza para altura de la planta de M. oleifera a los 45 días de edad, 
inoculadas con PGPR durante su crecimiento. 

Tratamientos 
1Altura de 

planta (cm) ±EE1 

2Altura de 
planta 
(cm) 

±EE2 
3Significancia de 

la regresión 

B. niacini 51.76 2.58 51.77c 2.96 

0.001 

M. osloensis 62.23 3.53 61.78b 2.96 

B. cereus 57.55 2.70 60.91b 3.02 

A. brasilense 68.70 4.06 67.17a 2.97 

Control 44.94 3.76 43.54d 2.97 
1Altura de la planta. Corresponden a promedios reales.  
2Altura de la planta. Corresponde a promedios con valor de ajuste de 13.1, según ecuación de regresión del ANACO A. P≤0.001 
3Sugiere significación de ajuste del modelo regresión del ANACOVA.  
±EE Error estándar para medias 1reales y 2ajustadas 
a, b, c, d Superíndices diferentes dentro de una misma columna, denotan diferencias significativas 

 

 n la evaluación de la estructura de la planta ( abla 7), se obtuvieron diferencias (P≤0.001) 

entre los tratamientos en el número de hojas y grosor de los tallos, los menores valores los 

promovió B. niacini, estos fueron similares a los del control (P≥0.05). 

 

El control positivo (A. brasilense) compartió superíndices (P≥0.05) con los inóculos bacterianos 

en las variables número de hojas y grosor del tallo. En la acumulación de biomasa seca por 

hectárea (t BS ha-1) de hojas, B. cereus se diferenció (P≤0.001) de todos los tratamientos, y en la 

acumulación de BS en planta íntegra, B. cereus compartió superíndices (P≥0.05) con M. 

osloensis y se diferenció del resto de los tratamientos, los cuales, fueron similares entre sí 

(P≥0.05). 
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Tabla 7. Morfología de hojas y tallos de plantas de M. oleifera de 45 días de edad, inoculadas 
con PGPR durante su crecimiento. 

T BS ha-1: Toneladas de biomasa seca por hectárea; ±EE: Error estándar; P: pvalor 

Tratamient
os 

Número 
de hojas 

por 
planta 

Longitu
d de la 

hoja 
(cm) 

Ancho 
medio 
de la 
hoja 
(cm) 

Grosor 
del tallo 

(cm) 

Relación 
Hoja/Tall

o 

1Rendimie
nto de 
hojas 

(t BS ha-1) 

Rendimie
nto total 
(t BS ha-1) 

B. niacini 
9.2±1.96b

c 
9.61±2.

69 
4.96±0.

78 
0.32±0.0

5bc 
67.30±21.

62 
0.29±0.0b 

(1.42) 
6.25±0.03

4b 

M. 
osloensis 

11.45±2.3
9a 

8.76±1.
73 

5.16±0.
84 

0.35±0.0
6ab 

78.41±22.
47 

0.30±0.0b 

(1.42) 
9.7±2.68ab 

B. cereus 
11.85±2.3

0a 
9.12±1.

22 
5.18±0.

96 
0.38±0.0

8a 
59.72±15.

43 
0.80±0.04a 

(1.43) 
12.92±3.4

3a 

A. 
brasilense 

10.8±1.91
ab 

9.26±1.
28 

5.17±0.
82 

0.35±0.0
6ab 

57.89±8.4
8 

0.30±0.0b 

1.42 
7.17±0.37b 

Control  
8.68±2.22

c 
9.36±1.

29 
5.15±0.

98 
0.27±0.1c 54.39±32.

50 
0.26±0.0b 

(1.42) 
5.52±1.14b 

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, c Valores con superíndices de letras diferentes para cada columna denotan diferencias significativas para P≤0.05 según  ukey 
1 alores entre paréntesis representan promedios transformados para √(x 1) 

 

Para los indicadores morfo fisiológicos foliares (Tabla 8), se observó que, todos los inóculos 

estimularon el incremento del área foliar (AF), índice de área foliar (IAF), con la consecuente 

duración del área foliar (DAF). B. cereus fue la única cepa que se diferenció (P≤0.001) del control 

positivo (A. brasilense), compartiendo (P≥0.05) superíndices con el resto de los tratamientos, y 

estos, con el control. Para las tasas de crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR), A. brasilense 

presentó el de mayor promedio (P≤0.01) respecto al control, pero sin diferencias con el resto de 

los inóculos bacterianos. 

 

No se observaron diferencias significativas (P≥0.05) para las variables de AFE, TAN, LRA y 

proporción de hojas, pero si para la proporción de tallos, arrojando los mayores valores (P≤0.01) 

las plantas inoculadas con cepas de A. brasilense y B. cereus; diferenciándose éstas del control, 

mientras que, para la proporción de raíces (Tabla 9), fue el control el que se diferenció (P≤0.001) 

de las plantas inoculadas con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.  
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Al analizar la morfología de la raíz y otros indicadores asociados, se observaron modificaciones 

por el efecto de los inóculos bacterianos y los valores fueron poco contrastantes entre variables 

(Tabla 9). Las plantas con mayor índice de robustez (P≤0.01) fueron aquellas que se inocularon 

con A. brasilense, y fueron similares (P≥0.05) a las tratadas con M. osloensis, pero diferentes 

(P≤0.01) al resto de los tratamientos, los cuales se asemejaron (P≥0.05) al control. En la variable 

diámetro del cuello de la raíz las plantas inoculadas con M. osloensis y B. cereus se diferenciaron 

de forma significativa (P≤0.001) del control, las plantas inoculadas con B. niacini y A. brasilense 

fueron similares (P≥0.05) en la expresión de esta variable, y no se diferenciaron del control 

(Tabla 9). 

 

Para LR y GR el control presentó los mayores promedios, y se diferenciaron (P≤0.01) de las 

plantas inoculadas con M. osloensis y B. cereus. La relación BMA/BMR o como también se 

denomina, índice de proporcionalidad biométrica, los inóculos bacterianos favorecieron 

(P≤0.05) el acúmulo de biomasa aérea respecto a la radicular en atención al control. Las plantas 

inoculadas con B. cereus superaron (P≤0.05) en la relación BMA/BMR aquellas inoculadas con 

M. osloensis y A. brasilense. Las plantas control y las inoculadas con B. niacini mostraron los 

mayores valores (P≤0.01) de PSR respecto al resto de los tratamientos, para el peso fresco no se 

registraron diferencias (P≥0.05). 

 

 l índice de Dickson no mostró diferencias (P≥0.05) entre tratamientos, lo que sugiere 

uniformidad en el contenido de BS entre la parte aérea (hojas y tallos) y subterránea (raíces), 

este índice mostró una tendencia (P≤0.10) en el incremento de la acumulación de BS. De forma 

similar el índice de lignificación tampoco mostró diferencias promovidas por los tratamientos, y 

también manifestó una tendencia al incremento de compuestos estructurales y pérdida de 

agua. 
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7.7 Contenido de macro, micro minerales, y elementos benéficos en hojas y raíces de plantas 
inoculadas con PGPR. 

La concentración de minerales a nivel de la raíz fuer variable (Tabla 10). En el orden de los 

microminerales, las raíces de plantas inoculadas con B niacini, aportaron las mayores (P≤0.001) 

concentraciones de microminerales, respecto al resto de los inóculos y CT, excepto para el Zinc, 

concentr ndose (P≤0.001) en raíces de plantas inoculadas con A. brasilense, respecto al CT, el 

resto de los inóculos no superó (P≤0.001) la cantidad de Zinc aportada por el CT. 

Tabla 10. Composición mineral de raíces de plantas de M. oleifera de 45 días de edad, 
inoculadas durante su crecimiento con PGPR. 

EDX: Energía dispersiva por rayos X; ± Error estándar de tres repeticiones por tratamientos 
según el cálculo de la EDX; P: pvalor 

Minerales 
Tratamientos 

P ±EE 
B. niacini 

M. 
osloensis 

B. cereus 
A. 

brasilense 
Control 

Microminerales (% atómico) 

*Mn2+ 0.12±0.02a 0±0.00b 0±0.0b 0±0.0b 0±0.0b 

0.001 

0.0005 

Fe2+ 0.41±0.01a 0.23±0.11bc 0.15±0.0c 0.30±0.0b 0.12±0.02c 0.002 

*Cu2+ 0.70±0.0a 0.005±0.0d 0.06±0.01c 0.005±0.0d 0.16±0.01b 0.0002 

*Zinc2+ 0±0.00c 0±0.0c 0±0.0c 0.31±0.01a 0.04±0.0b 0.0001 

Macrominerales (% atómico) 

*Ca2+ 35.74±0.01a 3.98±0.0b 0.47±0.0d 0.90±0.05c 0.86±0.02c 

0.001 

0.11 

P3+ 0.60±0.3d 16.16±0.01b 14.36±0.01c 16.41±0.01a 16.32±0.02a 0.57 

Mg2+ 1.75±0.05e 3.62±0.02d 5.71±0.01c 7.63±0.0a 6.05±0.05b 1.05 

K+ 0.79±0.0c 6.85±0.0b 6.15±0.5b 6.85±0.05b 10.22±0.02a 2.13 

S2+ 4.10±0.1d 6.69±0.01c 9.02±0.02b 9.73±0.03a 4.19±0.01d 1.38 

Elementos benéficos (% atómico) 

Na+ 1.48±0.05d 3.17±0.01c 8.85±0.05a 4.61±0.01b 0.30±0.15d 

0.001 

2.09 

Si4+ 23.14±0.04a 3.90±0.00e 8.93±0.0b 4.31±0.01d 6.13±0.03c 1.27 

Al3+ 34.20±0.0e 46.11±0.01a 36.24±0.04d 38.31±0.01c 42.54±0.04b 4.6 

Metales pesados (% atómico) 

*Cd5+ 0±0.00c 0.25±0.05b 0.31±0.0b 0.88±0.0a 0.65±0.0b 

0.001 

0.0002 

*Pb4+ 0±0.00c 0.12±0.0b 0.21±0.01b 1.87±0.01a 0±0.0c 0.0002 

*Mo6+ 0±0.0c 0±0.0c 0±0.0c 0±0.0c 1.15±0.0a 0.003 

*Co3+ 0±0.0c 0±0.0c 0.03±0.0b 0±0.0c 0.06±0.0a 0.0003 

*As5+ 1.50b 1.63±0.03a 1.29±0.00c 1.30±0.0c 1.63±0.0a 0.005 

*Br7+ 0±0.0d 7.35b 8.6±0.0c 7.40±0.1b 9.79±0.2a 0.003 
a, b, c, d Letras diferentes en una misma fila denotan diferencias significativas para P≤0.05 según  ukey;  

*Corresponden a promedios transformados mediante       (√(
 

   
)) 
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Mientras que, para los macrominerales, la mayor cantidad de calcio fue encontrada en las raíces 

de plantas inoculadas con B. niacini, diferenci ndose (P≤0.001) con el resto de los inóculos y A. 

brasilense y CT compartieron (P≥0.05) superíndices en la concentración de este mineral.  n las 

raíces inoculadas con A. brasilense se encontraron las mayores concentraciones de Fósforo, 

Magnesio y Azufre, siendo comunes con CT las lecturas de Fósforo y Azufre, el resto de las raíces 

inoculadas con B. niacini, B. cereus y M. osloensis, presentaron menores (P≤0.001) contenidos 

para los tres macrominerales en comentario. 

 

En el orden de los elementos benéficos, raíces inoculadas con B. cereus presentaron la mayor 

(P≤0.001) concentración de Sodio, respecto al resto de los inóculos y CT, y para la Sílice, las 

plantas inoculadas con B. cereus arrojaron los mayores contenidos, diferenci ndose (P≤0.001) 

con el resto de los inóculos y CT, asimismo, el control superó (P≤0.001) en el contenido de Sílice 

a plantas inoculadas con M. osloensis y A. brasilense. En el contenido de Aluminio, fue M. 

osloensis quién mejor desempeño tuvo en el contenido de este a nivel de la raíz, los valores se 

diferenciaron (P≤0.001) del resto de los inóculos y CT. El CT superó (P≤0.001) al resto de los 

inóculos, y éstos a su vez, entre(P≤0.001) sí.  especto al contenido de metales pesados, M. 

osloensis retuvo mayor cantidad de Arsénico al igual que el CT, diferenci ndose (P≤0.001) del 

resto de los inóculos, mientras que A. brasilense concentró (P≤0.001) Cadmio y Plomo respecto 

al CT e inóculos bacterianos. 

 

Para el contenido mineral de hojas (Figura 17), solo se observaron diferencias en el orden de los 

macrominerales, y dentro de éstos, en Magnesio y Potasio. El mayor contenido de Magnesio se 

obtuvo en las raíces de las plantas inoculadas con PGPR, sin observarse diferencias (P≥0.05) 

entre ellos, todos se diferenciaron (P≤0.01) del CT. El contenido de Potasio por su parte se 

concentró en el CT, diferenci ndose (P≤0.05) solamente de las plantas inoculadas con B. niacini, 

el CT compartió superíndices (P≥0.05) con el resto de los inóculos. 
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Figura 17. Contenido mineral (% atómico) en hojas de plántulas de M. oleifera de 45 días de 
edad, mediado por PGPR. 

a, b, c 
Letras diferentes denotan diferencias significativas para P≤0.05 según Tukey. 

*Significación alcanzada mediante la transformación de los datos a partir de la proporción       

(√(
 

   
)). 

 

Según el ACP desarrollado sobre la base de la eficiencia de las PGPR en la planta para concentrar 

elementos minerales en raíces y hojas, los inóculos bacterianos mostraron diferentes 

preferencias en función del tipo de mineral y órgano vegetal (Figura 18). En raíces, los macro, 

A C 

D B 
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micro y elementos benéficos se mostraron en convergencia positiva dentro del primer 

componente, aportando 54.35% a la explicación de la varianza, mostrando afinidad las PGPR por 

K+, Br+ y P3+ a partir de la amplitud del ángulo. Y en una convergencia negativa metales pesados 

y micro minerales, aportando dentro de la segunda componente 24.81% a la explicación de la 

varianza (Figura 18A). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Análisis de componentes principales (ACP) en la intervención de PGPR en el 
contenido mineral de raíces (A) y hojas (B). 

 

Mientras que, para describir el aporte de las PGPR al contenido mineral de hojas se agruparon 

tres componentes, en el componente uno en convergencia positiva se ubicaron las bacterias 

con microminerales, aportando en conjunto el 54.87% de la varianza acumulada del sistema, 

mientras que la segunda componente agruparon microminerales y metales pesados, quienes 

incrementaron la explicación de la varianza total en 12.3% para un total de 67.17%, y en la 

tercera componente, metales pesados y algunos macrominerales en una convergencia negativa 

para un aporte de 13.07% y un total de 80.61% de la varianza explicada (Figura 18B). Esta 

distribución de los pesos de las componentes tan variada puede estar relacionada con los 

procesos fisiológicos que se desarrollan a nivel foliar. 

 

7.7.1 Pigmentos fotosintéticos y foto protectores  
Ninguno de los tratamientos promovió diferenciación en el contenido de carotenoides 

(Violaxantina, Luteína y Zeaxantina), pigmentos (clorofila a y b) y sus relaciones (Tabla 11). Solo 

B A 
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la proporción Violaxantina/ Luteína Zeaxantina manifestó variaciones (P≤0.05), arrojando el 

valor significativamente inferior las plantas inoculadas con A. brasilense, el resto de los 

tratamientos no se diferenciaron entre sí (P≥0.05). 

 

 

Tabla 11. Concentración de pigmentos fotosintéticos en hojas de plantas de M. oleifera de 45 
días de edad, inoculadas con PGPR durante su crecimiento. 

CV, %: Coeficiente de variación, ±EE: Error estándar; P: pvalor. 

Tratamientos Estadígrafos 

Indicadores 
(mg g peso 

fresco) 

B. 
niacini 

M. 
osloensis 

B. 
cereus 

A. 
brasilense 

Control CV, % ±EE P 

Violaxantina 0.015±0.07 0.013±0.02 0.010±0.001 0.006±0.01 0.015±0.05 46.48 0.001 0.22 

Luteína 0.021±0.06 0.018±0.03 0.018±0.003 0.015±0.02 0.021±0.07 29.60 0.001 0.75 

Zeaxantina 0.328±0.11 0.281±0.05 0.279±0.03 0.262±0.01 0.327±0.10 27.95 0.02 0.85 

Violaxantina
/ 

Luteína+ 
Zeaxantina 

0.04±0.07a 0.042±0.05a 0.35±0.001a 0.021±0.02b 0.044±0.03a 26.4 0.002 0.02 

Clorofila a 3.08±1.148 2.10±0.725 2.51±0.390 2.14±0.181 2.63±0.726 32.35 0.21 0.72 

Clorofila b 0.927±0.35 0.669±0.22 0.738±0.12 0.659±0.05 0.784±0.19 33.19 0.06 0.65 

β-caroteno 0.23±0.087 0.16±0.057 0.18±0.024 0.15±0.018 0.20±0.058 34.26 0.01 0.66 

Clorofila a + 
Clorofila b 

4.01±1.49 2.77±0.952 3.25±0.510 2.80±0.227 3.41±0.924 32.95 0.27 0.67 

Clorofila a / 
Clorofila b 

3.41±0.054 3.15±0.198 3.41±0.044 3.25±0.115 3.33±0.089 4.58 0.039 0.25 

a, b Superíndices diferentes denotan diferencias significativas para P≤0.05 según  ukey 
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7.7.2 Metabolitos secundarios en hojas de plantas de M. oleifera inoculadas con PGPR 
Los inóculos bacterianos no promovieron diferencias significativas (P≥0.05) en las 

concentraciones de polifenoles totales contenidos en hojas de plantas de M. oleifera (Fig. 19 B). 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Promoción de la concentración de flavonoides totales (A) y polifenoles totales (B) por 

inóculos bacterianos en plantas de M. oleifera Lam. 

Superíndices diferentes denotan diferencias significativas para P≤0.05 según  ukey. Las barras 
verticales indican la Desviación Estándar (DE); ±EE: error estándar; P: p valor 

 

Se observaron diferencias en la concentración de flavonoides totales de los tratamientos 

respecto al control (P≤0.001) ( igura 19A), entre los inóculos también existieron diferencias, las 

plantas inoculadas con B. cereus presentaron de forma significativa (P≤0.001) mayor 

concentración de flavonoides totales en comparación con las plantas inoculadas con B. niacini, 

el resto de los inóculos compartieron superíndices con el B. cereus (P≥0.05).  

B A 
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8. DISCUSIÓN 
 
En el cultivo de M. oleifera en medio MS, Aguirre (2017) obtuvo valores de 26.7% en la 

germinación acumulada, afectándose la misma por contaminación (28.9%) con hongos, aún, 

cuando sumergieron las semillas en solución de NaOCl al 5% y dos gotas de Tween durante seis 

minutos, donde el tiempo de exposición a los agentes desinfectantes tuvo un efecto negativo 

para la eliminación de los patógenos. Avila-Treviño et al., (2017) lograron 95.5% de germinación 

acumulada de M. oleifera en medio MS, los resultados acerca del efecto del medio no fueron 

concluyentes, obtuvieron una baja contaminación con el empleo de etanol 70%, Tween 20 

(Thermo Scientific, USA) y una solución de lejía comercial (10%) en la que sumergieron las 

semillas durante 15 minutos, tiempo similar al del presente estudio, lo que sugiere que el 

tiempo de exposición a agentes desinfectantes tiene un efecto sobre la disminución y/o 

erradicación de agentes patógenos para el cultivo in vitro en semillas de M. oleifera. 

 

A pesar de que la germinación se expresa habitualmente como valor absoluto de la calidad de la 

semilla, éste no es suficiente para detectar diferencias en el potencial fisiológico de la misma, 

por lo que la inclusión de índices como indicadores de vigor constituyen un eslabón esencial 

(Navarro et al., 2015), sin embargo, son escasos en la bibliografía (Luna, 2019). El principio del 

IG es relacionar la germinación dependiendo de la cantidad semillas, limitando la capacidad de 

germinación la confiabilidad del valor final, por lo cual se limita su uso (Ranal y De Santana, 

2006), no obstante, en el presente estudio los valores más altos de IG se ubicaron en el medio 

húmedo, lo que sugiere uniformidad en la calidad germinativa de las semillas colectadas.  

 

Los valores del IVG del presente estudio, son similares a los obtenidos en biorreactores de 

inmersión (3.92) (Luna, 2019), lo que denota la alta capacidad higroscópica de la semilla de 

Moringa, lo cual estuvo manifiesto en el presente estudio. Los DPG se ubicaron en el rango 

señalado por Marcos Filho (2010) y Muhl et al., (2011) en estudios previos de germinación en 

M. oleifera, mientras que para la TMG se señalan hasta 13 días (Luna, 2019); en el centro Sur de 

México con ecotipos climatizados se obtuvieron valores de 5.9 (Valdés-Rodríguez et al., 2018), 

valores inferiores a los del presente estudio, lo que redunda en la calidad fisiológica de las 

semillas colectadas. 
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El medio de cultivo tiene un efecto directo sobre la germinación por el alto contenido de 

humedad que los caracteriza, sin embargo, la capacidad de germinación va a depender de las 

características de la semilla. La semilla de Moringa se caracteriza por ser higroscópica, por lo 

que responde de forma positiva a la humedad, siempre y cuando no llegue al exceso y provoque 

la pérdida de la integridad de las membranas (Navarro et al., 2015). 

 

Con la incorporación de la humedad del medio al interior de la semilla, se activan enzimas 

específicas (amilasa y fosforilasa), desencadenando la reducción de los hidratos de carbono para 

la emergencia de la primera radícula, siendo esto consecuente para que los valores más altos en 

la germinación y sus índices se hayan concentrado en el medio húmedo respecto al resto de los 

medios en evaluación. Otro aspecto que define la germinación son las condiciones de 

crecimiento de la planta donadora, determinando la calidad de la semilla por las presiones 

ambientales de medio donde crece (Copeland y McDonald, 1995; Valdés-Rodríguez et al., 2018). 

Matos-Ruiz et al., (2016) en la germinación de semillas de M. oleifera durante 21 días en medio 

semisólido MS, sacarosa, tiamina, mioinositol y sin reguladores del crecimiento, obtuvieron 

germinaciones acumuladas entre 31.35 y 54.24%, sin embargo, no evaluaron las características 

morfológicas de las semillas y su efecto en la germinación. 

 

En consideración al planteamiento anterior, al conformar el BIPLOT, se pudo observar que, la 

variable más próxima a su origen y que se ubicó en el primer componente, fue el peso de la 

semilla; varios trabajos han relacionado la germinación, crecimiento y desarrollo de la plántula 

con el peso de la semilla de M. oleifera mediante ecuaciones de regresión (Valdés-Rodríguez et 

al., 2014; Valdés-Rodríguez et al., 2018), también en otros géneros como el Ricinus communis L. 

(Ahmed et al., 2011), sin embargo, los coeficientes de determinación fueron bajos y 

numéricamente no justificaron el significado biológico que tiene el peso de la semilla para la 

germinación, crecimiento y desarrollo de las plántulas. Al respecto Valdés Rodríguez et al., 

(2018) mencionaron que las reservas energéticas que posean las semillas se vinculan con el 

peso de ésta, posibilitándole una rápida germinación, adecuado crecimiento y desarrollo de la 

plántula. 
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De igual forma se podría esperar que, el número de semillas, ancho del fruto en conjunto con el 

peso de la semilla se relacionen con el ancho del tallo, al respecto Fotouo et al., (2015), 

señalaron que semillas almacenadas dentro de los frutos tienen un tiempo de conservación 

mayor, y preserva la integridad de membranas imposibilitando el escape de soluto y de esta 

forma garantizar plantas vigorosas con finos y alongados tallos. En este sentido, Valdés-

Rodríguez et al., (2014) señalaron que en plántulas de Moringa es característico un crecimiento 

inicial acelerado con protrusión del tallo, y que la longitud de éste podría relacionarse con la 

longitud de la semilla, lo cual puede tener relación con la longitud del embrión, sin embargo, 

esta hipótesis carece de sustento biológico. 

 

Referente al fenómeno de agrupación de la componente dos, las diferencias estriban en los 

diferentes procesos metabólicos intermedios que interfieren entre una etapa y otra, o sea, de la 

germinación a la expansión radicular, transformaciones morfológicas de la plántula, el tallo y el 

crecimiento de esta, los procesos mencionados están biológicamente escalonados, y, por tanto, 

estadísticamente no se pueden relacionar todos. 

 

En la evaluación de las plantas emergidas, se observó una acumulación importante en el 

número de hojas, ésta es una variable muy apreciada ya que las hojas contienen los principales 

constituyentes antioxidantes, proteína bruta, vitaminas y compuestos secundarios con valor 

antioxidante, por lo que, los medios de cultivos basados en la humedad principalmente 

contribuyan a la aparición de hojas es un resultado muy favorable, sin embargo, se debe 

mencionar que en medio Agua-Agar 0.8% y medio húmedo después de las hojas expandirse 

comenzaron a necrosarse, aunque otro brote con nuevas hojas la sustituía. Este fenómeno se 

relaciona con las carencias de minerales en el medio (Poothong et al., 2018), por lo que no es 

recomendable su uso para el crecimiento y desarrollo in vitro de plantas de Moringa. 

 

En la aparición de brotes y hojas, Poothong et al., (2018) al evaluar diferentes formulaciones del 

medio MS en la multiplicación de brotes apicales de Stevia rebaudiana Bertoni, observaron una 

estrecha relación entre el contenido de microminerales y el incremento de las fracciones 

mencionadas, lo cual se observó en el presente estudio en los medios MS y MSG para ambas 
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variables, aunque para el largo de la raíz el medio MS no tuvo representatividad respecto al 

MSG, estimulando las diferencias la cantidad y variedad de nutrientes. 

 

Desde la composición química, los medios MS y MSG se diferencian en la concentración de 

algunos microminerales (H3BO3; ZnSO4.7H2O), macrominerales (KNO3; MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O) 

además del contenido de vitaminas (clorhidrato de tiamina, ácido nicotínico, clorhidratos de 

piradoxina) que posee el medio MSG (Sharry et al., 2015; Nadirah et al., 2019), sin embargo, en 

el criterio de Phillips y Garda (2019), las principales diferencias se encuentran en la separación 

del nitrato de amonio del medio MSG en otras sales, lo cual posibilita el ajuste para diferentes 

genotipos sin generar toxicidad. 

 

La variable composición y diferenciación de minerales en los medios de cultivos conllevó a 

diferencias importantes para el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas, al respecto Kothari 

(2004) señaló que el crecimiento y la morfogénesis de los tejidos vegetales en condiciones in 

vitro están influenciados en gran medida con la composición del medio de crecimiento, 

asimismo agregó que, la tasa de crecimiento de los tejidos vegetales in vitro es una función de la 

tasa neta de asimilación, resultante de la absorción de nutrientes del medio. 

 

El desarrollo foliar de vitro plantas de M. oleifera obtenidas mediante cultivos de tejidos no ha 

sido referido en la bibliografía especializada, seguramente por los intereses de investigación 

que, se han centrado y a la vez limitado a la multiplicación in vitro para la conservación de 

germoplasma (Stephenson y Fahey, 2004; Crosby y Craker, 2007) y propagación in vitro (Saini et 

al., 2012; Agramonte et al., 2014; Matos-Ruiz et al., 2016), principalmente. 

 

Experiencias en el estudio del desarrollo foliar de algunas especies que fueron sometidas al 

efecto de diferentes medios de cultivos, señalan en Phalaenopsis “Bahía Blanca” una 

diferenciada respuesta por el efecto de los medios de cultivos (MS, MS de fuerza media 

(1/2MS), Knudson C (KC) y, Vacin y Went (VW) suplementados con agua de coco y peptona) 

(Mehrnaz-Abbaszadeh et al., 2018) mostrando un comportamiento favorable en medio MS, 

según los autores esto se relacionó con el contenido de NH4NO3 que favorece a este medio, 
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haciendo mención además al contenido de Ca2+ que es utilizado para la formación de pared 

celular, funcionamiento de la membrana celular y señalización celular; lo cual puede contribuir a 

la formación de estructuras celulares y con ello órganos, hojas específicamente. 

 

En Acianthera prolifera (Orchidaceae) las semillas fueron germinadas en diferentes medios 

(WPM (Wole Plant Medium), WPM. I; complementadas con carbón activado; WPM con 

diferentes concentraciones de carbón activado (de izquierda a derecha: 0, 1, 2 y 4 g L−1; y WPM; 

KC y MS/2), respectivamente, suplementados con sacarosa (0, 15, 30 y 60 g L−1), señalando 

diferencias importantes en el proceso de crecimiento y desarrollo radicular principalmente, 

donde se destacaron los valores para el medio WPM por el contenido de nitrógeno, elemento 

muy importante para el crecimiento y desarrollo de A. prolifera (Koene et al., 2019). 

 

Referente al presente estudio, se podría considerar que la disponibilidad de NH4NO3 pudo 

favorecer la aparición de hojas en las plántulas que crecieron sobre medio MS respecto a MSG, 

ya que el contenido de fuentes de nitrógeno define hasta cierto nivel el crecimiento de la 

Moringa en edades tempranas, sin embargo, no existe un consenso del alcance en el 

favorecimiento de la planta y el costo ambiental ante el suministro de nitrógeno (He et al., 

2020). 

 

En la biología de Moringa, los requerimientos de nitrógeno se vuelven indispensable en el 

proceso de producción de frutos (Ledea Rodríguez et al., 2018c) y producción de biomasa entre 

los 45 y 60 días de brotación de la planta (Peng et al., 2021), mientras que el resto de los macro 

y microminerales son destinados para la formación de tejidos en edades más tempranas del 

crecimiento (Taiz y Zeiger, 2006), donde las reservas de carbohidratos y lípidos contenidos en el 

cotiledón de la semilla de Moringa, ofrecen a la joven planta la ventaja de un acelerado 

desarrollo radicular para la exploración del medio e incorporación de nutrimientos (Rubio-Sanz 

et al., 2020) como se evidenció en el medio MSG, lo cual pudo estar relacionado al ser un medio 

considerable más enriquecido que el MS, y por lo tanto, más acorde para el desarrollo de 

arbustivas (Murashige y Skoog, 1962 ), quiz s esta “riqueza” en macrominerales y vitaminas 
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pudo estar relacionado con un mayor crecimiento radicular respecto al resto de los medios en 

evaluación. 

 

Además del desarrollo morfológico y foliar de la planta, este aspecto pudiera estar relacionado 

con la reconversión de tejidos debido al prolongado período de retardo alrededor del punto de 

inflexión según la curva del modelo de Bertalanffy, este medio por su composición química, 

permite a la célula vegetal incrementar la tasa metabólica, para una acelerada tasa de 

formación de tejidos, lo cual podría generar un rápido agotamiento del medio; éste fenómeno 

fue observado en cultivos celulares de Citrus × latifolia (Bulbarela-Marini et al., 2019). 

 

En este sentido se podría agregar la peculiaridad del medio MS para el crecimiento y desarrollo 

de un gran grupo de géneros de planta, donde se destacan las leguminosas y arbóreas 

principalmente. Para las arbóreas el medio de crecimiento para leñosas (WPM, siglas en inglés) 

han arrojado mejores resultados en el crecimiento de las plantas respecto al MS, debido al alto 

contenido de amonio (Gamborg et al., 1976). Sin embargo, según la curva y el ajuste del modelo 

Logístico en el análisis del crecimiento de las plántulas sobre medio MS, sugiere que el medio 

provee los requerimientos necesarios para un rápido crecimiento, mientras que el MSG 

predispone un incremento del recambio de tejidos. 

 

Referente al uso de las vitaminas, experiencias en su utilización formulada sobre diferentes 

concentraciones en la etapa de callo embriogénico de palma datilera in vitro (cultivares Sakkoty 

y Bartamuda), Ghorbanpour y Varma (2017) indicaron un efecto directo en el incremento de 

peso fresco relacionado, según los autores, con el contenido de aminoácidos que provee la 

síntesis de proteínas y con ello, mayor eficiencia en los procesos metabólicos en la formación de 

tejidos, este es otro aspecto que respalda al medio MSG respecto al MS y otros medios de 

crecimiento para cultivos de tejidos in vitro, sin embargo, ha sido poco documentado (Phillips y 

Garda, 2019). 

 

Para las plantas que crecieron en medio Agua-Agar 0.8% se debe mencionar que, la composición 

del agar se circunscribe a su origen como polisacárido de galactosa y galactomanano que se 
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obtiene de las algas rojas (Echema, Gelidium, Gracilaria), contiene 70% de agarosa y un 30% de 

agaropectina, el resto de los constituyentes no están definidos (Sharry et al., 2015), estas 

condicionantes pudieron propiciar que las plantas manifestaran un crecimiento acelerado (0,69 

mm día-1) en un principio tal como lo describe el modelo Logístico, pero aún deficiente hasta los 

siete días según el punto de inflexión (37.85 mm). Posteriormente, se observó un crecimiento 

lineal a partir de los ocho días generado probablemente por la escasez de nutrientes del medio 

o quizás factores relacionados con la calidad de este. 

 

Lo anterior puede deberse según lo señalado por Sharry et al. (2015) a la calidad del agar, lo 

cual va a depender de varios factores, entre ellos, la época del año en que el alga fue colectada, 

el nivel de contaminantes, el proceso de manufactura y la manera en que el producto fue 

purificado, considerando que, cualquier nivel de impurezas en el agar pudo tener efecto en la 

respuesta del cultivo in vitro. No obstante, no fue evaluado en el presente trabajo.  

 

Las plantas que crecieron en medio de cultivo húmedo debieron su crecimiento a las reservas 

energéticas del cotiledón, manifestando un crecimiento lento y constante, con una tasa de 

0.004 y 0.05 mm día-1 según los modelos de Gompertz y Bertalanffy, respectivamente, que 

fueron los que mejor describieron el proceso de crecimiento. Por otra parte, el modelo de 

Gompertz describió un crecimiento lento al inicio, pero que se acelera después del punto de 

inflexión para ralentizarse nuevamente, tal cual se observa en la Figura 10 B4, mientras que el 

modelo de Bertalanffy (Figura 10 C4), asocia este tipo del crecimiento con roles catabolismo, 

pero sin detenerse el crecimiento (Bertalanffy, 1957). 

 

Referente al uso de promotores del crecimiento vegetal para la multiplicación, Jun-jie et al., 

(2017) evaluaron diferentes promotores del crecimiento en explantes de hojas de Moringa vc 

PKM-1, observando con la aplicación de 6-benzyladenina (6-BA) porcentajes de explantes entre 

20-73% en función del decremento de la dosis que se empleó, sin embargo, el mayor porcentaje 

lo observaron cuando vincularon tres reguladores del crecimiento (6-benzyladenina; cinetina 

(KT); ácido naftalenacético (AN)), las respuestas en función de reguladores de forma individual o 

combinados aún no se esclarece, en el criterio de Montalbán et al., (2013) se debe a las 
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diferentes actividades celulares que, durante la regeneración de brotes se controlan por varios 

factores internos, incluidas las citoquininas, que causan diferencias químicas y estructurales 

internas, lo que conduce a diferentes respuestas cuando se presentan en el medio. 

 

Las diferencias encontradas en el presente estudio podrían relacionarse con las concentraciones 

de compuestos promotores del crecimiento en la vitroplanta, que, a su vez, es una disposición 

de la planta madre, que se condiciona en función de las presiones ambientales en las que se ha 

desarrollado la misma (Valdés et al., 2018), otros autores, como Phillips (1988) señalan como 

causa de las respuestas diferenciadas en la producción de explantes en la misma especie o 

genotipo, a una especificidad tisular entre receptores y efectores hormonales, por lo que es 

evidente que no se llega aún a un consenso de la diferenciación en la producción de rebrotes a 

partir de promotores del crecimiento vegetal. En contexto, algunas de las variaciones en 

mención fueron observadas en Moringa (Jun-jie et al., 2017); Crisantemo (Lim et al., 2012; 

Naing et al., 2014); y Jatropha curcas (Zhang et al., 2013). 

 

En otro orden, en la morfología de los estomas de las plantas que crecieron en condiciones de 

invernadero (Tabla 5), se obtuvo gran variabilidad por el efecto de los inóculos bacterianos, 

AbdulRahaman et al., (2018) emplearon mutágenos químicos en plántulas de M. oleifera, y 

éstos promovieron transformaciones morfológicas a nivel de los estomas, García (2018) en 

condiciones de vivero registraron valores de longitud de estomas superiores a las del presente 

estudio, las dimensiones oscilaron entre 28.40-34.60 µm, de igual forma, los resultados 

obtenidos por Abubakar et al., (2013) para largo y ancho (16.6-35.3µm y 14.5-25.1µm, 

respectivamente), superaron los promedios de la presente investigación, lo cual se vincula con 

las condiciones de crecimiento de las plantas de los investigadores en mención (campo abierto 

en diferentes puntos de la sabana de Nigeria). 

 

Así mismo, la densidad estomática referida por AbdulRahaman et al., (2018) fue inferior a las 

obtenidas en el presente estudio, quienes señalaron para su control 26.60 estomas mm-2, 

mientras que el resto de sus tratamientos variaron de 28.40 a 34.60 estomas mm-2, aspecto 

considerado normal al resultar los estomas de gran tamaño, del Rosario Cappellari et al., (2015) 
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mediante la combinación de dos inóculos bacterianos (P. fluorescens + P. putida) obtuvieron 

promedios de 140 estomas mm-2, y su control fue de 93 estomas mm-2.  

 

La variabilidad en morfología y densidad estomática se relacionan cuando las plantas son 

inoculadas con PGPR, a los efectos hormonales que éstas promueven y que tributan a 

diversificar la morfología de la planta y sus órganos, un ejemplo de ello es el incremento de 

diámetro y grosor de los conductos xilema y floema (El-Afry et al., 2012; Gonzalez et al., 2021) lo 

que genera alteraciones en la anatomía de la hoja (parénquima esponjoso) lográndose una 

mejor economía del recurso hídrico (del Rosario Cappellari et al., 2015), e incremento de la 

eficiencia fotosintética, equilibrando la planta de esta manera, el gasto de agua por la 

transpiración y la actividad fotosintética (Taiz y Zeiger, 2006). 

 

Al inocular una planta con PGPR la tendencia es producir estomas pequeños en grandes 

cantidades para lograr un eficiente control estomático (Paradiso et al., 2017), intercambio 

gaseoso y actividad fotosintética (Balliu et al., 2015), a partir de mecanismos regidos por 

hormonas, genes y enzimas (Paradiso et al., 2017), por el contrario si los estomas son grandes la 

apertura y cierre de los mismos es lenta y con ello la pérdida de agua, además de que los cierres 

son incompletos por lo que no existe control de la evapotranspiración y se afecta el equilibrio 

hídrico, aspectos que podrían ayudar a comprender el carácter hipostomático (estomas en la 

epidermis adaxial) de las hojas de las plantas en estudio (Fig. 13 BN; Fig. 14 MO; Fig. 15 BC; Fig. 

16 AB; Fig. 17 CA), ya que previamente se había descrito de carácter infoestomático (estomas 

en ambas epidermis) en hojas de Moringa (Ruiz et al., 2019). 

 

Las posibles modificaciones anatómicas del parénquima esponjoso combinadas con las 

condiciones de experimentación pudieron estimular el desarrollo de paredes anticlinales de 

forma curva, morfología que se relaciona cuando la planta crece con abundante disponibilidad 

de agua (Arambarri et al., 2011), proporcionando un alto grado de suculencia a las hojas. En 

este sentido Muhl et al., (2011) observaron importantes modificaciones de la epidermis de 

hojas de Moringa cuando evaluaron diferentes rangos de temperatura, entre ellas, la no 

existencia de paredes curvas, sino células anticlinales de forma romboide con paredes rectas, lo 
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que sugiere que, la disponibilidad de agua determina la morfología de las paredes anticlinales, 

probablemente por las transformaciones a nivel del parénquima esponjoso y cavidad 

subestomática mencionadas con anterioridad. 

 

Estomas anomocíticos a nivel de las células epidérmicas fueron observados por Abubakar et al., 

(2011) y Salama (2014) en hojas de Moringa, mientras que Ruiz et al., (2019) señalaban la 

presencia de estomas anomocíticos y actinocíticos en una misma hoja de plantas de Moringa, 

para el presente estudio los estomas estuvieron por debajo del nivel de las células epidérmicas, 

en el criterio de Bhakta et al., (2017), además de los hábitos y condiciones de crecimiento de las 

plantas, este fenómeno morfológico de los estomas, habitualmente se relaciona con la especie 

de plantas con la que se esté experimentando.  

 

La no presencia de tricomas en las plantas inoculadas se debe según del Rosario Cappellari et 

al., (2019) a que, la inoculación y colonización de raíces por PGPR no están relacionadas con el 

incremento de la concentración de AJ necesario para desencadenar transformaciones de la 

epidermis de la hoja, a menos que la infección sea por bacterias patógenas, en este sentido, 

Pieterse et al., (2000) señalaron la necesidad de una prolongada exposición a los patógenos 

para que el tipo de AJ y AS principalmente, pueda llegar a activar genes sensibles a estos 

compuestos y se desarrolle la producción de aceite esencial, lo cual desencadena 

modificaciones morfológicas a nivel de hoja para el almacenamiento del mismo, pero las 

bacterias benéficas generalmente, no desencadenan este tipo de modificaciones, si no, que 

influyen en cambios de la composición química del aceite esencial (Rezaei-Chiyaneh et al., 

2020), pero este aspecto no fue objeto de estudio en el presente trabajo. 

 

En otro sentido, se declara que en el presente estudio no se empleó ningún tipo de fertilizante 

ni fuente nitrogenada, sin embargo, las plantas inoculadas con A. brasilense fueron las que más 

crecieron respecto al resto de los inóculos y el control. Camelo et al., (2011) señalaron que 

cuando esta bacteria crece en un medio desprovisto de fuentes nitrogenadas, promueve el 

crecimiento de las plantas produciendo AIA a partir del triptófano, mediante la ruta del ácido-3-

pirúvico (PIyA) (Tien et al., 1979), considerándose este mecanismo como específico de la 
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bacteria, este es un resultado muy importante para la agronomía de Moringa en ecosistemas 

semidesérticos, tal cual es la condición de aproximadamente el 15% de la nación mexicana, 

donde está incluida la Península de Baja California. 

 

Dentro de las transformaciones que promueve el A. brasilense en la planta, Romero et al., 

(2014) señalaron que el AIA producido por esta bacteria, además de promover reacciones en 

cadena que se expresan en el crecimiento de la planta. Al sobrepasar las concentraciones 

endógenas de AIA por el efecto bacteriano provoca inhibición del crecimiento; la planta para 

contrarrestar este efecto acumulativo de la hormona la redirige al floema y raíz, en esta última 

se mantiene como reserva, y la ubicada en el floema, incrementa su diámetro, lo que facilita 

mayor incorporación de agua en la planta y facilita el crecimiento, por esta particularidad, a esta 

cepa bacteriana se le considera como el inóculo ideal para plantas que crecen en condiciones de 

estrés (Bashan y Dubrovsky, 1996), considerándose un control positivo adecuado para los 

experimentos presentados en este trabajo. 

 

Una de las limitantes de las plántulas de alto porte para el trasplante en ecosistemas áridos, es 

su directa relación 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 áridos (Villalón et 

al., 2016), sin embargo, las transformaciones anatómicas y estructurales que promueve el A. 

brasilense a nivel de floema y raíces disminuyen esta limitante (Cassán et al., 2008), efectos que 

pueden relacionarse con los resultados obtenidos y que favorece su aplicación en ecosistemas 

adversos o de climas extremos condicionados por el déficit hídrico (Omar et al., 2017). 

 

Zayed (2012) experimentó inoculando bacterias promotoras del crecimiento vegetal en 

plántulas de M. oleifera hasta 90 días de edad. Obtuvo alturas por el efecto combinado de los 

inóculos bacterianos y la edad superiores a las del presente estudio, señalando valores de altura 

para plantas inoculadas con A. brasilense de 120.80 cm; 110.80 cm en Azotobacter 

chroococcum; 89.20 cm con Saccharomyces cerevisiae y para las inoculadas con Pseudomonas 

fluorescens alcanzaron 90.40 cm, la edad de corte (90 días) posibilitó según este autor mayor 

tiempo de exposición a las cepas microbianas y con ello mayor desarrollo de la planta. 
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Este autor identificó que la promoción del crecimiento por parte del A. brasilense y S. 

fluorescens había sido mediante el efecto de AIA y citoquininas, mientras que A. chroococcum y 

S. cerevisiae estimularon la producción de citoquininas y GAs, donde todo pareció indicar que la 

producción de más de una hormona por parte de algunas bacterias (A. brasilense y P. 

fluorescens) tuvo un mejor efecto, y por tanto, mejor respuesta en las plantas que en aquellas 

donde la bacteria promueve o direcciona su estímulo a un solo tipo de hormona, sin embargo, 

se debe considerar que la respuesta en la planta se verá influenciada por la representatividad en 

términos de concentración del tipo de hormona, y su consecuente efecto (Zayed, 2012). 

 

La variable producción de hojas (Tabla 7), tiene una importancia relevante en el cultivo de 

Moringa, ya que en ellas se encuentran los principales compuestos activos (Cuellar-Nuñez et al., 

2018). Hassanein y Al-Soqeer (2018) en la caracterización de ocho procedencias de Moringa en 

cuatro localidades de Arabia Saudita, obtuvieron menor número de hojas en comparación con el 

control del presente estudio, el ancho (0.3-1.2 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 láminas foliares para captar suficiente energía solar y producir 

compuestos osmóticamente activos que servirán, como fuente de energía primaria en el 

proceso de multiplicación celular (Ledea Rodríguez et al., 2018a, b). 

 

En la presente investigación la variabilidad en números de hojas y su morfología se vinculan con 

estímulos hormonales que se promueven por los inóculos bacterianos, Jordán y Casaretto, 

(2006) señalaron que la combinación de GAs y AIA, ambas promovidas por el A. brasilense, 

estimulan el crecimiento de la planta y la producción de brotes a partir de una relación sinérgica 

entre ellas. Mientras que para los Bacillus spp. la producción de citoquininas y ácido giberélico 

intervienen de forma directa en la producción de hojas (Baset-Mia et al., 2017), a partir de los 

antecedentes mencionados, se considera que dichos efectos promovieron la producción de 

hojas en el presente estudio (Tabla 7). 

 

Dentro del papel sinérgico entre hormonas relacionadas con el crecimiento vegetal se ha 

documentado que, la combinación de las citoquininas con otras hormonas (auxinas) induce la 
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acumulación de ciclinas (Jordán y Casaretto, 2006; Baset-Mia et al., 2017), éstas promueven 

nuevos ciclos en la célula y en la división celular, lo que genera la formación de nuevas 

estructuras, como tallos, brotes y hojas principalmente (Camelo et al., 2011). Se puede suponer 

entonces que, en el presente estudio se manifestaron los fenómenos mencionados, al coincidir 

las plantas que manifestaron un crecimiento más acelerado con las que presentaron 

significativamente mayor número de hojas (P≤0.05). 

 

La proporción de hojas respecto a los tallos indicó ser una particularidad de la edad de la planta 

y condiciones de experimentación al no presentarse diferencias entre los tratamientos (P≥0.05). 

Los valores (1.4) indicados por Ledea-Rodríguez et al., (2018b) en las condiciones de campo en 

la región oriental de Cuba, fueron inferiores a los de la presente investigación (rango entre 

54.39-78.41), donde, las condiciones en las que crecieron las plantas de la presente 

experimentación pudieron retardar el período de senescencia, referente a esto, se ha señalado 

que las ciclinas inducen este efecto (Camelo et al., 2011). La permanencia de hojas en la planta 

en estudio incrementa de forma relevante su valor nutricional, y que ésta no se vea afectada 

por el desarrollo de los tallos es un mérito para resaltar por parte de los inóculos bacterianos 

considerados en la presente investigación. 

 

En el grosor del tallo, los resultados que se obtuvieron en dos accesiones 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 experimentación respecto a la 

presente investigación. En esta misma variable, los valores obtenidos por Haouvang et al., 

(2017) al someter plántulas de M. oleifera Lam. a fertilización química, orgánica y sus 

combinaciones oscilaron entre 0.2-0.47 cm siendo similares a los de la presente investigación, lo 

que sugiere, que la fertilización química, bioquímica o su combinación inducen una sobre 

expresión en los ritmos de crecimiento de la planta que estimulan la división y multiplicación 

celular, lo que podría traducirse en una inversión de compuestos estructurales (lignina, celulosa 

y hemicelulosa) para la elongación del tallo y no para su engrosamiento, lo cual en intereses 

agronómicos es favorable debido a las limitantes que los compuestos estructurales, que 
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condicionalmente están presentes, restan para el valor nutritivo del órgano y de la biomasa de 

la planta. 

 

Para el presente estudio, el conjunto de manifestaciones morfológicas tuvo efecto en la 

productividad de la planta y acumulación de biomasa seca (BS) (Tabla 7). Foidl y Mayorga (2003) 

para el rendimiento total de BS de M. oleifera se señalaron valores de 5.067 t ha-1, promedio 

que resultó congruente para todos los tratamientos excepto para el tratamiento con B. cereus 

que promovió rendimientos de 12.92 t BS ha-1, valor que se aproximó al obtenido con el empleo 

de densidades de siembra de 65000 plantas ha-1 (Zheng et al., 2016), lo cual podría sugerir la 

efectividad de los inóculos bacterianos para la acumulación de BS a nivel de planta, sin 

embargo, considerando que el rendimiento de hojas resultó en valores muy bajos (0.26-0.8 t BS 

ha-1), podría afirmarse que la acumulación de BS en planta íntegra estuvo determinada por el 

aporte del peso de los tallos y no de hojas, lo cual, a su vez, se condiciona con el hábito de 

crecimiento inducido por las PGPR. 

 

En este sentido, en el análisis de las tasas de crecimiento y variables relacionadas con 

componentes morfológicos y fisiológicos del crecimiento (Tabla 8), análisis que constituye en el 

primer reporte para el cultivo de Moringa mediante inoculación con bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal, se pudo constatar que, los inóculos bacterianos promovieron el desarrollo 

foliar de la planta (AF, IAF, DAF), así como el crecimiento (TCA y TCR) en función del tiempo 

(Tabla 8), por lo cual, las bacterias empleadas pueden ser consideradas en M. oleifera como 

promotoras del crecimiento vegetal (Barrera et al., 2010). 

 

El crecimiento de las plantas está muy relacionado con la evolución del desarrollo foliar de las 

mismas, en este sentido, variables fisiológicas como TAN, LRA y AFE en el criterio de Villar et al., 

(2004) pueden llegar a explicar hasta el 80% en la variación de las tasas de crecimiento. La TAN 

al describir el balance neto de las ganancias por la tasa de fotosíntesis y las perdidas por las 

tasas de respiración mediante hojas, tallos y raíces sugiere con los resultados obtenidos en el 

presente estudio, la no incidencia de la inoculación con las PGPR en estos procesos, 

considerando los resultados de una uniforme expresión de TAN a una particularidad del género, 
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al respecto, Araújo et al., (2016) señalaron en la evaluación de plántulas de M. oleifera 

sometidas a estrés, la capacidad de controlar la respiración a fin de hacer un uso racional del 

recurso hídrico, lo cual ayuda, en función de la relación que establece TAN, con una aparente 

disminuida tasa fotosintética, aunque esta variable también se ve alterada por la distribución de 

biomasa a diferentes órganos, la composición química y la formación de área foliar (Villar et al., 

2004). 

 

En estudios donde la evaluación de la TAN fue objeto de análisis, se desarrollaron ensayos en 

condiciones de invernadero y cámaras de cultivos con disponibilidad de iluminación de ≥ 300 

µmol m-2 s-1 de radiación fotosintéticamente activa, condiciones que no permiten la activación 

de enzimas fotosintéticas (Lambers et al., 1979), esto condiciona que no se expresen diferencias 

en la eficiencia de la fotosíntesis (Villar et al., 2004), traduciéndose el efecto del déficit de 

luminiscencia según Villar op. cit. en modificaciones en la morfología y arquitectura de la planta, 

donde la TAN tiene un efecto directo, en las tasas de crecimiento de la planta y eficiencia en el 

uso de nutrientes (Miyashita et al., 2012; Li et al., 2016). Las modificaciones del crecimiento y 

morfología en el presente estudio fueron perceptibles, pero no asociadas con la calidad de la 

iluminación sino con el efecto de los inóculos bacterianos. 

 

La LRA por su parte, relaciona la ganancia de peso total de la planta por la cantidad de área 

foliar, siendo la TCR, el producto de la combinación de TAN x LRA cuando se considera el 

incremento de peso en tejidos. En condiciones de experimentación en invernaderos suele sobre 

expresarse la LRA, sin embargo, las combinaciones de disminuida capacidad fotosintética, 

abundante disponibilidad de agua y rápido crecimiento promovido por las PGPR, propiciaron 

hojas suculentas de bajos pesos específicos por unidad de área foliar, contribuyendo a que se 

manifestaran LRA entre 0.077-0.096 cm2 para ganar 0.01 g de tejido.  

 

Se considera que las condiciones de experimentación y el acelerado crecimiento por el efecto 

de los inóculos bacterianos, modificaron el desarrollo de las plantas y distribución de recursos 

de forma diferente entre los órganos, lo cual quedó en evidencia en las diferencias morfológicas 

que se manifestaron, y que se relaciona en el criterio de Villar et al., (2004) con aspectos 
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fisiológicos como, la captación de luz, asimilación de dióxido de carbono (hojas), absorción de 

agua y nutrientes minerales (raíces), sostén (tallos), aspectos no abordados en el presente 

estudio. 

 

Para las proporciones de hojas, tallos y raíces respecto al peso de la planta, resultados 

publicados señalan valores de 0.40; 0.28 y 0.32, respectivamente (Poorter y Nagel, 2000). 

Respecto al presente estudio los valores se asemejan a los reflejados en el control y, 

significando la expresión morfológica en respuesta a la producción endógena de estas 

hormonas, donde se puede afirmar la producción por parte de los inóculos bacterianos, Bacillus 

(Islam et al., 2017; Aloo et al., 2019) y Azospirillum (Hadas y Okon, 1987; Zayed, 2012; Larraburu 

y Llorente, 2015), de citoquininas (promotoras de la aparición de brotes y hojas) en las plantas 

inoculadas. 

 

Por parte de las variables morfológicas consideradas como indicadores de calidad de la planta 

(Tabla 9), se hace mención del índice de robustez, esta variable, relaciona la altura de la planta 

con el grosor del tallo, definiendo la fortaleza de la planta para afrontar la desecación y rachas 

de viento. En su interpretación valores inferiores a seis sugieren plantas robustas, mientras que 

valores superiores a éste, indican plantas débiles, y mientras más alejados sean, más frágiles 

resultan ser las plantas para la resistencia al viento, y lograr un crecimiento erecto y desarrollo 

en condiciones de campo (García, 2018). Otras consideraciones sugieren que una planta de 

buena calidad presentan elevados valores en el diámetro del cuello de la raíz y bajos 

coeficientes de índice de robustez (García y Mora, 2016). 

 

El desarrollo radicular refleja la capacidad de almacenamiento de energía por parte de las 

plantas, y que, en caso de una desproporción en el desarrollo radicular-altura de la planta, ésta 

podría no sobrevivir. Para un sistema de policultivo en condiciones de vivero que incluía M. 

oleifera; L. leucocephala y Cajanus cajan, Noguera-Talavera et al., (2014) observaron longitudes 

de raíces de 19.7 cm; 23.8 y 27.1 cm, respectivamente, superiores a las mostradas en la Tabla 9, 

las cuales oscilaron entre 3.54-5.16 cm. Las características morfológica de un sistema radicular 

tuberoso, como lo es el de Moringa, indican poco desarrollo de la región de la cofia (Taiz y 
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Zeiger, 2006), por lo que las diferencias respecto a la investigación que se cita fue el tiempo de 

experimentación que dedicaron a la evaluación del cultivo (70 días) y no por factores que 

favorecieron este tipo de desarrollo. 

 

Estos mismos autores para el grosor de la raíz señalaron valores de 1.17; 0.4 y 0.2 cm, 

respectivamente, notablemente inferiores a los obtenidos en la presente investigación que 

osciló entre 1.18-1.58 cm (Tabla 9). En este sentido, es importante mencionar que las 

características morfológicas del tipo de raíz de Moringa señalan un desarrollo importante de la 

región del córtex, relacionado con el almacenamiento de agua, carbohidratos y minerales, 

principalmente (Taiz y Zeiger, 2006), considerando el tiempo de investigación de los autores 

Noguera-Talavera op. cit. para el desarrollo de la planta con asistencia de riego, se podrían 

considerar las diferencias por el fenotipo de los cultivares (respecto a los valores del control de 

la presente investigación), y no al efecto de la inoculación con PGPR. 

 

Para la relación tallo/raíz, las plantas inoculadas con bacterias desarrollaron tallos más largos y 

raíces más cortas respecto a las plantas consideradas como control, en el cual, la longitud de la 

raíz fue mayor y los tallos más cortos, se evidenció que los efectos de las cepas bacterianas 

provocaron un mayor crecimiento de los tallos respecto a las raíces, en consideración Romero 

et al., (2014) señalaron que cuando las raíces, por sus características morfológicas, se 

caracterizan por una deficiente absorción de nutrientes y agua, y no provean la energía 

suficiente a la planta, entonces se generarán tallos cortos y plantas débiles, aspecto descartado 

en la presente investigación.  

 

La BMA/MBR expresa en base seca la relación biomasa aérea (hojas y tallos) respecto biomasa 

radicular (raíces) (Villar et al., 2004). Las plantas inoculadas tuvieron una proporción más 

cercana a lo aceptable considerada entre 1.5-2.5 (Noda-Leyva et al., 2015), mientras que el 

control se alejó de este valor, lo que significa que hubo mayor proporción de biomasa aérea 

respecto a raíces. Para M. oleifera se refieren índices de 1.8 (Noguera-Talavera et al., 2014), sin 

embargo, es de interés para la presente investigación obtener una mayor proporción de 

biomasa aérea respecto a la radicular. Todos los inóculos bacterianos promovieron el 
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crecimiento de la planta y de su área foliar, pero no el de raíces, Jordán y Casaretto, (2006) 

mencionaron que cuando existen sinergismos entre hormonas se limita la producción de etileno 

por parte de la planta, al respecto Camelo et al., (2011) afirmaron que el uso de PGPR disminuye 

y en algunos casos inhiben la producción de etileno en la planta debido a la intervención de 

otras hormonas potenciadas por la acción bacteriana. 

 

Dentro de los indicadores de calidad, el índice de Dickson constituye uno de los criterios más 

utilizados, expresando el equilibrio en la distribución de la masa y la robustez de la planta 

(Villalón et al., 2016). Los valores de 3.8-4.44 señalados por Aparecida-Rodrigues et al., (2016) 

en la evaluación de diferentes proporciones de sustratos orgánicos con fibra de coco verde en el 

cultivo de M. oleifera Lam.; y los referidos en Quercus canby Trel (5.0-8.0) (Villalón et al., 2016) 

fueron superiores a los del presente estudio, no así los promedios señalados por Nascimento de 

Almeida et al., (2019) en M. oleifera Lam. en diferentes sustratos, los cuales estuvieron muy 

cercanos a 0.2, definido como el valor bajo permisible para este índice, atendiendo a este valor, 

las plántulas obtenidas en el presente estudio pueden considerar como plántulas de calidad, sin 

embargo, para esta variables no observaron diferencias respecto al control (Tabla 9). 

 

La variabilidad de los valores en el índice de calidad de Dickson va a estar sujeta a varios 

factores, entre ellos, especie con que se trabaje, manejo de las plántulas en el vivero, tipo y 

proporción del sustrato, volumen del contenedor y, principalmente, la edad de la plántula en 

que los cambios fueron evaluados (Pereira-Oliveira et al., 2017), por lo que, a diferencia de 

otros estudios solo deberían ubicarse en consideraciones de los autores acerca de su resultado, 

sin enfatizar una discusión basada en las diferencias numéricas, considerándose además que el 

índice de Dickson es un valor preconcebido para valorar la calidad de las plántulas, donde 0.2 es 

el mínimo permisible independientemente de las condiciones de experimentación (Villar et al., 

2004), argumento a considerar para establecer una discusión respecto a resultados de otros 

autores. 

 

Referente al contenido mineral por mediación de PGPR en raíces (Tabla 10), el efecto de B. 

niacini sobre el contenido de microminerales a nivel de la raíz se basa según Belimov y Dietz 
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(2000) en un mecanismo para reducir la toxicidad por metales pesados, estos autores 

observaron en plantas de cebada inoculada con PGPR y cultivadas en un medio con altas dosis 

de Cd5+, un incremento en la absorción de Ca2+, Fe2+ y Mn2+, este fenómeno también fue 

observado por Shabaev et al., (1999). 

 

También fue observado por Shabaev op. cit. diferencias (P≤0.001) en la efectividad de las cepas 

de Bacillus en el enriquecimiento del perfil mineral de las raíces, B. cereus enriqueció el 

contenido de microminerales (Mn2+, Fe2+, Co3+) y elementos benéficos (Si4+); B. niacini de 

macrominerales (P3+, Mg2+, K+, S2+) y metales pesados (Cd5+, Pb4+, Co3+, Br7+), respecto a B. 

cereus que solo incrementó la concentración de As, esto puede deberse a particularidades 

específicas de cada cepa, Bashan et al., (1991) tuvieron una experiencia similar en estudios con 

varias cepas de A. brasilense en la acumulación de Si4+, observaron diferencias en función de las 

cepas para la acumulación de este mineral pero sin una descripción al respecto, lo que denota 

que es un aspecto en el que se debe profundizar, sobre todo por el número de factores que 

intervienen. En este mismo sentido, la acumulación de Si4+ promovida por B. niacini pudo estar 

sujeta a un mecanismo compensador por la incorporación de Fe2+ y Mn2+, donde el Si actúa 

como reductor de la toxicidad de estos dos elementos (Azcón-Bieto y Talón, 2013). 

 

La composición mineral de hojas de M. oleifera (Figura 17); Kumssa et al., (2017) señalaron de 

forma comparativa el contenido mineral en diferentes órganos (hojas y flores) en dos 

variedades de Moringa (M. oleifera y M. stenopetala) respecto a otras especies y ecotipos 

existentes en África, señalando que, la variabilidad en el contenido mineral se debía a 

condiciones de crecimiento, factor genético y disponibilidad de compuestos en el suelo, aunque 

Olson et al., (2016) definió a M. oleifera como heterogénea en su composición mineralógica. 

Para el presente estudio, dado que las plantas crecieron bajo condiciones controladas y las 

semillas provienen de la misma planta madre, se puede considerar de poco aporte la aplicación 

de inóculos bacterianos para la diversificación del perfil mineral de hojas de M. oleifera. 

 

La composición de metales pesados en hojas, los porcentajes atómicos para algunos fueron muy 

bajos por tratarse probablemente de elementos trazas, en este sentido Agboola et al., (2016) 
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señalaron que elementos como Co3+, As5+, Br7+ y Cd5+ forman parte del contenido mineral de la 

célula y que intervienen en diferentes procesos metabólicos, solo que, en muy bajas 

concentraciones, aspecto que por el cual quizás fueron detectados en el presente estudio. 

 

El contenido de microminerales por su parte, coincidió con el referido por Olson et al., (2016) en 

hojas de cinco especies de Moringa (M. oleifera, M. concanensis, M. stenopetala, M. 

concanensis x oleifera híbrido, y M. longituba) cultivadas en huertas del estado de Jalisco, 

México, estos autores señalaron que, M. oleifera posee una predisposición en comparación con 

el resto de las especies en estudio, a acumular microminerales (Fe2+, Mn2+ y Zn2+; P3+) y 

macrominerales (Ca2+); y en menor cantidad Mg2+, y Na+ como elemento beneficioso. 

 

En el presente estudio, la inoculación con PGPR determinó que se establecieran diferencias en 

la acumulación de Mg2+ en hojas, esto significó que el inóculo que más Mg2+ incorporó a la 

planta (B. niacini) respecto al control, predispuso una menor absorción de K+ respecto al 

control, el resto de los inóculos al parecer establecieron un balance para la absorción de estos 

dos minerales al permanecer entre los rangos superiores e inferiores. Las diferencias en el 

contenido de Mg2+ y K+ en hojas se deben al efecto antagónico que presenta el K+ para Mg2+ 

(Nolasco-Bethencourt, 2017), por ello las hojas de plantas inoculadas con B. niacini presentaron 

más Mg2+ que K+, y de forma inversa el tratamiento control, considerándose a los inóculos 

bacterianos de poco prácticos para diversificar el perfil mineral en los tejidos de las plantas 

debido a las relaciones de antagonismo y sinergismos que se establecen entre ellos (Gaxiola-

Ariza, 2019), aspecto que se confirmó en las relaciones mediante en el ACP de raíz (Fig. 18 A) y 

de hojas (Fig. 18 B). 

 

A nivel de raíz (Fig. 18A) se constató la presencia de tres minerales por el efecto de los inóculos 

(P3+, Br+ y K+), con cercanías de Mg2+ que es sinérgico a P3+, sin embargo, en hojas (Fig. 18B) se 

observó Mn2+, Zn2+ y Al3+. El Mn2+ es sinérgico a K+, por lo que se asume que fue este mineral el 

que prevaleció en la absorción para posibilitar la incorporación de Mn2+ a la célula vegetal, 

mientras que la presencia de Al3+ en el tejido vegetal de hojas se podría relacionar con actividad 
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de ácidos orgánicos producidos a nivel de la raíz (donde se observa muy próximo a los inóculos 

(Fig. 18 A)) para su quelación y posterior incorporación a la célula vegetal (Gaxiola-Ariza, 2019). 

Este reordenamiento (relación entre disponibles y absorbidos) en la composición mineral, pudo 

haber afectado la concentración de pigmentos fotosintéticos mediante el uso de PGPB. Los 

pigmentos tienen roles importantes en su desempeño como metabolitos, antioxidantes y 

precursores hormonales (Howitt y Pogson, 2006), intervienen de forma activa en la respuesta al 

estrés ambiental y con ello a la eficiencia fotosintética (Reol, 2012), debería esperarse entonces, 

una mayor concentración en las plantas inoculadas, ya que según del Rosario Cappellari et al., 

(2015), las PGPR posibilitan mayor absorción de agua y nutrientes en plantas inoculadas 

respecto a las no inoculadas, y por tanto existe una sensibilidad a la tensión oxidativa que puede 

dañar al aparato fotosintético. 

 

Abd El-Aal y Salem, (2018) en su estudio consideraron variantes de fertilización con PGPR 

distribuidas en dos grupos (A y B) modificadas con ¾ de fertilización química, entre las cepas de 

PGPR relacionaron dos especies de Bacillus y la presencia distintiva de Azospirillum lipoferium y 

Azotobacter chroococcum en cada grupo conformado por estos autores, las suspensiones 

celulares fueron concebidas en el orden de 7 x 109 para la evaluación de la promoción del 

crecimiento y desarrollo de plantas de M. oleifera, y componentes químicos (expresión de 

enzimas antioxidantes y concentración de pigmentos fotosintéticos) en edades comprendidas 

entre 75 y 150 días. 

 

En la concentración de pigmentos fotosintéticos con el uso de las bacterias modificadas con ¾ 

de fertilizantes químicos obtuvieron valores de concentración de clorofila a, b, carotenos y 

relación clorofila a + clorofila b de 1.14-1.94; 0.58-0.94; 0.72-1.81; 1.81-2.85 mg g-1 peso fresco, 

respectivamente. De estos valores, la concentración de clorofila a, b y relación de clorofila a + 

clorofila b fueron inferiores a los promedios obtenidos en el presente estudio (Tabla 11), solo el 

contenido de carotenos fue superior a la presente investigación. Según El-Aal op. cit. los altos 

valores de clorofila b obtenidos en la combinación de los inóculos bacterianos y fertilización 

química se debe al mejoramiento del aparato fotosintético por la producción de fotosintatos 
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mediante la disponibilidad de minerales suministrados por la fertilización química, compensado 

con el desarrollo foliar alcanzado por el efecto hormonal de las bacterias. 

 

Sin embargo, en la experiencia del presente estudio, se observa un importante aporte de los 

inóculos en la disponibilidad mineral (raíz), pero poco en la concentración mineral en hojas 

respecto al tratamiento control, debido principalmente a las relaciones antagónicas y sinérgicas 

que se establecen entre los diferentes tipos de minerales cuando van a ser absorbidos, aspecto 

este que no fue considerado por El-Aal op. cit., y que para el presente estudio pudo 

probablemente, predisponer la expresión de diferencias en el contenido de clorofilas 

principalmente, al haberse limitado la absorción de Mg2+ por el antagonismo con K+ como se 

explicó anteriormente. 

 

Es probable, para la presente investigación, aunque no se alcanzaron diferencias significativas, 

que los valores numéricos más altos se concentraran en Bacillus niacini, por el efecto de las 

citoquininas, hormonas promovidas por este género de bacteria, en este sentido Jordán y 

Casaretto, (2006) señalaron como una de las funciones de estas hormonas, el retraso en la 

senescencia, lo cual pudo influir fisiológicamente en la permanencia del color verde en el 

tiempo y con ello la concentración de clorofilas, aunque numéricamente no se alcanzara 

significación. 

 

La similitud de las plantas inoculadas respecto al tratamiento control en la concentración de los 

pigmentos fotoprotectores (carotenoides, denominados xantofilas (Violaxantina, Luteína y 

Zeaxantina)) puede estar relacionado por una parte al efecto de las PGPR. Según Anli et al., 

(2020) las PGPR pueden estimular de forma indirecta la síntesis de compuestos antioxidantes 

(metabolitos secundarios) para controlar/eliminar compuestos residuales (ROS) de los 

fotosistemas, contribuyendo a mejorar la fotosíntesis sin necesidad de incrementarse la 

concentración de pigmentos fotosintéticos o foto protectores, por lo que, el efecto de la 

inoculación con PGPR no siempre se podría traducir en un incremento del contenido de 

clorofilas como expresión del incremento del potencial antioxidante a partir de la concentración 

de pigmentos fotosintéticos (Sati et al., 2021). 
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La concentración de compuestos secundarios (flavonoides) mostró variaciones en función de los 

inóculos bacterianos (Figura 19B), sugiriendo el reconocimiento de las rizo bacterias por parte 

de la M. oleifera, del Rosario Cappellari et al., (2015) obtuvieron resultados similares en cuanto 

a la variabilidad de concentraciones promovidas por inóculos de Pseudomonas fluorescens y P. 

putida en plantas de Mentha piperita. La diferenciación obedece a estímulos que promueven la 

producción de AJ y AS, involucrados ambos en la resistencia sistémica inducida (Ochoa et al., 

2010). 

 

La producción de estos dos compuestos (AJ, AS) está mediada por la activación de genes, que a 

su vez activan rutas enzimáticas. El AS se sintetiza a través de la ruta fenilpropanoide que 

comienza en el citoplasma mediante la vía fenilalanina amoníaco-liasa, y por la vía isocrosmato 

(IC) a nivel de los cloroplastos celulares, dependiendo ambas del corismato, producto final de la 

vía shikimato. La transformación final a AS se desarrolla mediante el ácido ortocumárico o ácido 

benzoico dependiendo del tipo de planta y condiciones de crecimiento (Tounekti et al., 1995), 

mientras que el AJ existen varias especies químicas con sus respectivas rutas que complejizan la 

compresión de la vía se señalización (Ruan et al., 2019). 

 

Referente de la intervención del AJ y As en la síntesis de compuestos secundarios, del Rosario 

Cappellari et al., (2015); del Rosario Cappellari et al., (2019) señalaron que, el incremento en la 

concentración de ácido jasmónico en plantas de M. piperita promueve el incremento de 

terpenos mediante el aumento de la transcripción del gen LeMTS1 que codifica un 

monoterpeno sintetasa para la producción específica de linealol, mientras que para la 

producción de flavonoides solo es preciso para la activación de su metabolismo condiciones 

estresantes, abióticas o bióticas, que se transcribe mediante la intervención de dos enzimas 

multigénicas: la fenilalanina amonio liasa y chalcona sintasa (Torronen et al., 1997). 

 

A partir de los resultados, y considerando las condiciones de experimentación, se puede inferir 

que las bacterias inoculadas provocaron una reacción defensiva en la planta incrementando la 

producción de flavonoides en hojas, respecto a las plantas no inoculadas.  
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9. CONCLUSIONES 

1. Los medios MS y MSG determinaron el proceso de crecimiento, desarrollo, 

morfología de plántulas de M. oleifera, y la multiplicación mediante porciones 

apicales con la adición de 0.001 g L-1 de 6-BAP, pero no aportan en la germinación de 

semillas. 

 

2. Bacillus niacini promovió los menores tamaños de estomas, el resto de los inóculos 

bacterianos promovieron transformaciones morfológicas en la estructura estomática 

sin reducir su tamaño. 

 

3. Las modificaciones morfológicas en la planta estuvieron en función del tipo de 

inóculo, A. brasilense promovió el crecimiento en función de la altura; y B. cereus 

diversificó el desarrollo foliar con incremento en el número de hojas y acumulación 

de BS de hojas y planta íntegra. 

 

4. La disponibilidad mineral a nivel de raíz por parte de los inóculos y diversificación del 

perfil mineral de hojas de plantas inoculadas con B. niacini mediante el incremento 

del contenido de K+, y las concentraciones significativas de flavonoides totales en 

hojas podrían conducir a una mejora en el perfil antioxidante de las plantas 

inoculadas, a pesar de que no se obtuvieron diferencias en el contenido de 

polifenoles totales y pigmentos fotosintéticos. 
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11. ANEXOS 

Anexo A. Croquis del experimento de 45 días con bacterias promotoras del crecimiento. 
(Diseño completamente aleatorizado). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




