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1. Titulo
Efecto de un biol elaborado con harinas vegetales y enriquecido con rizobacterias y
microalgas en los parametros morfoldgicos y productivos de guandbana (Annona

muricata L.) en el Pangui, Zamora Chinchipe, Ecuador



2. Resumen
La guanabana (Annona muricata L.) es un cultivo con un gran potencial econémico en
Ecuador; sin embargo, su rendimiento se ve limitado en areas que dependen principalmente de
fertilizantes sintéticos. En este contexto, la implementacion de biofertilizantes surge como una
alternativa prometedora para promover una agricultura mas sostenible. EIl estudio evaluo el
efecto de un biol elaborado a base de harinas vegetales y enriquecido con rizobacterias
(Azospirillum y Azotobacter) y microalgas (Chlorella) sobre el desarrollo morfologico vy
productivo del cultivo en el Pangui, Zamora Chinchipe, Ecuador. Se empled un disefio
experimental completamente al azar con cinco tratamientos: T1 (control sin biol), T2 (biol de
harinas vegetales), T3 (biol enriquecido con rizobacterias), T4 (biol enriquecido con
microalgas) y T5 (biol enriquecido con rizobacterias y microalgas), cada uno con cinco
repeticiones. Se midieron parametros como la altura de la planta, el area foliar, el contenido de
clorofila, el nimero de brotes y botones florales, el peso de los frutos y la productividad. Los
resultados mostraron que la aplicacion combinada de rizobacterias y microalgas (T5) tuvo el
mejor desempefio en todas las variables evaluadas, alcanzando un rendimiento de 26,49
toneladas por hectérea. Estos hallazgos indican que el biol enriquecido con rizobacterias y

microalgas puede mejorar el desarrollo y el rendimiento del cultivo de guandbana, ofreciendo
una alternativa viable para optimizar la produccion de manera sostenible.

Palabras clave: Guandbana, biol de harinas, Azospirillium, Azotobacter, Chlorella,
productividad.



Abstract

Soursop (Annona muricata L.) is a crop with significant economic potential in Ecuador;
however, its yield is often limited in areas that primarily rely on synthetic fertilizer. In this
context, the implementation of biofertilizers emerges as a promising alternative to promote
more sustainable agriculture. This study evaluated the effect of a biofertilizer (biol) made from
plan-based flours and enriched with rhizobateria (Azospirillum and Azotobacter) and
microalgae (Chlorella) on the morphological and productive development of the crop in
Pangui, Zamora Chinchipe, Ecuador. A completely randomized experimental design was used,
consisting of five treatments: T1 (control without biol), T2 (biol from plant-based flours), T3
(biol enriched with rhizobacterial and microalgae), T4, (bio enriched with microalgae), and T5
(bio enriched with both rhizobacteria and microalgae), each with five replicates. Parameters
such as plant height, leaf area, chlorophyll content, number of shoots and flower buds, fruit
weight, and productivity were measured. The results showed that the combined application of
rhizobacteria and microalgae (T5) achieved the best performance across all evaluated variables,
reaching a yield of 26.49 tons per hectare. These findings suggest that biol enriched with

rhizobacteria and microalgae can enhance the growth and yield of soursop crops, offering a

viable alternative for optimizing production sustainably.

Keywords: Soursop, plant-based biol, Azospirillum, Azotobacter, Chlorella, productivity.



3. Introduccion

La guanabana (Annona muricata L.) representa uno delos cultivos tropicales con mayor
potencial econdémico en Ecuador, destacandose por sus propiedades nutracéuticasy la creciente
demanda en los mercados nacionales e internacionales (Reyes et al., 2018). En la actualidad,
Ecuadorcuenta con aproximadamente 2 000 hectareas cultivadas, distribuidas en las provincias
de Santa Elena, Guayas, EI Oro, y zonas rurales de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas,
Esmeraldas, Los Rios, Pichincha y Carchi (Veloz, 2019; Ortega, 2023). En la provincia de
Zamora Chinchipe, en el canton El Pangui, se concentran 40 de las 80 hectareas totales
cultivadas en la provincia, donde la produccion actual bajo manejo convencional alcanza 10 tn
ha™! afio ! a partir del quinto afio de produccion, inferior a los rendimientos reportados en paises
vecinos como Per( y Colombia, que registran productividades de hasta 40 tn ha™ afo™
(Aceves-Navarro, 2018).

La agricultura moderna enfrenta el desafio de incrementar la produccion de manera
sostenible mientras reduce la dependencia de fertilizantes sintéticos. Gonzalez-Salas et al.
(2021) senalan que el uso intensivo de agroquimicos ha generado problemas de degradacion
en los suelos agricolas, afectando su fertilidad natural y el microbiota benéfico. En este
contexto, la implementacion de biofertilizantes emerge como una alternativa prometedora para
la agricultura sostenible. Las microalgas del género Chlorella han demostrado capacidad para
estimular el crecimiento radical y el incremento de biomasa foliar (Smith y Read, 2008),
mientras que las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) han evidenciado
efectos positivos en la nutricion y desarrollo de las plantas (Nehra et al., 2016; Grandaet al.,
2017).

Los bioles elaborados a base de harinas vegetales representan una alternativa
prometedora en la biotecnologia agricola. Estudios realizados por Ludefia (2022) demuestran
que estos preparados, cuando son elaborados adecuadamente, pueden alcanzar una relacion C:
N de25:1y contener importantes niveles de fitohormonas vegetales como auxinas, citoquininas
y giberelinas, bajo este contexto se plantea la elaboracion y utilizacion de un biol a base de tres
tipos de harinas vegetales como harina de alfalfa, torta de soja, polvillo de arroz, melaza, suero
de leche y levadura. Segun Chéavez-Diaz et al. (2020), la integracién de microorganismos
benéficos en los biofertilizantes puede potenciar significativamente su efectividad,
especialmente cuando se combinan diferentes grupos funcionales como microalgas y

rizobacterias.



En la actualidad, las actividades productivas del cultivo de guanabana en Zamora
Chinchipe enfrentan baja rentabilidad debido a su alta dependencia de fertilizantes sintéticos.
En este contexto, resulta fundamental desarrollar estrategias de fertilizacion sostenible que
permitan reducir progresivamente el uso de insumos quimicos. Este estudio aporta al
conocimiento sobre el uso de biofertilizantes a base de biol de harinas vegetales, enriquecido
con microalgas Y rizobacterias, como una alternativa viable para mejorar la productividad del
cultivo. La aplicacién de estos biofertilizantes no solo contribuiria al incremento del
rendimiento por hectéarea, sino que también favoreceria la sostenibilidad agricola, optimizando

el uso de recursos y reduciendo el impacto ambiental de la produccion.
Con estos antecedentes, la investigacion tuvo los siguientes objetivos:

Objetivo General
Evaluar el efecto de un biol elaborado con harinas vegetales y enriquecido con rizobacterias y
microalgas en los parametros morfolédgicos y productivos de Guanabana en el Pangui, Zamora

Chinchipe, Ecuador.
Obijetivos especificos

v' Determinar el efecto de un biol con harinas vegetales en la productividad de la
guanébana.
v Evaluar el efecto de un biol enriquecido con rizobacterias y microalgas vegetales en la

productividad de la guanabana.



4. Marco Teodrico

4.1. Cultivo de guanabanaen el Ecuador

La produccion de guanabana hatenido un crecimiento considerable durante los Gltimos
5 afios, por la aceptacion de los consumidores por productos no tradicionales brindan nuevos
sabores y valores nutricionales, que contribuyen en mejorar la salud humana (Jiménez et al
2016). En América Latina uno de los paises con mayor desarrollo de la guanébana es Brasil,
seguido de Colombia y Ecuador, en la cual se han establecido plantaciones tecnificadas que
permiten lograr una produccion adecuada para abastecer los mercados internacionales de los

paises consumidores de esta fruta tropical (Reyes et al., 2018).

En Ecuador producir guanabana es prometedor por su atractivo precio en el mercado
nacional e internacional, en donde las principales areas de cultivos comerciales se encuentran
en las provincias de Santa Elena, Guayas y El Oro, ademas se encuentran en zonas rurales de
Manabi, Santo Domingo de los Tséchilas, Esmeraldas, Los Rios, Pichincha, Carchi (Veloz,
2019). Existen una superficie cultivada de guanabana en el Ecuador, la misma que es de 250

ha en cultivos solos y tecnificados, con una produccion de 1166 toneladas métricas (Guaycha
2020).

4.2. Requerimientos agroecoldgicos del cultivo

Galvez (2005) sefiala que la guandbana que los requerimientos agroecolégicos del

cultivo son los siguientes:

Luz solar: Es indiferente al nivel de luz solar. Al formarse sus capullos, esta planta no

responde a los cambios del fotoperiodo como la mayoria de las especies frutales.

Precipitacion: Esta planta no tolera bien las sequias. Para una buena produccion
necesita un abundante suministro deagua. En Latinoamérica el arbol florece bajo mas de 1 200
mm de precipitacion durante la estacion de crecimiento. Un alto nivel de humedad ayuda a
cuajar el polen, y un periodo de sequia durante la cosecha previenen gue el agua cause dafio al
fruto. Al igual la fuerza del agua, justo antes del florecimiento puede acelerar la produccion de

flores (en consecuencia, el de los frutos).

Altitud: La guanébana crece mejor en regiones frescas (no frias), pero no se adaptaa

la selva baja (en la regién ecuatoriana solo produce en altitudes sobre los 1500 m).



Temperatura: Es sensible a las heladas y es incluso igual de resistente que las paltas
y naranjas. Los especimenes jovenes son dafiados por temperaturas de —2 °C. Galvez (2005).
Los limites de tolerancia mas altos al calor son inciertos, pero se dice que el arbol no da frutos

cuando la temperatura excede los 30 °C.

Humedad relativa: Este es un factor critico en la produccién de guandbana. La
humedad relativa alta, aumenta la propension a la antracnosis. Una humedad relativa
demasiado baja, dificulta la polinizacion, afectando, por esta via, los niveles de produccion
(Sigagro, 2010).

Tipo de suelos: La guanabana puede crecer en muchos tipos de suelos. Se dice que el
Optimo de acidez es de 6.5 a 7.5 pH. Por otro lado, parece que el arbol se adapta a suelos con
contenido alto de Ca, en los cuales se dan abundantes frutos de sabor superior. Debido a su
sensibilidad para la descomposicién de sus raices el arbol no podria tolerar ciertos lugares con
deficiente drenados. Galvez (2005). Los suelos en los que se debe cultivar la guanabana deben
ser profundos, arenosos, y con un buen drenaje. Son mas convenientes los que posean un pH
entre 5.5y 6.5. En cuanto a la fertilizacidn, este es un cultivo exigente en N y K. La guanabana
puede ser propagada por semilla o por injertos. Los distanciamientos entre plantas

recomendados son de 7 x 7 0 8 x 8 m (Siicex, 2010).

4.3. Necesidades nutricionales

Estudios realizados por varios investigadores han demostrado que en guandbana los
elementos existentes en mayores cantidades en la materia seca son en su orden: K, N, Ca, Py
Mg. La extraccion de nutrientes en la etapa de produccion para obtener un volumen de 6.4
toneladas de fruta fresca son: 18.9 kg de N, 16 kg de K, 6,3 kg de Ca, 3,41 kg de Py 0.98 kg
de Mg. En ese mismo estudio los resultados sobre contenidos de nutrientes en las diferentes
partes del fruto muestran que en la pulpa se concentran los mayores contenidosde N, K, Cay
B, mientras que el P y Zn se concentran en mayores proporciones en la semilla y en la cascara
(YYepes, 2020). En la pulpa se concentran gran contenido de N, K, Ca y B en la semilla de la
guanabana se encuentra en mayor proporcion el Py el Zn. En la cascara se encuentra gran
presencia de Ny K (Miranda et al., 2001).

. EI'90-95% del peso seco de las plantas esta constituido por C, Hy O, que obtienen del
CO2 y del agua. El 5-10% restante es muy diverso y constituye la fraccion mineral. Los

elementos esenciales son: Ca, Hy O2 que provienen del aire y del agua del suelo. Ademas de:



N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, B y Mo que son suministrados a la planta a partir de las

reservas del suelo o mediante la aplicacion de abonos y fertilizantes.

4.4. Consecuencias ambientales de la aplicacion de fertilizantes

Los fertilizantes quimicos han contribuido a incrementar la productividad de los
cultivos, produciendo un aumento en la produccién de alimentos en el mundo. EI consumo de
fertilizantes a nivel mundial fue de 181,9 millones de toneladas (t) en el periodo 2014/2015,
correspondiente a 102,5 millones det de N; 45,9 millones det de Py 33,5 millones de tde K.
(Gonzélez, 2019). La agricultura convencional depende de la aplicacion de fertilizantes
minerales solubles con el fin de lograr mayor productividad en los cultivos. Pero la aplicacion
excesiva ha producido: eutrofizacion, toxicidad de las aguas, contaminacion de aguas
subterraneas, contaminacion del aire, degradacion del suelo y de los ecosistemas,

desequilibrios bioldgicos y reduccion de la biodiversidad (Gonzalez, 2019).

Los principales impactos negativos de los fertilizantes en el agua se producen por
lixiviacion y contaminacion de aguas subterraneas y superficiales. En el caso del suelo los
impactos negativos son: variacion del pH, deterioro de la estructura del suelo y deterioro
microfauna. Por altimo, el efecto en el aire se debe a la aplicacion inadecuada de los
fertilizantes (Gonzélez, 2019). EI N es uno de los nutrientes primarios, siendo la principal
limitante para la productividad agricola, ya que el N es un constituyente de enzimas, proteinas,
ADN, Yy clorofila. Los principales impactos de la aplicacion excesiva del N son la eutrofizacion,
acidificacion y toxicidad. Por altimo, el principal impacto al medio ambiente es la aceleracion

del proceso de eutrofizacion del agua (Gonzélez, 2019).

Los efectos de los fertilizantes quimicos sobre el medio ambiente estan probados y son
incuestionables, estd demostrado que su uso conlleva un riesgo elevado de dafios ambientales,
como son la contaminacién de las aguas subterraneas, degradacion de los suelos sobre los que
se aplican, crecimiento exagerado en plantas, entre otros. Por tanto, es necesario encontrar
puntos de equilibrio y complementarlos con abonos y compuestos organicos, ademas de
analizar los suelos y plantas para asegurarse de que los diferentes valores sean los idoneos y

detectar a tiempo reacciones negativas (Rose Centeno, 2021).

4.5. Rizobacterias

La agricultura moderna enfrenta nuevos desafios, integrando enfoques ecoldgicos y
moleculares, para lograr mayor productividad de los cultivos y reducir al minimo los impactos

sobre el ambiente. Para generar mayor productividad se han incrementado las dosis de
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fertilizantes sintéticos por unidad de superficie, los cuales pueden provocar contaminacion,
dafios a la salud y pérdida de la fertilidad de los suelos, convirtiéndose en una de las
preocupaciones mas importantes en la produccién agricola. Para mejorar la produccion sin el
uso de fertilizantes de origen sintético, las investigaciones se han orientado hacia el desarrollo
de nuevas biotecnologias: provocando que exista un interés creciente en los microorganismos
benéficos del suelo ya que éstos pueden promover el crecimiento de las plantas y, en algunos

casos, evitar infecciones del tejido vegetal por patogenos.

Las interacciones de las PGPR con el medio bidtico — plantas y microorganismos son
muy complejas y utilizan diferentes mecanismos de accion para promover el crecimiento de
las plantas. Estos mecanismos se agrupan en: 1) Biofertilizacion, 2) Fito-estimulacion, y 3)
Biocontrol. Inocular los cultivos con PGPR reduce el uso de fertilizantes sintéticos y los
impactos negativos al suelo, aumenta la productividad de los cultivos, contribuyendo a la
economia del productor y a la alimentacion de la poblacion. Esta revision describe aspectos
basicos inherentes a la interaccion entre las PGPR y las especies vegetales, centrandose en los

beneficios que aportan las PGPR a la actividad agricola (Moreno et al., 2018).

La inoculacion de biofertilizantes que contienen bacterias rizosféricas ha provocado
incrementos significativos en la productividad de los cultivos agricolas (Armenta-Bojorquez et
al., 2010). Esto se debe a que, las bacterias asociadas a las especies vegetales poseen la
capacidad de producir o generar reguladores de crecimiento y el 80 % de éstas son productoras
de auxinas. A manera de complemento, y respecto al papel que desempefian las bacterias, y de
lo cual existe una miriada de reportes de investigacion, Mishra y Dash (2014) elaboraron un

listado de ventajas inherentes al empleo de biofertilizantes, las cuales se describen a
continuacion: (Moreno et al., 2018).

4.5.1. Ventajas

El suministro de elementos nutritivos es mas balanceado, y ayuda a mantener la salud
de las plantas, ayudan a incrementar la actividad biolégica del suelo, con lo cual se mejora la
movilizacion de elementos nutritivos y la descomposicion de sustancias toxicas, incrementan
la estructura del suelo, favoreciendo un mejor crecimiento radicular, aumentan el contenido de
materia organica (MO) del suelo, con lo cual se mejora la capacidad de intercambio catiénico,
incrementan la retencion de humedad, promueven la formacion de agregados y amortiguan

cambios bruscos contra acidez, alcalinidad, salinidad, pesticidas y metales pesados tdxicos,



liberan de forma gradual elementos nutritivos y contribuyen a la reserva residual de Ny P
organicos del suelo, reduciendo las pérdidasde N por lixiviaciéon y la fijacion de P y también
pueden suministrar micro elementos nutritivos, favorecen el crecimiento de lombrices y
microorganismos benéficos, ayudan a suprimir enfermedades y parasitos transmitidas por

organismos nativos del suelo. (Moreno et al., 2018).

4.5.1.1. Azotobacter en la agricultura.

La utilizacién de rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR),
especialmente Azotobacter, ha aumentado en la agricultura como una alternativa efectiva y
sostenible para reducir el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas (Ansari et al., 2017). Estas
bacterias fijadoras de nitrdgeno son capaces de transformar el nitrogeno atmosférico en formas
asimilables por las plantas, contribuyendo asi a la fertilidad del suelo y mejorar la nutricion de
los cultivos (Kizilkaya, 2009).

Ademas de la fijacion de nitrogeno, Azotobacter produce hormonas de crecimiento,
como auxinas Yy giberelinas, que tienen un impacto positivo en el crecimiento y rendimiento de
las plantas (Akram et al., 2016). A traves de la biosintesis de estas sustancias promotoras,
Azotobacter influye en diversos procesos fisiologicos que favorecen el desarrollo de los
cultivos (Jnawali et al., 2015).

Sin embargo, aunque existe una literatura rica sobre los beneficios de Azotobacter, el
modo de accidn exacto detras de su actividad promotora del crecimiento no se ha explorado
por completo. Se han propuesto varios mecanismos, incluyendo la produccion de hormonas de
crecimiento y la liberacion de sider6foros (Ansari et al., 2017). La aplicacion de Azotobacter

puede reducir la necesidad de fertilizantes nitrogenados en hasta un 50%, lo que representa un
avance significativo hacia practicas agricolas mas sostenibles (Romero-Perdomo et al., 2017).

4.5.1.2. Azospirillum en la agricultura.

Las bacterias pertenecientes al género Azospirillum son microorganismos de vida libre
promotores del crecimiento de las plantas. Mejoran el crecimiento y rendimiento de numerosas
especies de plantas, muchas de importancia agronémica y ecoldgica (Pii, et al., 2015). La teoria
mas aceptada con respecto al mecanismo de accion de Azospirillum es su promocion del
crecimiento, que incluye la fijacion de nitrogeno (Santos et al., 2017) y la produccion de

fitohormonas, poliaminas y trehalosa. EI modo de accion de Azospirillum es multiple, y la
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importancia de cada uno deestos mecanismos puede variar dependiendode las condiciones del
suelo y el clima y la solubilizacién de minerales como el hierro y el fésforo, que la planta utiliza
(Bashan y De-Bashan, 2010). Estos mecanismos eventualmente producen plantas mas grandes
y, en muchos casos, mas productivas. Azospirillum ha mejorado los rendimientos de los
cultivos de trigo, maiz, arroz y cafia de azlcar (Cassan, et al., 2015). También se ha utilizado
en chile, arboles frutales y cactus. La mayoria de estas especies han sido aisladas de raices de

plantas silvestres y cultivadas, de ambientes acuaticos y areas contaminadas (Cruz-Hernandez
et al., 2022)

4.6. Microalgas

Los biofertilizantes preparados con extractos de microalgas son una alternativa
sostenible en el mejoramiento, produccion y proteccion de los cultivos agricolas, siendo uno
de los campos por explorar y mas prometedores de la biotecnologia y la bioingenieria. Las
microalgas son microorganismos multifuncionales que poseen eficiencia fotosintética,
capacidad de suministrar N en formas disponibles para las plantas, ademas potencian el
desarrollo de los cultivos por medio de reguladores de crecimiento o fitohormonas (auxinas,
giberelinas y citoquinas) y altos niveles de macro y micronutrientes, indispensables para las
plantas. Estos microorganismos fotosintéticos necesitan condiciones estandar para su
crecimiento que se asemejan a las de las plantas: luz, temperatura (18-28°C), pH (6.0 —9.0) y
nutrientes que pueden provenir de distintas fuentes tanto organicas (biol, compost, gallinaza)
como inorganicas (agroquimicos). Ademas, pueden ser cultivadas para su produccion a gran
escala en sistemas abiertos a la atmésfera y cerrados cumpliendo condiciones controladas,

como en el caso de los fotobiorreactores (Araujo etal., 2019).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, el término microalga se refiere a aquellos
microorganismos que contienen clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar
fotosintesis oxigénica. En este contexto, las cianobacterias o algas verde-azules, procariotas,
se han considerado dentro del grupo de las microalgas. De hecho, algunas de estas
cianobacterias, como es el caso de Spirulina, suponen una de las principales contribuciones de

la biotecnologia micro algal (Bhalamurugan et al., 2018).

4.6.1. Microalga Chlorella.

Las microalgas (incluida Chlorella vulgaris ) son tratadas en los sistemas agricolas
como los organismos con el mayor potencial biofertilizante, y este es su principal uso (Renuka

et al. 2018). El uso de microalgas en la agricultura esta ganando cada vez mas interés
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(Zarezadeh et al. 2019 ) porque afecta la fertilidad del suelo, ahorra agua, reduce el uso de
fertilizantes, energia, tiempo y espacio (Gitau et al. 2021). Las microalgas del
género Chlorella sp. tienen una alta tolerancia a condiciones ambientales especificas como la
salinidad del suelo, las temperaturas bajas y altas y la sequia. Ademas, la especie C. vulgaris se
caracteriza por un alto contenido de minerales, proteinas, vitaminas y carotenoides (Elhafiz et
al. 2015 ), que son beneficiosos para el uso agricola. Las microalgas aumentan la concentracién
de carbono del suelo secuestrando CO2 y aumentando la materia organica (Osorio-Reyes et
al. 2023 ). Mejoran la fertilidad del suelo, principalmente a través de la fijacion de N (esto
concierne principalmente a las algas verdeazuladas) y la solubilizacion de P, asi como la
movilizacion de otros componentes organicos e inorganicos (Alvarez et al. 2021)). Las
microalgas también son responsables dereducir la pérdida de componentes fertilizantes (NPK)

del suelo debido a su capacidad para liberar nutrientes gradualmente (Ronga et al. 2019).

Varios estudios han demostrado que las microalgas son capaces de sintetizar y liberar
estimulantes del crecimiento de las plantas, aminoacidos, polisacaridos, productos quimicos
antibacterianos 'y otros metabolitos (Bumandalai y Tserennadmid 2019). También
proporcionan oxigeno a la rizosfera, regulan la salinidad y el pH del suelo, aumentan la
resistencia del suelo a los patogenos y aumentan la eficiencia del uso de fertilizantes por parte
de los cultivos (Nichols et al. 2020). La biomasa de microalgas incorporada al suelo tiene un
efecto positivo en la estructura del suelo. Contribuye a aumentar la aireacioén y reducir la
erosion al regular la escorrentia de agua del suelo (Hajnal-Jafari et al. 2016 ). Debido a sus

propiedades, la biomasa de microalgas puede ser un sustituto de los fertilizantes quimicos de
nitrégeno y fosforo (Alvarez et al. 2021 ).

4.7. La fertilizacion biologica en la agricultura

Para incrementar la productividad se recurre a técnicas e insumos como los
agroquimicos sintéticos (fertilizantes y pesticidas), sin embargo, estos beneficios al paso del
tiempo se vieron opacados por los efectos negativos sobre el ambiente que provocan su
utilizacién excesiva. En ese sentido se ha recurrido a técnicas cada vez nuevas, pero poco
difundidas y normadas, como es el uso de microorganismos benéficos que minimicen los
impactos del método convencional de produccion y aseguren la permanencia de la agricultura.
Los microorganismos utilizados como biofertilizantes (BF) tienen un papel fundamental
cuando la agricultura tiene la necesidad de adoptar medidas conservacionistas y de menor

impacto ambiental, ya que minimizan los impactos de la fertilizacion convencional y aseguran
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la permanencia de la agricultura sustentable (Lira Saldivar et al., 2013a; Hernandez-Pérez, et
al., 2017).

Emplear BF microbianos (rizobacterias y hongos formadores de micorrizas), esta
considerado como una de las contribuciones mas importantes de la biotecnologia y la
microbiologia a la agricultura actual, es una tecnologia clave para asegurar la sustentabilidad
y productividad agricola de bajo impacto ambiental, que ademas de incrementar la
productividad de los cultivos, mejora la fertilidad del suelo y reduce las poblaciones de
microorganismos fitopatdgenos, minimizando asi los costos de los insumos sintéticos y la
contaminacion del medio ambiente, coadyuvando de esta manera a la sustentabilidad de la
agricultura (Mohammadi y Sohrabi, 2012). El desarrollo y uso de estos agroinsumos se
contempla como una importante alternativa para la sustitucion parcial o totalde los fertilizantes
minerales, que son costosos y tienen un impacto adverso sobre la salud y los ecosistemas
(Aguado-Santacruz et al., 2012).

4.8. Fertilizantes de sintesis quimica vs. Biofertilizantes

Los fertilizantes inorganicos de sintesis quimica son muy utilizados porgque son faciles
asequibles y tienen la ventaja de una rapida accion debido a su inmediata liberacion de
nutrientes. Sin embargo, se ha investigado sobre las desventajas de tales fertilizantes y se ha
revelado que estas no pueden pasarse por alto. La mayoria de los problemas asociados a los
cultivos cosechados y parte de la contaminacion de nuestro entorno natural se producen como
resultado del uso inapropiado de fertilizantes inorganicos (Ge et al., 2018). Los estudios han
demostrado que la aplicacion de fertilizantes nitrogenados en algunas condiciones climaticas
provoca la emision de 6xido nitroso, que tiene un efecto de calentamiento global potencial 296

veces mayor que el de una masa igual de CO2 (Gruber & Galloway, 2008).

Por otro lado, Zhang et al. (2016) observaron que en los Gltimos 10 afios las emisiones
globales de CH4 del cultivo de arroz aumentaron un 85%. La expansién de los campos de arroz
fue el factor dominante para las tendencias crecientes en las emisiones de metano, seguido de
una concentracion elevada de CO: y el uso de fertilizantes nitrogenados. Estos hallazgos han
impulsado la necesidad de proporcionar un fertilizante respetuoso con el medio ambiente
conocido como biofertilizante. La demanda mundial de fertilizantes ha aumentado en las
ultimas décadas (“Colombia - Consumo de fertilizantes”, 2017). Aparte de su alto costo,
cuando se aplican de manera incorrecta, excesiva o inoportuna, los fertilizantes inorganicos de

sintesis quimica tienen efectos negativos. Se conoce que la aplicacion excesiva de fertilizantes
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conduce a dafios por acumulacion de sales, y en la mayoria de los casos esto lleva a la muerte

de plantas jovenes (Almeida Machado & Serralheiro, 2017).

Debido a que una gran mayoria de los fertilizantes de sintesis no son biodegradables,
su uso a largo plazo produce la acumulacion de sustancias nocivas y la
acidificacion/salinizacion del suelo, lo que provoca una disminucion de la fertilidad quimica y
bioldgica de este (Taylor, 1997). Debido a su alta solubilidad en el agua, muchos de estos
fertilizantes podrian ser lixiviados en el suelo (donde las raices de las plantas no los pueden
alcanzar) y en el agua subterranea, lo que causa contaminacién (Almeida Machado &
Serralheiro, 2017). Sin embargo, gran parte de estos problemas pueden evitarse con el uso de

fertilizantes que respeten el ambiente donde son aplicados; tal es el caso de los biofertilizantes.

Los biofertilizantes son amigables con el ambiente, y el riesgo de contaminacion es
muy bajo, a diferencia de los fertilizantes de sintesis, que a menudo se trasladan hacia cuerpos
de agua a los que les pueden ocasionar eutrofizacion y en los humanos causa el “sindrome del
bebé azul” (metahemoglobinemia adquirida) cuando el nivel de nitrato esta por encima de 10
mg L-1 (Knobeloch et al., 2000). Ademas, se ha encontrado que los biofertilizantes ayudan a
controlar enfermedades de las plantas, como la podredumbre de la raiz, causada por Pythium;
la pudricion de la raiz, causada por Rhizoctonia; el marchitamiento por frio, y nematodos

parasitos (Mahimaraja et al., 2008).

El control de enfermedades con biofertilizantes se ha atribuido a distintos posibles
mecanismos, como la competencia exitosa por nutrientes, la producciéon de antibioticos, la
depredacion exitosa de patdgenos y la activacion de genes resistentes a enfermedades (Liu et
al., 2017). Sin embargo, también existe la posibilidad de utilizar fertilizantes de sintesis
quimica y biofertilizantes, pues, aplicados de manera correcta, podrian provocar un aumento
en la produccion agricola y mejorar la calidad microbiologica del suelo, debidoa que asi se
pueden reducir las dosis de fertilizantes sintesis y mejorar su aprovechamiento por efecto de la

actividad microbiana de los biofertilizantes (Raul Osvaldo Pedraza, 2017).

4.9. Bio-fermento con harinas vegetales

En el sur del pais en la provincia de Loja en la planta de bio-insumos del Gobierno
Provincial se viene elaborando de manera estandarizada y comercial el biol a base de harinas
vegetales, el cual es un producto organico con altos contenidos de microorganismos benéficos
que ayudan al crecimiento de las plantas. El biol a base de tres harinas vegetales como polvillo

de arroz, harina de alfalfa, tortade soja, melaza y suero de leche contiene 0.22% de N, 0.19%
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de P20s, 0.20% de K20 entre los compuestos mas importantes. A pesar de ser un fertilizante
foliar contiene bacterias del género Bacillus y de la especie subtiles, se encapsulan y cuando
tienen condiciones las endotoxinas atacan a las esporas de las enfermedades (Cobos, 2021). El
biol estimula el desarrollo fenoldgico del cultivo, usando dosis de 5 L de biol en 15 L de agua

con una frecuencia de aplicacion cada 30 dias (Cobos, 2021).

4.10. Bioles

Los bioles se obtienen del proceso de descomposicion anaerébica de los desechos
organicos, la técnica empleada para lograr este propdsito son los biodigestores, se desarrollan
con la finalidad de producir energia y abono para las plantas utilizando el estiércol de los
animales (Carfiete 1999). El biol es el liquido que se descarga de un digestor y es lo que se
utiliza como abono foliar una fuente organica de fitorreguladores que permite promover
actividades fisiologicas y estimular el desarrollo de las plantas. Siendo el biol una fuente
orgénica de fitorreguladores como Auxinas, Gibelinas, Citoquininas entre otros, a diferencia
de los nutrientes en pequefias cantidades es capaz de promover actividades fisioldgicas y

estimular el desarrollo de las plantas (Suquilanda 1996).
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5. Metodologia

5.1. Descripcion del area de investigacion

5.1.1. Ubicacion politica

El estudio se llevo a cabo en el sector San Roque, perteneciente a la parroquia
Pachicutza, en el canton El Pangui, provincia de Zamora Chinchipe, Ecuador.
Geograficamente, la zona se ubica en las coordenadas 3° 41'42” S de latitud y 78° 36'12” W
de longitud, a una altitud de 950 msnm. Desde el punto de vista ecoldgico, la region forma
parte de la Amazonia ecuatoriana, dentro de la zona de bosque himedo subtropical. Presenta
una temperatura promedio de 22 °C y una precipitacion anual de aproximadamente 2500 mm,
condiciones que favorecen una alta biodiversidad y un entorno éptimo para el desarrollo de la

investigacion.

5.2. Tratamientos y disefio experimental
La investigacion se desarrolld6 como un disefio completo al azar (DCA), con 5
tratamientos y 5 repeticiones, siendo la unidad experimental cuatro arboles de guanabana. Los

detalles se resumen en la Tabla 1 y se esquematiza en la Figura 1.

Para evaluar los pardmetros morfolégicos y productivos se trabajo con 100 plantas de
guanabana distribuidas en 25 unidades experimentales (Anexo 1) donde se aplic6 5

tratamientos que se detallan a continuacion.

T1: Sin aplicacion de Biol,

T2: Biol convencional (harinas)

T3: Biol enriquecido con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter)
T4: Biol mas microalgas Chlorella.

T5: Biol con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella

5.2.1. Aplicacion de los tratamientos

Las cepas fueron entregadas por el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Loja (Anexo 2). La inoculacion de rizobacterias y microalgas (Azospirillium,
Azotobacter y Chlorella) en el biol deharinas se realizé al momento de la aplicacién al cultivo,
efectuandose durante las horas de la tarde. Para el tratamiento T2 se aplicé unicamente biol de
harinas, mientras que los tratamientos T3, T4 y T5 se aplicaron empleando una concentracion

de 1 x 108 UFC/mL para las rizobacterias y microalgas.
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La aplicacion se realiz6 de manera simultanea por via foliar y edafica mediante un
equipo de fumigacion manual, para la aplicacion foliar se emple6 una mezcla de 150 mL de
rizobacterias en 18 L de agua con 2 L de biol, mientras que para la aplicacion edéafica se utilizo
una solucion de 250 mL de rizobacterias en 10 L de agua con 10 L de biol. La evaluacion de
los efectos se realiz6 de manera integral, sin hacer distincion entre los impactos individuales
de cada via de aplicacion. Los cinco tratamientos, incluyendo el testigo (T1) que no recibi6
ninguna aplicacion, fueron distribuidos de manera aleatorizada en cada unidad experimental
(UE).

Tabla 1. Sintesis del establecimiento del proyecto.

Disefio Cantidad

Numero de tratamientos 5

Numero de repeticiones 5

Unidad experimental Un arbol de guanabana

Numero de Unidades experimentales 25 (de 4 plantas cada una)
Frecuenciade aplicacion Cada 15 dias por un lapso de tres meses.

ok E ok E %
T4 T2
%% k% -3 33 %ok ok
T2 T4 T2
* ok E *oE %
T2 T4
Tk k% ¥ ok ¥ ok E
T4 T2 T4

Figura 1. Disefio experimental aplicado en campo

5.3. Elaboracioén del biol

Para elaborar el biol de harinas, se utilizaron los siguientes materiales: torta de soja,
polvillo de arroz, alfarina, melaza, suero de leche y levadura. Todos estos ingredientes se
mezclaron y se colocaron en un biorreactor o tanque de 500 L, el cual se sell6 herméticamente,
con su respectivo mecanismo para la fuga de gases. El biol permanecié en fase de fermentacion

durante 75 dias. Al finalizar este periodo, se llevd a cabo la cosecha del biol (Cobos, 2021), y
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posteriormente se aplicaron los tratamientos, utilizando tanto el biol puro como el biol

enriquecido con microalgas y rizobacterias (Anexo 3).

5.4. Manejo del cultivo

La plantacion de guandbana donde se realizé el presente trabajo es de la variedad
Gigante Ecuatoriana que tiene certificacion de origen, la edad actual del cultivo es de 3,5 afios,
el lote donde se realiz el trabajo investigativo es de 3,5 ha, la densidad de siembra es de 7 x 6
m con un total de 230 plantas/ha, la plantacion no cuenta con sistema de riego porgue la zona

tiene una alta pluviometria.

5.4.1. Fertilizacion
Al ser un suelo amazonico presenta un pH de 4,5, por tal razén se cuenta con un plan
deaplicacion anual de enmiendas a base de carbonato de calcio CaCOscon una dosis por planta
de 850 g. El plan de fertilizacion es a base de fertilizantes sintéticos y materia organica, en la
mezcla sintética se utiliza mezclas quimicas como yaramila complex, sulfato de K, K-Mg,
Microesencial y fertilizantes completos con certificacion organica como Orgevit y Oceanum
con una dosis de la mezcla final por plantade 350 g. Se cuenta con plan anual de aplicacion de

materia organica la cual contempla una aplicacion de 10 kilogramos de materia organica por
afo distribuida en tres aplicaciones, cada 4 meses (Anexo 4).

5.4.2. Control fitosanitario
En cuanto al manejo fitosanitario fue convencional con un enfoque a reducir al maximo
la utilizacién de agroquimicos. El control de plagas y enfermedades se realizd6 de manera
convencional mediante mezclas compatibles entre insecticidas (Tiametoxam, Clorpirifos +
Cipermetrina), fungicidas (Sulfato clprico pentahidratado, azoxistrobina) y abono foliar a base

de calcio, boro mas microelementos, con 3 aplicaciones al afio (Anexo 5).

5.4.3. Podas
Las podas de formacion y mantenimiento se las realiza cada 4 meses con la finalidad
de mantener una altura méaxima de planta de 2.20 m, se inspeccionan los arboles para identificar
ramas secas, dafladas o mal ubicadas, asi mismo, se utilizan herramientas adecuadasy se
desinfectan para prevenir enfermedades, en especial antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides), por ultimo, se ejecutan podas de limpieza y de fructificacién segun las
necesidades de cada arbol (Anexo 6).
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5.4.4. Control de malezas
El control de malezas se realiz6 bajo el plan de manejo de malezas que tiene la finca,
el cual consiste en la aplicacién de herbicida organico COMBAT, asi como la limpieza con la

guadana.

5.5. Metodologia para medir variables

Para determinar el efectode un biol elaborado con harinas vegetales en la productividad
de la guanabana y evaluar el efecto de un biol a base de harinas vegetales y enriquecido con
Rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y Microalgas (Chlorella) en la productividad de la

guanabana se trabajo con la siguiente metodologia.

5.5.1. Altura de planta
Para poder evaluar este parametro se realizdé una poda de formacion y mantenimiento
total antes de iniciar las actividades de aplicacion de los tratamientos, se manejé una altura de
2.30 m para todo el lote, este indicador se medid con una cinta métrica desde el cuello o base

de la planta hasta el apice.

5.5.2.  Area foliar
El estudio implico la recoleccion de datos a través de un muestreo no destructivo que
consistio en la seleccién de 5 hojas por rama principal. Se procedié a medir el area foliar de
cada planta, tomando en consideracion los atributos de largo y ancho de las hojas en cada caso.
Para el andlisis de los datosrecopilados, se aplico el modelo propuesto por Espinosa y Vasquez

(2021), el cual se expresa matematicamente de la siguiente manera:

AF = 2,3115x19%41
Donde:

AF = representa el area foliar de la planta.

X = corresponde al ancho de la hoja.

5.5.3. Contenido de clorofila
La variable se evalué en 2 momentos durante la aplicacion de los tratamientos, el primer
momento fue a los 40 y la segunda medicion a los 90 dias, el contenido de clorofila (lectura
SPAD) se midié con un dispositivo SPAD 502 (Anexo 7), se seleccionaron cuatro plantas de
cada repeticion y se midio en cuatro hojas superiores completas expandidasde cadaplanta. Las

medidas se recogieron de la ldmina foliar, evitando la nervadura central (Zhu et al., 2012).
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5.5.4. Numero de brotes
Se contabilizé6 en 3 momentos a los 30, 60 y 90 dias durante de la aplicacion de los

tratamientos.

5.5.5. Numero de botones florales
Se realiz6 un registro manual del nimero de botones florales a los 30, 60 y 90 dias

durante la aplicacién de los tratamientos (Anexo 8).

5.5.6. Peso de los frutos
Luego de 120 dias de la aplicacion de los tratamientos se peso las frutas cosechadas por
planta, se armd un registro durante 3 semanas, los mismos que se llamo dia 8, 15y dia 22
(Anexo 9).

5.5.7. Rendimiento
Para calcular el rendimiento en kg ha! se trabajé con el nimero de plantas por hectarea

multiplicado por el peso promedio de cada fruta (Anexo 10).

5.6. Andlisis estadistico

Dentro de los analisis estadisticos se realizé andlisis de varianza, pruebas de
comparacion multiple mediante el Test de Tukey al 95 % de confianza, para determinar la
existencia dediferencias significativas entre los tratamientos por cadavariable evaluada. Todos
los analisis estadisticos se desarrollaron con el software estadistico InfoStat y las figuras en el

programa estadistico Graphpad Prism.
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6. Resultados

6.1. Parametros morfoldgicos del cultivo de la guanabana.
Altura de la planta

La Figura 2 muestra que el Tratamiento 5 alcanzo la mayor altura, al igual que T3 (2,69
y 2,67 m; respectivamente), mientras que el T4 y T2 muestran un crecimiento inferior, por otro
lado, el tratamiento T1 (Testigo) presenté la menor altura de planta de 2,49 m, siendo
significativamente inferior a los demas tratamientos.

2.8— a a
E 271 b | b 1
©
2 264 ¢ 1
K]

82.5—
©
S 2.4+
2
< 2.3
2.2- T T T
T1 T2 T3 T4 T5
Tratamientos

Figura 2. Altura (m) de guandbana (Anonna muricata L) en funcion de la aplicacion de diferentes
tratamientos: T1: Sin aplicacién de Biol, T2: Biol convencional (harinas), T3: Biol enriquecido con
rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol mas microalgas Chlorella, T5: Biol con
rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas, Tukey (p <0,05). Barras verticales representan desviacion estandar.

Area foliar

El analisis del area foliar revelo diferente respuesta de las plantas a los tratamientos
aplicados. El tratamiento T5 alcanzé la mayor area foliar con 149 cm?, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a T1 y T2. Los tratamientos T3 y T4

mostraron valores intermedios cercanos a 130 cm?, sin diferencias significativas entre ellos.
Mientras que T1 (testigo) present6 la menor area foliar con 105 cm? (Figura 3).
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Figura 3. Areafoliar (cm?) de guanabana (AnonnamuricatalL) en funcion de laaplicacion de diferentes
tratamientos: T1: Sin aplicacionde Biol, T2: Biol convencional (harinas), T3: Biol enriquecido con
rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol mas microalgas Chlorella, T5: Biol con
rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas, Tukey (p <0,05). Barras verticales representan desviacion estandar.

Contenido de clorofila

El analisis del contenido de clorofila (SPAD) presenté variacion durante los periodos
de evaluacion de 45 y 90 dias. En la primera evaluacion (45 dias), los valores de clorofila
oscilaron entre 53-57 unidades SPAD, donde los tratamientos T4 y T5 mostraron una ligera
superioridad respecto a los demas tratamientos, mientras que el testigo (T1) presentd los
valores més bajos. Al alcanzar los 90 dias, se evidencidé un incremento generalizado en el
contenido de clorofila en todos los tratamientos, con valores que fluctuaron entre 56-65
unidades SPAD. En este periodo, el T5 destacd significativamente con los valores més altos,
seguido por T4. El tratamiento testigo (T1) mantuvo los valores mas bajos durante esta

evaluacion (Figura 4).
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Figura 4. Contenido de clorofila de guanabana (Anonna muricata L) en funcion de la aplicacion
de diferentes tratamientos: T1: Sin aplicacion de Biol, T2: Biol convencional (harinas), T3: Biol
enriquecido con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol méas microalgas Chlorella, T5:
Biol con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas, Tukey (p < 0,05). Barras verticales representan desviacion

estandar.

NUmero de brotes

A los 30 dias de evaluacion, los valores oscilaron alrededor de 65-74 brotes, T4
presentd el mayor numero de brotes y fue estadisticamente superior a los demas tratamientos.
Al dia 60, se evidencid diferencias significativas entre tratamientos, con valores que fluctuaron
entre 75-90 brotes, donde T5 mostrd superioridad estadistica, seguido por T4 y T3, mientras
que T1 (testigo) presento los valores méas bajos. Esta tendencia se acentué mas a los 90 dias,
donde se registrd el mayor numero de brotes en el tratamiento 5 (122 brotes), por T4 con 116
brotes, mientras que T1 continu6 mostrando el menor desempefio con un total de 97 brotes

(Figura 5).
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Figura 5. Nimero de brotes de guanabana (Anonna muricata L) en funcion de la aplicacion de
diferentes tratamientos: T1: Sin aplicacion de Biol, T2: Biol convencional (harinas), T3: Biol
enriquecido con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol méas microalgas Chlorella, T5:
Biol con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas, Tukey (p < 0,05). Barras verticales representan desviacion
estandar.

6.2. Parametros productivos del cultivo de la guanabana.

NuUmero de botones florales
En la primera evaluacion los valores se mantuvieron similares entre todos los

tratamientos, oscilaron entre 8-9 botones florales, sin diferencias estadisticamente
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significativas, lo que indica una respuesta inicial homogénea. Al alcanzar los 60 dias,
comenzaron a manifestarse diferencias significativas entre los tratamientos, donde T5 destacd
con 13 botones florales, seguido por T4 con 12 botones, mientras que T1 (testigo) presento el
menor namero con cerca de 10 botones. Esta tendencia se consolidé a los 90 dias, donde T5
mostré superioridad estadistica con 14 botones florales, seguido por T4 y T3, mientras que T1

mantuvo los valores mas bajos con alrededor de 9 botones (Figura 6).

@ 16
©
= 14 i
2 a D
: g
o 12-
- c c
o d
(@]
2 10+ —o d
e
3
< 8 || || ||
30 60 90
Dias de evaluaciéon
o T1 = T2 T3 T4 T5

Figura 6. Nimero de botones florales de guandbana (Anonna muricata L) en funcién de la

aplicacion de diferentes tratamientos: T1: Sin aplicacion de Biol, T2: Biol convencional (harinas),
T3: Biol enriquecido con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol mas microalgas
Chlorella, T5: Biol con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras
diferentes indicandiferencias estadisticassignificativas, Tukey (p <0,05). Barras verticalesrepresentan
desviacion estandar.

Peso de los frutos

En la evaluacion inicial todoslos tratamientos mostraron valores similares alrededor de
31 kg, sin diferencias estadisticas significativas entre ellos, indicando una respuesta inicial
uniforme. En el dia 15, hubo significancia T5 mostro la mejor respuesta con 37 kg, seguido por
T4 y T3, mientras que T1 (testigo) presento los valores méas bajos cercanos a 32 kg. Al final de
la evaluacion T5 alcanz6 el mayor peso de frutos con 42 kg, manteniendo una diferencia

estadistica significativa respecto a los demas tratamientos, mientras que T1 continué mostrando
el menor peso de frutos (31 kg).

24



50—

b a
> 40+ bp @ D ¢
= dc-27" d§% T
o - - -
§ 30-

S 20—
o
D
o 10=-

0= T T T

Dia 8 Dia 15 Dia 22
Dias de evaluacién
B T1 mE T2 T3 T4 T5

Figura 7. Peso de fruto (kg) de guanabana (Anonna muricata L) en funcion de la aplicacion de
diferentes tratamientos: T1: Sin aplicacion de Biol, T2: Biol convencional (harinas), T3: Biol
enriquecido con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol méas microalgas Chlorella, T5:
Biol con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas, Tukey (p < 0,05). Barras verticales representan desviacion
estandar.

Rendimiento

El tratamiento T5 alcanz6é el mayor rendimiento con 26,49 t hal, mostré6 una diferencia
estadisticamente significativa respecto a los demas tratamientos. Le siguieron T3 con 25,19 t

hal, T4 con aproximadamente 24,16 t ha'l, y T2 con 23,76 t ha'l, mientras que T1 (testigo)
presentd la menor productividad con alrededor de 22,44 t hal.
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Figura 8. Rendimiento (t ha') de guanabana (Anonna muricata L) en funcién de la aplicacion de
diferentes tratamientos: T1: Sin aplicacion de Biol, T2: Biol convencional (harinas), T3: Biol
enriquecido con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter), T4: Biol méas microalgas Chlorella, T5:
Biol con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y microalgas Chlorella. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas, Tukey (p < 0,05). Barras verticales representan desviacion
estandar.

7. Discusion de resultados
Efecto de un biol enriquecido con rizobacterias y microalgas vegetales sobre parametros

morfoldgicos del cultivo de la guanabana.

Los resultados evidencian una respuesta positiva de las plantas de guanabana (Annona
muricata L.) a la aplicacion de biol, destacando el efecto del biol enriquecido con rizobacterias
(Azospirillum y Azotobacter) (T3) y del biol combinado con rizobacterias y microalgas del
género Chlorella (T5). El tratamiento T5 mostro los mejores resultados en la mayoria de las
variables evaluadas, seguido por T4 y T3, mientras que el tratamiento testigo (T1) present los
valores mas bajos.

Laaplicacién del Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal se las puede aplicar
ya sea foliar o directo al suelo, los bioles crean una interaccion desconocida entre la superficie
de la hoja de la planta, suelo y el microorganismo, que necesita ser investigada mas a fondo
(Preininger et al., 2018). Las microalgas cuando se aplican como enmienda del suelo pueden
promover la nutricion de las plantas, lo que a su vez mejora todas las reacciones fisiologicas
que conducen a un mayor crecimiento ( Faheed y Fattah 2008 ), pero también se puedenaplicar
a través por pulverizacion foliar ( Barone et al. 2018 ). Cuando se aplica de forma foliar, se
forma una biopelicula de algas delgadaen la superficie de la hoja, que permite una absorcion
mas répida de nutrientes, reduce la evapotranspiracion y proporciona proteccion adicional

contra microorganismos patogenos y parasitos ( Ortiz-Moreno et al. 2019 ).

Las microalgas son capaces de realizar interacciones simbidticas con los
microorganismos del suelo, que son muy potentes, ya que pueden coexistir en la rizosfera
mientras se benefician mutuamente de la produccion de compuestos bioactivos (por ejemplo,
exopolisacaridos, amino&cidos, proteinas y vitaminas) o de una alta actividad similar a las
auxinas y/o citoquininas (Singh, 2014; Chabili et al., 2024). Los consorcios de algas y
microorganismos son bien conocidos por aumentar la capacidad de las plantas para absorber
agua y nutrientes, asi como por estar involucrados en el intercambio de carbono y nitrogeno,
lo que les otorga la capacidad de reducir los efectos negativos del estrés biético y abiético (Woo

y Pepe, 2018). La logica detras del uso de consorcios es la mayor disponibilidad de metabolitos
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producidos, ya que la multitud de cepas engendra mas metabolitos en comparacion con las
cepas individuales (Win et al., 2018).

El tratamiento con biol enriquecido con rizobacterias (Azospirillum, Azotobacter) y
microalgas (Chlorella) (T5) y con rizobacterias (Azospirillum y Azotobacter) (T3) mostraron
una clara superioridad en variables clave de crecimiento, como la altura de planta y el area
foliar, en comparacion con el tratamiento testigo. La combinacion de estos microorganismos
provee multiples beneficios: las rizobacterias, por su capacidad para fijar nitrégeno atmosférico
y producir fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas), impulsan el crecimiento vegetal
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2020; Kang et al., 2021). Por otro lado, Chlorella estimula la
division celular y promueve una rapida proliferacion celular, mejorando el desarrollo
estructural de la planta (Tian et al., 2022). Estos mecanismos, al actuar en conjunto, favorecen
un desarrollo vertical mas robusto y una mayor expansion foliar, lo que se traduce en una
ventaja significativa en la capacidad fotosintética de la planta. Ademas, estudios como los de
Saeid y Chojnacka (2019) describen que esta sinergia microbiana no solo potencia el
crecimiento estructural, sino que mejora la absorcion de nutrientes y protege a la planta de

patdgenos mediante la produccion de sustancias antibioticas y sideroforos.

La menor altura de plantay area foliar registrada se dio en el tratamiento testigo (T1)
evidencia las limitaciones nutricionales y fisioldgicas que enfrentan las plantas sin la aplicacion
de fuentes nutricionales en este caso sin la adicion del biol de harinas. Esta diferencia
significativa con los tratamientos que incluyen bioles respalda los hallazgos de Liet al. (2023),
quienes demostraron que la biofertilizacion incrementd la altura de la planta en un 19,8% en

comparacion con el grupo de control

En un estudio de campo, cepas de Azotobacter chroococcum y Azospirillum lipoferum,
cuando se combinaron juntas en una aplicacion foliar, aumentaron la altura de la planta, el
namero de ramas, el rendimiento de semillas y el rendimiento de aceite en canola (Ahmadi-
Rad et al., 2016). Asi mismo, Barone et al. (2019) encontraron que el tratamiento del suelo
con Chlorella vulgaris y su extracto aumento la actividad enzimética del suelo, asi como el
crecimiento de las plantas de tomate. De igual manera, la misma microalga cuando se aplico
via foliar en frijol comun (Phaseolus vulgaris) la altura de planta aumenté en 29,6 %y el peso
seco en 37,28 %; hubo mejora del contenido total de carbohidratos y proteinas, aumento del
numero de vainas por planta, nimero de semillas por vaina y peso seco de las vainas (Refaay
et al., 2021).
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Este efecto sobre el crecimiento vegetal también se extiende al area foliar, que refleja
la capacidad fotosintética de la plantay contribuye directamente a su desarrollo estructural. Por
ejemplo, Ortega-Pérez et al. (2023) reportaron incrementos del 25-35 % en el area foliar del
tomate al aplicar biofertilizantes enriquecidos con microorganismos. En un estudio de Correa-
Bustos (2021), bacterias promotoras del crecimiento aumentaron consistentemente el area
foliar en ardndanos, mostrando un efecto bioestimulante sostenido. En contraste, los extractos
de microalgas favorecieron un crecimiento inicial en area foliar, aunque su efecto disminuyo
al suspenderse las aplicaciones, destacando la importancia de la aplicacion continua. Al
combinar extractos de algas con fertilizantes organicos, Pérez-Madruga et al. (2020)
observaron una amplia gama de respuestas beneficiosas, incluyendo mayor area foliar. Aunque
algunos estudios no encuentran diferencias significativas en el area foliar con rizobacterias
promotoras, otros sugieren que estas bacterias pueden estimular el crecimiento y la biomasa,
probablemente debidoal aumento en el area foliar (Jiménez Flores, 2016; Contreras y Juvencia,
2019).

El TS5 también influy6 positivamente en el contenido de clorofila, con incrementos
significativos en los valores SPAD a lo largo del tiempo, que alcanzaron entre 56-65 unidades
a los 90 dias. La accion conjunta de las rizobacterias y Chlorella enriquece el metabolismo de
la planta, optimizando la eficiencia fotosintética (De Souza et al., 2019; Gonzéalez-Pérez et al.,
2022). La rizobacteria Azospirillum, en particular, contribuye al contenido de clorofila
mediante la fijacién de nitrogeno y la sintesis de hormonas promotoras, mientras que los
compuestos bioactivos de Chlorella mejoran ain mas la eficiencia fotosintética (Riaz et al.,
2021). Esto asegura niveles 6ptimos de clorofila, esenciales para el vigor de las plantas, y se
refleja en una fisiologia fortalecida, lo cual es evidente al compararse con los menores valores
registrados en el tratamiento testigo (T1).

Estudios recientes han demostrado el impacto positivo de los bioestimulantes a base de
microalgas y rizobacterias en el contenido de clorofila y otras caracteristicas fisiologicas en
cultivos. Por ejemplo, Carpio-Rugel (2023) observo que el uso de bioestimulantes foliares a
base de microalgas incrementa el contenido de clorofila en hojas de cultivos frutales, lo cual es
clave para mejorar la eficiencia fotosintética y el crecimiento general de la planta. De manera
similar, en un estudio con maiz bajo estrés salino, Rojas et al. (2012) encontraron que
Azotobacter chroococcum increment6 el contenido de clorofila de 4 a 6 veces en comparacion

con el control.
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Ademas, Kahil et al. (2017) documentaron como Azotobacter chroococcum y Bacillus
megatherium incrementaron el contenido de clorofila en Hibiscus sabdariffa, mientras que
Asghari et al. (2020) informaron que la inoculacién con rizobacterias como Azotobacter
chroococcum y Azospirillum brasilense mejord las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas
de Mentha pulegium, incluso bajo condiciones de déficit hidrico. Estos hallazgos sugieren que
la aplicacién de rizobacterias no solo promueve el crecimiento, sino que también mitiga los

efectos adversos de factores de estrés en las plantas.

Ademas, en un sistema sin suelo, se observo en la variedad de melon Barettiere que las
rizobacterias promovieron el rendimiento de la fruta y mejoraron ciertos parametros
fisiologicos, incluso sin la presencia desuelo (Murgese et al., 2020). De manera similar, Rojas-
Tapias et al. (2012) reportaron que cepas de Azotobacter, cuando se inocularon en raices de
maiz bajo diferentes condiciones de salinidad, aumentaron el contenido de clorofila en

condiciones sin estrés salino, ademas de mejorar la longitud y el peso seco de los brotes en
condiciones de salinidad moderada.

La aplicacion del biol de harinas enriquecido con Azospirillium, Azotobacter y
Chlorella (T5) demostré una respuesta progresiva en el desarrollo y emision de brotes,
evidenciando el efecto bioestimulante de los microorganismos sobre el crecimiento vegetativo
de las plantas. La variacion en la emisién de brotes, que aument6 de 65-74 brotes a los 30 dias
a 97-122 brotes a los 90 dias, refleja una influencia gradual de los tratamientos en la
arquitectura de la planta, con méximos en T5 (122 brotes) y T4 (116 brotes). Este patron puede
atribuirse al establecimiento de una comunidad microbiana funcional en la rizosfera, que
optimiza la interaccion planta-microorganismo a lo largo del tiempo. Ajilogba et al. (2022)
destacan que el establecimiento y maduracion de consorcios microbianos permiten maximizar

sus beneficios conforme la interaccion se vuelve més estable.

Varios estudios han confirmado que el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) y microalgas puede incrementar el crecimiento y desarrollo en distintos
cultivos. Sun et al. (2024) documentaron un incremento en el nimero de brotes, peso fresco y
peso seco de brotes y raices en plantas tratadas con estos bioinoculantes. Shisy et al. (2014)
también reportaron efectos positivos de la aplicacion de PGPR y microalgas en el nUmero de
hojas, longitud de raices y tallos, asi como en la produccién de flores y frutos, lo que resalta la

influencia de estos tratamientos en diversos pardmetros de crecimiento.
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Ademas, en un experimento con Azotobacter chroococcum en algodén, Romero-
Perdomo et al. (2006) observaron mejoras en la longitud y peso seco de brotes y raices, asi
como en el peso seco de capsulas y contenido de nitrogeno. Por otro lado, la aplicacion de
microalgas como Chlorella ellipsoidea en tomate (Solanum lycopersicum) incremento6 la
longitud de los brotes en un 53,6 %, asi como el contenido de clorofila en un 40,36 % y las
concentraciones de nitrégeno, fosforo y potasio en las raices (Mutale et al., 2020). Estos
resultados en diferentes cultivos y condiciones experimentales reafirman el potencial de los
biofertilizantes y consorcios microbianos para optimizar el crecimiento y salud de las plantas,

lo que coincide con los patrones observados en el presente estudio.

Efecto de un biol enriquecido con rizobacterias y microalgas vegetales sobre parametros

productivos del cultivo de la guanabana.

La consolidacion de la superioridad del tratamiento T5 en el nimero de botones florales
a los 90 dias (14 botones) sugiere un efecto acumulativo beneficioso de la interaccion entre
rizobacterias y microalgas, promoviendo la formacion de estructuras reproductivas. Estos
resultados se alinean con lo descrito por Mondal et al. (2020), quienes encontraron que la
aplicacién continua de biofertilizantes enriquecidos estimula progresivamente la formacion de
botones florales. Asimismo, Choudhary et al. (2024) y Kopke et al. (2018) destacan que la
aplicacion de Azospirillum 'y Azotobacter, junto con fertilizantes, incrementa
significativamente el nimero de botones florales, mejorando asi el potencial reproductivoy el
rendimiento en diversos cultivos. Ademas, productos a base de microalgas, como Spirulina
platensis, han demostrado tener efectos positivos en el nimero de flores en berenjena (Dias et
al., 2016), respaldando el impacto beneficioso de los biofertilizantes en esta etapa del ciclo
reproductivo.

Los resultados en el peso de frutos revelan la influencia positiva de los biofertilizantes
en los componentes del rendimiento. Inicialmente, el peso de los frutos fue uniforme (31 kg),
lo que sugiere gue las etapas tempranas de desarrollo dependendereservas internas de la planta,
tal como lo describen Herndndez y Garcia (2021). Sin embargo, a medida que avanzé el
tratamiento, el peso de los frutos incrementd, alcanzando 42 kg en el tratamiento T5, lo cual se
reflejo el rendimiento superior (26,49 t ha'). Esto confirma la eficacia de los consorcios
microbianos en la optimizacion del rendimiento, similar a los hallazgos de Martinez y L6pez
(2022), quienes documentaron aumentos de hasta un 20 % en cultivos tratados con

biofertilizantes enriquecidos. Estudios previos como los de Suchithra et al. (2022) y Hajnal-
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Jafari et al. (2016) reportan aumentos significativos en el peso y calidad de frutos en tomate y

lechuga tras la aplicacion de Chlorella vulgaris, indicando que los biofertilizantes a base de
microalgas pueden mejorar notablemente la calidad y peso de los frutos.

Estudios adicionales refuerzan esta tendencia positiva. La inoculacion de PGPR en
plantas de fresa, por ejemplo, aumento el peso promedio de los frutos (Erturk et al., 2012).
Asimismo, la aplicacion foliar de microalgas en plantulas de tomate, junto con nanoparticulas
de zinc y hierro funcionalizadas con PGPR y microalgas, también elevé el peso fresco de los
frutos (Cervantes-Vazquez et al., 2021). De igual modo, en cultivos como la vid, el uso de
PGPR, acido giberélico y 6-benciladenina resulté en incrementos significativos en el peso de
los frutos (Kim et al., 2020). Estos estudios confirman que el uso de biofertilizantes a base de

microalgas y PGPR no solo mejora la cantidad sino también la calidad de los frutos,
optimizando el rendimiento agricola.

Los resultados obtenidos reflejan que el uso perioddico de biofertilizantes enriquecidos
con rizobacterias y microalgas promovio un aumento significativo en la productividad. En este
estudio, la adicion de biol enriquecido (T5) incrementd la productividad enun 18,26 % respecto
al tratamiento sin biofertilizantes, mientras que la combinacion de biol y rizobacterias mostro
un incremento del 12,46 %. Estos resultados coinciden con los hallazgos de Ortega et al.
(2023), quienes observaron que el uso de biofertilizantes a base de rizobacterias no solo
aumento el rendimiento de la cosecha entre un 20 % y 32 %, sino que también favorecio la

obtencion de frutos de mayor tamarfio y, en consecuencia, mayores ingresos, con aumentos de
hasta el 52 % en comparacion con el control.

Estudios previos respaldan este efecto positivo. Por ejemplo, la aplicacion de bacterias
fijadoras de nitrégeno en cultivos de trigo de invierno increment6 el crecimiento de las plantas
y el rendimiento en un 70 % comparado con el control, demostrando una eficacia comparable
a los fertilizantes quimicos. En cultivos de morera, Sudhakar et al. (2000) evidenciaron que la
aplicacion foliar de Azotobacter, Azospirillum y Beijerinckia mejor6 significativamente la

produccion, que cuando se utilizo solo Azotobacter.

Asimismo, en un estudio de dos afios en manzanos (variedades Starkimson y Granny
Smith), Pirlak et al. (2007) encontraron que la aplicacion de cepas de Pseudomonas y Bacillus
durante la floracion y después de 60 dias de floracion estimuld el crecimiento de la planta y
aumento el rendimiento de manera significativa. La combinacion de rizobacterias también ha

mostrado efectos positivos en otros cultivos, aunque algunos estudios sugieren que el uso de
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cepas combinadas puede variar en efectividad. Segun Olanrewaju y Babalola (2019), las
combinaciones de diferentes cepas de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB)
pueden ser mas efectivas que el uso individual, aunque algunas interacciones pueden no ser tan
beneficiosas, lo cual subraya la necesidad de mas investigacion para optimizar el uso de estos
consorcios microbianos.

8. Conclusiones

v' El biol de harinas vegetales mostré un impacto favorable en el desarrollo y
productividad del cultivo de guandbana, en comparacion con el testigo, capaz de aportar
nutrientes y promover el crecimiento del cultivo, asi como en la productividad. Esto
demuestra que el biol de harinas representa una alternativa viable para la fertilizacion
organica en el cultivo de guanabana, aunque con un potencial de mejora en su
formulacion.

v' Elbiol deharinas enriquecido con rizobacterias y microalgas demostré ser muy efectivo
en el cultivo de guanabana, evidenciado por mejoras significativas en altura de planta,
area foliar, contenido de clorofila, nimero de brotes y botones florales lo que se tradujo

en un incremento del peso de los frutos y la productividad, alcanzando un rendimiento
de 26,49 t hal cuando se aplicé en combinacion (T5).
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9. Recomendaciones

v’ Para optimizar la produccion sostenible de guanabana, se recomienda profundizar en
investigaciones sobre las dosis y frecuencias de aplicacion del biol de harinas
enriguecido con rizobacterias y microalgas, considerando diferentes etapas fenoldgicas
del cultivo y condiciones ambientales.

v' Se sugiere realizar analisis economicos comparativos entre el uso de bioles
convencionales y enriquecidos, incluyendo costos de produccién, rendimientos y
beneficios netos, para determinar la relacién costo-beneficio de cada alternativa y

facilitar la toma de decisiones de los productores.
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11. Anexos

Anexo 1. Distribucion de unidades experimentales

Anexo 2. Cepas de microorganismos utilizados en la investigacion
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RECEPCION DE MATERIAS

Torta de sova Polwillo de arroz Alfarina Melaza Suero deleche
Formulacidén
Mezca
Fcrmn:;:as:ﬁn Anaerobia (Sm aire)

Proceso de fermentacion 90 dias

Cozecha
I

Envasado Canecas de 20 litros.

Control de

P calidad
Conductividad (=4 |

d5/m) Inoculacién

PH (6-7)

Anexo 4. Fertilizacion




Anexo 5. Control fitosanitario
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Anexo 8. NUimero de botones florales
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Anexo 9. Peso de fruto

Anexo 10. Rendimiento
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