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INTRODUCCIÓN 

 

La producción de berries como fresa y frambuesa son de gran importancia en la 

creación de empleo y genera ingresos a los productores por ventas en el mercado 

nacional y por exportaciones frutícolas (Ávila y González 2012). La intensificación 

de la agricultura convencional ocasiona contaminación por el uso de productos 

sintéticos, perdida de la fertilidad del suelo y disminución de la biodiversidad, los 

impactos negativos de esta actividad están resultando ahora en un cambio 

irreversible para el medio ambiente (Olivares et al., 2017). La producción enfrenta 

una problemática en lo que respecta a la nutrición del cultivo, que es un factor 

determinante para el desarrollo de la planta que le permite obtener un producto 

de calidad, es necesario que el cultivo disponga de todos los nutrimentos 

necesarios para su crecimiento y desarrollo (Avitia et al. 2014).  

Se necesitan nuevas tecnologías de producción para disminuir los daños 

ocasionados a nuestros ecosistemas y al mismo tiempo que sean amigables con 

el medio ambiente, estas alternativas incluyen el uso de bioestimulantes en la 

agricultura (Agbodjato et al., 2021).Existen diversos tipos de bioestimulantes y 

entre ellos se encuentran los extractos de algas, quitosano, hidrolizados de 

proteínas, las sustancias húmicas que incluyen los ácidos húmicos y fúlvicos, así 

como hongos micorrízicos y rizobacterias (Veobides y Vázquez, 2018).  

El uso de bioestimulantes se está convirtiendo en una práctica común en los 

sistemas de producción, debido a su capacidad para cambiar los procesos 

fisiológicos de las plantas, relacionados con el crecimiento, la producción y la 

mitigación del estrés (Afonso et al., 2022). Las sustancias húmicas (SH), son los 

constituyentes naturales de la materia orgánica del suelo, resultantes de la 

descomposición de los residuos de la planta, animales y microbianos (Canellas y 

Olivares, 2014). Estas sustancias tienen efectos considerables sobre la fertilidad 

del suelo y la productividad de los cultivos debido a sus propiedades 

fisicoquímicas y bioquímicas únicas, juegan un papel vital en establecer 
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interacciones bióticas y abióticas dentro de la rizosfera vegetal (Shah et al., 

2018).  

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden interactuar con las 

plantas directamente aumentando la disponibilidad de nutrientes esenciales 

como nitrógeno, fósforo, hierro, la producción y regulación de compuestos 

involucrados en el crecimiento de las plantas como fitohormonas (Oleńska et al., 

2020). Los inoculantes a base de rizobacterias son una alternativa biotecnológica 

en la agricultura sustentable, que permite incrementar el rendimiento, 

disminuyendo los costos de producción en la práctica agrícola (Velasco et al., 

2020).  Las rizobacterias simbióticas como Rhizobium, de vida libre como 

Azotobacter y Azospirillum han sido utilizadas ampliamente como 

bioestimulantes para aumentar la disponibilidad de nitrógeno en cultivos 

agrícolas (Luna et al. 2013). Los géneros bacterianos con capacidad de producir 

ácidos orgánicos que solubilizan fosfato se tienen a Pseudomonas, Rhizobium, y 

Agrobacterium (Paredes y Espinosa 2010). 

El mecanismo de las sustancias húmicas que afectan el crecimiento, desarrollo y 

productividad de las plantas se explique por su conexión con los 

microorganismos de la rizosfera y su activación por las secreciones de las raíces 

de las plantas tratadas con preparaciones húmicas (Bezuglova y Klimenko, 

2022). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) y las sustancias 

húmicas (HS) son opciones prometedoras para reducir el uso de pesticidas y 

fertilizantes minerales (Da Silva et al., 2021). Las sustancias húmicas 

incrementan la exudación de ácidos orgánicos en la raíz, favoreciendo la 

interacción de la planta con microorganismos benéficos permitiendo incrementar 

la absorción y transporte de nutrientes minerales (Olivares et al. 2017, Nardi et 

al. 2021). Por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de un 

bioestimulante a base de sustancias húmicas y rizobacterias, en variables 

agronómicas y calidad en cultivo de fresa y frambuesa. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

 

Importancia del cultivo de fresa y frambuesa  

El cultivo de fresa en México se inició a mediados del siglo pasado en el estado 

de Guanajuato, sin embargo, no fue hasta 1950 que cobró mayor importancia por 

la creciente demanda de los EE. UU., originando que el cultivo de esta fruta se 

extendiera a Michoacán, pasando de cubrir las necesidades del mercado local 

hasta ser el mayor productor de fresa a nivel nacional (Ávila y González 2012). 

La fresa es una planta de alta producción por su precocidad y su fruto es muy 

apetecido en el mercado extranjero y nacional por su color, textura y alto valor 

nutricional, la producción de fresa tiene importancia socioeconómica para 

México, por su gran demanda de mano de obra y porque genera una proporción 

considerable de los ingresos por exportaciones frutícolas (González et al., 2019). 

La frambuesa es una frutilla de gran importancia en algunos países, así como en 

México, pertenece a la familia Rosácea, es un arbusto del grupo de los berries 

se cultiva en algunos estados como Jalisco, Michoacán y Baja California (SIAP, 

2020). El mercado de la frambuesa y berries en general, presenta condiciones en 

el crecimiento de la demanda; se busca desarrollar tecnologías innovadoras que 

aumenten la calidad, rendimiento (García y Sommerfeld, 2016). La competitividad 

y rentabilidad de la industria de berries en México, en el futuro, dependerá de la 

adopción de mejores técnicas de cultivo, la mayor problemática que enfrentan los 

productores se centra en aspectos de calidad, nutrición, fitosanidad, inocuidad, 

uso de nuevas tecnologías y comercialización del producto (León et al., 2014). 

 

Problemática de producción  

Actualmente, la agricultura se enfrenta al desafío de satisfacer una mayor y 

creciente demanda de alimentos inocuos y de calidad, incluido su valor 

nutricional, el uso extensivo de fertilizantes químicos plantea serios problemas 

como la contaminación ambiental, desarrolla la resistencia a plagas, las 

investigaciones centradas en la aplicación de fertilizantes orgánicos en las 
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plantas pueden reemplazar de manera parcial el uso de fertilizantes químicos (Ye 

et al., 2020). La sociedad enfrenta el desafío no solo de aumentar la producción 

agrícola en medio del cambio climático global, que amenaza con disminuir las 

cosechas en muchas áreas del mundo, así también desarrollar tecnologías 

innovadoras que aumenten los rendimientos agrícolas, minimicen los insumos y 

disminuyan la contaminación ambiental (García y Sommerfeld, 2016). Estos 

desafíos han llevado a la agricultura convencional a adoptar distintas y diversas 

prácticas, como el uso de fertilizantes y plaguicidas. Los bioestimulantes ofrecen 

un potencial para mejorar la producción y calidad de las cosechas, estos 

productos pueden reducir el uso de fertilizantes y mejorar la resistencia de las 

plantas al estrés (Quintero et al., 2018). 

 

Bioestimulantes  

La función y aplicación de bioestimulantes ha despertado un gran interés debido 

a su potencial como recurso ambiental sostenible para la producción agrícola. Se 

han creado varios proyectos nacionales e internacionales sobre bioestimulantes 

en el marco de la economía circular (Xu y Geelen, 2018). Un bioestimulante 

vegetal es cualquier sustancia o microorganismo aplicado a las plantas con el 

objetivo de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés abiótico y/o las 

características de calidad del cultivo, independientemente de su contenido de 

nutrientes (Du Jardin, 2015). Calvo et al., (2014) menciona algunas categorías de 

bioestimulantes vegetales como los inoculantes microbianos, ácidos húmicos, 

ácidos fúlvicos, hidrolizados de proteínas, aminoácidos y extractos de algas 

marinas. Los microorganismos incluyen bacterias beneficiosas, principalmente 

PGPR, y hongos beneficiosos como las micorrizas, pueden ser de vida libre, 

rizosférica o endosimbiótica (Halpern et al., 2015). El uso de bioestimulantes se 

está convirtiendo en una práctica común en los sistemas de producción, debido 

a su capacidad de cambiar los procesos fisiológicos de las plantas, relacionados 

con el crecimiento, la producción y la mitigación del estrés (Afonso et al., 2022).  
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Sustancias húmicas  

Las sustancias húmicas (SH) son el componente principal de la materia orgánica 

natural, es una mezcla compleja de compuestos orgánicos que se encuentran 

naturalmente en los suelos, el agua y los sedimentos (Stevenson, 1994). El uso 

actual de la definición operativa de fracciones de SH, aunque originalmente se 

aplicó estrictamente al suelo, se ha aplicado a una variedad de fuentes diferentes 

(Weber et al., 2018). Las propiedades bioestimulantes de SH han sido 

reconocidas gradualmente por el sector agrícola que contribuyó a empujar el 

mercado hacia una tendencia al alza (Monda et al., 2021). 

Los cambios anatómicos y bioquímicos de la planta en el sistema de raíces por 

Sustancias húmicas (SH) son los principales factores responsables del aumento 

de la absorción de nutrientes, aunque el aumento en la disponibilidad de 

nutrientes a través de la quelación es otra contribución de SH al crecimiento de 

las plantas (Jindo et al., 2020). Las SH se clasifican en ácidos húmicos (HA), 

ácidos fúlvicos (FA) y huminas según su solubilidad en agua, soluciones ácidas 

o alcalinas (De Melo et al., 2016). Las fracciones HA y FA porque son capaces 

de mejorar la fertilidad y la salud del suelo en plazos cortos, son químicamente 

reactivas y capaces de resistir las reacciones microbianas, por lo que 

desempeñan funciones beneficiosas en los suelos y las plantas (Billingham, 

2012). Los mecanismos por los cuales las sustancias húmicas mejoran el 

crecimiento de las plantas se atribuyen a la mayor capacidad de regular la 

permeabilidad de la membrana y la señalización intracelular, aumentando así el 

crecimiento de las raíces, incrementando las concentraciones de clorofila, la 

actividad fotosintética y activando el metabolismo del carbono y el nitrógeno 

(Jannin et al., 2012).  

 

Ácidos húmicos  

Los ácidos húmicos (AH) son moléculas orgánicas que juegan un papel esencial 

en la mejora de las propiedades del suelo, el crecimiento de las plantas y los 

parámetros agronómicos, las fuentes de AH incluyen carbón, lignito, suelos y 
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materiales orgánicos, los productos a base de ácido húmico se han utilizado en 

la producción de cultivos en los últimos años para garantizar la sostenibilidad de 

la producción agrícola (Ampong et al., 2022). 

Los Ácidos húmicos contiene alrededor del 60% de carbono orgánico, que juega 

un papel importante en el crecimiento de los microorganismos del suelo, además 

de Carbono, también contiene nitrógeno, oxígeno, hidrógeno y azufre (Sible et 

al., 2021). El ácido húmico es un tipo de materia orgánica macromolecular 

producida por fermentación aeróbica de residuos vegetales, tiene muchas 

estructuras aromáticas, estructuras de hidroxilo fenólico y estructuras de 

carboxilo, que hacen que el ácido húmico sea ligeramente ácido y muestra 

solubilidad, electrificación, capacidad de adsorción, intercambio iónico y 

propiedades quelantes (Guo et al., 2022). Los AH desempeñan varias funciones 

importantes, como: aumentar las actividades físicas y bioquímicas del suelo al 

mejorar la estructura, la textura, la capacidad de retención de agua y la población 

microbiana (Nardi et al., 2017).  

 

Ácidos fúlvicos  

Los ácidos fúlvicos son una parte de las sustancias húmicas del suelo basadas 

en la solubilidad en soluciones de ácidos y bases fuertes (Ahmad et al., 2018). 

Los ácidos fúlvicos consisten en un grupo de compuestos orgánicos solubles 

ampliamente distribuidos en la naturaleza y son uno de los componentes críticos 

de las sustancias orgánicas del suelo (Shah et al., 2018). Estos compuestos 

orgánicos contienen muchos grupos funcionales activos, como carbonilo, 

carboxilo, hidroxilo, hidroxilo fenólico y quinona, y estos son capaces de quelar e 

intercambiar aniones o iones (Zhang et al., 2020).  

Además, los ácidos fúlvicos bioquímicos abarcan aminoácidos, vitaminas, 

oligoelementos y hormonas, todos estos compuestos pueden estimular la división 

celular, el crecimiento de las raíces, la absorción de nutrientes y mejorar la 

capacidad antiestrés de las plantas, por lo tanto, promover el crecimiento y el 

rendimiento de los cultivos (Qin y Leskovar, 2020). 
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Rizobacterias 

El término 'rizobacteria' representa bacterias en la rizósfera, que colonizan los 

alrededores de la raíz, las rizobacterias son importantes para mantener la riqueza 

del suelo, ya que son especialistas fundamentales en la reutilización de los 

suplementos del suelo (Backer et al., 2018). 

Los microorganismos más utilizados en la agricultura son las rizobacterias 

pertenecientes a los géneros, Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, 

Gluconacetobacter y Pseudomonas (Kamou et al., 2015; Piña et al., 2016). 

 

Genero Azospirillum 

El género Azospirillum pertenece a los microorganismos del suelo que pueden 

ser útiles en la agricultura sostenible, son bacterias gram negativas fijadoras de 

nitrógeno de vida libre agrupadas en rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (Hernaández et al., 2020). La inoculación con Azospirillum estimula 

cambios importantes en la morfología de las raíces de las plantas, muy 

probablemente debido a la producción bacteriana de sustancias reguladoras del 

crecimiento vegetal como auxina y giberelinas (Fibach-Paldi et al., 2012). Hasta 

la fecha se han identificado quince especies del genero Azospirillum: A. 

lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens, A. irakense, A. 

largimobile, A. doebereinereae, A. oryzae, A. melinis, A. canadiana, A. zeae, A. 

rugosum, A. palatum, A. picis y A. tiófilo. De estos, los más investigados son A. 

lipoferum y A. brasilense, ambos de los cuales son comunes en pastos y forrajes 

tropicales (Hungria et al., 2016). 

Azospirillum brasilense influye en el desarrollo y la productividad de las plantas 

que incluyen: fijación de nitrógeno atmosférico que contribuye al nitrógeno de la 

planta, efectos hormonales que alteran el crecimiento y metabolismo de la planta, 

incrementos del desarrollo, en general, del sistema radical que provoca un 

aumento en la toma de minerales y agua, actividad nitrato reductasa bacteriana 

en la raíz, que incrementa la acumulación de nitrato en plantas inoculadas (Parra 

y Cuevas, 2002). 
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Genero Pseudomonas 

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos más complejos y actualmente 

es el género de bacterias Gram negativas con el mayor número de especies, 

entre las que cabe destacar P. aeruginosa, P. fluorescens y P. putida, algunos 

miembros del género son capaces de vivir a bajas temperaturas, mientras que 

otros sintetizan sideróforos fluorescentes (Gomila et al., 2015).  

Pseudomonas fluorescens. Esta especie bacteriana habita la rizósfera, promueve 

el crecimiento vegetal y exhibe  una  gran  capacidad  de  adaptación  y  

colonización  a diferentes  tipos  de  suelos,  por  lo  que  se  asocia  a  una  gran  

variedad  de  especies  vegetales; ofrece efectos directos e indirectos en la  

interacción  con  plantas,  entre  los  efectos  directos  se  encuentran  la síntesis  

de  fitohormonas,  producción  de  sideróforos,  solubilización   de  minerales  y  

síntesis  de  una  gran cantidad de  compuestos  volátiles. Los efectos indirectos 

incluyen la inhibición de hongos fitopatógenos que estén interactuando en el 

mismo ambiente rizosférico (Álvarez et al., 2020). Se ha demostrado que ciertos 

miembros de P. fluorescens son agentes potenciales para el biocontrol que 

suprimen las enfermedades de las plantas protegiendo las semillas y las raíces 

por la infección de hongos. Se sabe que mejoran la promoción del crecimiento 

de las plantas y reducen la gravedad de muchas enfermedades fúngicas (Kumar 

et al.,2019).  

Pseudomonas fluorescens en el suelo promueve la solubilidad de las sales, 

especialmente los cloruros; promueve significativamente la disponibilidad de Cu 

y P y favorece la biomasa microbiana, aumenta el N total del suelo y las 

concentraciones intercambiables de Na, Mg y K. En tejidos vegetales de plantas 

P. fluorescens promueve la absorción de Mn, N, Zn y P, aumenta el tamaño y 

peso del fruto (Martínez et al., 2019). P. fluorescens son muy utilizadas en 

diversos cultivos para colonizar las raíces, promueven el crecimiento y previenen 

el establecimiento de patógenos, favorecen la capacidad de absorción de agua y 

nutrimentos, lo que permite que las plantas sean más vigorosas, productivas y 

tolerantes a condiciones climáticas adversas.  
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La especie Pseudomonas putida coloniza rápidamente la rizosfera de las plantas, 

superando así a los patógenos vegetales, debido a que ayuda a promover el 

desarrollo vegetal, es utilizada como bioestimulante y bioplaguicida mejorando la 

salud de las plantas. Coloniza las raíces de las plantas ayuda una relación mutua 

entre la planta y la bacteria, permite que las bacterias prosperen a partir de los 

nutrientes de la raíz (Cheng et al., 2012). 

Pseudomonas putida es una bacteria muy estudiada por sus capacidades de 

llevar a cabo la degradación de compuestos tóxicos y su alta tolerancia a 

compuestos aromáticos, es capaz de usar estos compuestos como fuente de 

carbono y tolerar contaminantes.  Ayuda a tolerar el estrés ambiental debido a su 

control diverso de proteínas, incluida la secreción de proteínas y péptidos (Molina 

et al., 2017). Pseudomonas putida muestra un enorme potencial como agente de 

control biológico (BCA) no solo porque está bien informado para controlar una 

serie de enfermedades relevantes de los cultivos, coloniza las plantas y su 

entorno, ejerce su actividad BCA a través de una variedad de diferentes 

mecanismos, y promueve el crecimiento de las plantas (Oliver et al., 2019). 
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Abstract 
 

The strawberry fruit (Fragaria × ananassa Duch.) is appreciated for its 

aroma, color, texture and nutritional value. In conventional agriculture, the use of 

fertilizers damages the environment since it causes loss of soil fertility, salinity and 

its erosion, hence production alternatives, without harming the environment, are 

sought. The objective of this study was to evaluate the effect of a biostimulant based 

on humic substances and rhizobacteria, on the production and quality of the 

strawberry cultivar ‘San Andreas’. Strawberry plants cultivar ‘San Andreas’ were 

treated with fulvic acids + mixture of microorganisms, humic acids + 
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Pseudomonas fluorescens, fulvic acids + Azospirillum brasilense, fulvic acids + 

Pseudomonas fluorescens and the mixture AH and AF + Azospirillum brasilense with 

two doses (d1, d2) in total 10 treatments were applied plus the control. Humic 

substances were applied every 15 days and rhizobacteria every 30 days. The 

results showed that the AFyAzoz d1 increased over control plants, the number 

of leaves in 38.3%, root volume in 42.6%, the fresh weight in 130% and dry 

weight in 63.8%, the number of fruits 50.0% and the yield in 59.5%. The AFyPF 

d1 favored Photosynthesis in 127.3%; AFyPF d1 increased TSS in 25%, AFyPF d2 

vitamin C in 17.1% and MHyF+ Azoz d1 increased in 20% the content of Phenols. 

Humic substances plus rhizobacteria are an ecological alternative to be used as 

biostimulant in the production and quality of strawberry plants. 

 

Keywords: Fragaria x ananassa Duch; fulvic acids; humic acids; microorganisms 

  

          

Introduction 

Strawberry fruit (Fragaria × ananassa Duch.) is appreciated for its nutritional 

value and its cultivation is one of the productive options for farmers (Medina et al., 

2016). The intensification of conventional agriculture causes pollution due to the 

use of synthetic products, loss of soil fertility and a decrease in biodiversity, the 

negative impacts of this activity are now resulting in an irreversible change for the 
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environment (Olivares et al., 2017). New production technologies are needed to 

reduce the damage caused to our ecosystems and at the same time they are 

required to be friendly to the environment, these alternatives include the use of 

biostimulants in agriculture (Agbodjato et al., 2021). 

A plant biostimulant includes organic materials and microorganisms that are 

supplied to plants in order to improve the absorption of nutrients, stimulate growth, 

improve stress tolerance and their quality (Du Jardin, 2015). There are various 

types of biostimulants and among them, in addition to algae extracts, it is 

reported chitosan, protein hydrolysates, humic substances that include humic 

and fulvic acids, as well as mycorrhizal fungi and rhizobacteria (Veobides et al., 

2018). 

The use of humic substances as biostimulant in agriculture, emerges as a 

sustainable technology to make agricultural methods more profitable and 

competent, with less destructive effects on ecosystems (Canellas et al., 2015). 

Humic and fulvic substances are the main organic elements of lignites, soil and 

peat, they are produced by natural decomposition of organic matter (Van 

Oosten et al., 2017). One of the main effects of humic substances on plant 

growth is the reinforcement of nutrient absorption and the lengthening of root 

growth (Jindo et al., 2020). In a study carried out by Kirschbaum et al. (2019), when 

evaluating the effect of humic and fulvic acids, the applications improved the yield 

and number of fruits per plant of strawberry crop. Similarly, Aghaeifard et al. 

(2015), when applying humic acids by foliar application, in strawberry cultivar 

‘Camarosa’, reported an increase in yield, higher concentration of soluble solids, 
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titratable acidity and vitamin C. 

The use of rhizobacteria in crops reduces the negative environmental impact 

due to the use of fertilizers and pesticides, being an extraordinary option for 

producers to face the new competences of agriculture (Dos Santos et al., 2020). 

The action of rhizobacteria improves soil fertility by mobilizing minerals, increases 

crop yield through the fixation of N2, induces the production of siderophores, 

the activity of phytohormones, solubilization of phosphorus and minerals (Naik 

et al., 2019). The use of rhizobacteria is of consideration, particularly in the 

occurrence of abiotic stress since they help plants to tolerate it as well as help 

in the remediation of the soil by pollutants (Oleńska et al., 2020). 

The microorganisms most used as biostimulants are rhizobacteria belonging 

to the genera, Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter and Pseudomonas; the genus 

Azospirillum, applied to plants, is the most studied (Piña et al., 2016). It helps in the 

production of crops with the increase of aerial shoot growth and root system that 

causes an increase in the intake of minerals and water, colonizes the rhizosphere 

and uses different sources of nitrogen (Fernandes et al., 2020). In a strawberry 

cultivation investigation by Marcondes et al. (2019), when performing inoculations 

of Azospirillum brasilense strains in combination with nitrogen, they responded 

significantly by increasing the length of the root, the dry weight of the root, the length 

of the aerial shoots, the dry weight of the aerial part, the number of leaves and total 

dry weight. 

The rhizobacteria of the genus Pseudomonas exert a productive result, 

through the synthesis of phytohormones and vitamins, stimulate the 



15  

  

germination of seeds and emergence of seedlings, solubilize phosphorus and 

give systemic resistance to pathogens (Cano, 2011). In an experiment carried 

out by Haggag and Abo (2012), when using a strain of Pseudomonas fluorescens 

and being applied to the strawberry crop, significant increases were observed in 

growth parameters, as well as dry weight and yield. 

Humic substances and rhizobacteria are among the most infallible 

procedures that use natural, biologically active and ecological substances that 

favor plant growth (Ekin, 2019). An alternative to make efficient the use of 

nutrients in crops, is the combination of humic substances as a vehicle and 

carbon source for rhizobacteria, resulting in an increase in crop yield (Olivares et 

al., 2017). Based on the above, the objective of this study was to evaluate the effect 

of a biostimulant based on humic substances and rhizobacteria, on the 

production and quality of the strawberry cultivar ‘San Andreas’. 

Materials and Methods 

Study area 

The research work was carried out in a tunnel-type greenhouse in the 

Horticulture Department at the Antonio Narro Autonomous Agrarian University, in 

Saltillo, Coahuila, Mexico, which is located between the geographic coordinates of 

25° 22' north latitude and 101° 02' west longitude and at an altitude of 1742 meters 

above sea level, with semi-dry climate with hot summer, rains in summer, annual 

average temperatures of 12 to 18 °C. 

Genetic material and plantation 

Two months old strawberry plants of the San Andreas cultivar, with a neutral 
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photoperiod, were planted on July 25th, 2020. In the plantation, 3 beds of soil with 

12 m in length and 1 m wide and 80 cm between beds were used, the roots of the 

plants before transplantation were submerged in Captan® solution at a rate of 1 

g/L. The distances between plants were 30 cm and a drip irrigation system was 

used with drippers separated 20 cm. The physical and chemical characteristics of 

the soil used were: pH 8.01, electrical conductivity 1.84 (dS/m), organic matter 

4.4%, cation exchange capacity 20.4 (Meq/100 g), loamy soil texture and the 

mineral elements available in the soil are shown in Table 1. 

 
Table 1. Mineral elements reported from the soil analysis 

Elements K Ca NO3 Na Mg Fe Zn Mn B 

Value 
(ppm) 

909 2968 95.8 143 320 41.11 15.5 5.88 3.21 

 
Extraction of humic substances and separation of humic acids and fulvic acids 

The humic substances were extracted from Leonardite, this mineral organic 

compound was provided by the DHD Company of México, located in Sabinas, 

Coahuila. To extract these humic subtances the methodology reported by López 

et al. (2014) was used, for this, 5 grams (g) of Leonardite were weighed and placed 

in a 250 mL flask and 100 mL of 1N potassium hydroxide were added, it was left in 

a "water bath" at 60 

°C for two hours and allowed to cool down. For the separation of humic and 

fulvic acids, 25 mL of humic substances obtained in the extraction were taken and 

50 mL of acetic acid were added in order to lower the pH to 4, it was heated on a 

laboratory grill for 5 minutes at 70 °C and left it to rest for three days at room 

temperature. After this period of time humic and fulvic acids were obtained, the 
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latter remained in the upper part with a golden yellow color, while humic acids 

were left precipitated at the bottom of the container with the appearance of soil 

and a dark brown color. 

 

Obtaining and preparing bacterial strains 

Rhizobacteria of Azospirillum brasilense, Pseudomonas putida and Pseudomonas 

fluorescens were obtained by the strains provided by the National Collection of 

Microbial Strains and Cell Cultures, of the Center for Research and Advanced 

Studies of the National Polytechnic Institute (IPN). The rhizobacteria 

Azospirillum brasilense was reactivated in NRCB culture medium (yeast extract 1 

g, mannitol 5 g, K2HPO4 0.7 g, KH2PO4 0.1 g, MgSO4.7H2O 1 g, 

bacteriological agar 15 g, distilled water 1 L, pH, 7.0-7.2), the Pseudomonas 

species were seeded in King B medium (peptone 20 g, purified agar 12 g, K2HPO4 

1.5 g, MgSO4. 7 H2O 1.5 g, glycerol 15 ml, distilled water 1 L). In the preparation 

of the bacteria, they were cultivated in nutritive broth (with 5 g peptone and 3 g 

meat extract), and they were placed in constant agitation at 150 rpm for 48 hours 

at 25±5 °C, the bacterial growth was evidenced by the turbidity in the medium. The 

bacterial cell concentration was 109 cells / ml according to the McFarland turbidity 

scale (McFarland, 1907). 

Treatments 

Five different mixtures with 2 doses were applied, resulting in 10 

treatments plus a control with 7 repetitions each were applied in a completely 

randomized design (Table 2). Dose 1 used was: 3 ml of humic substances (humic 
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and / or fulvic acids) plus 5 mL of a mixture of microorganisms (Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas putida and Azospirillum brasilense) or microorganisms 

alone as indicated from treatment 3 onwards. Dose 2: 3.5 mL of humic and / or 

fulvic acids and 4 ml of a mixture of microorganisms or microorganisms alone 

as indicated from treatment 3 onwards. Steiner nutrient solution (Steiner, 1961) 

was applied for control plants. The humic substances were applied every 15 

days and the rhizobacteria every 30 days, the treatments were placed directly in 

the soil at the base of the roots of the plant. A total of 7 strawberry plants were 

used for each treatment including the control. 

Table 2. Treatments applied to the San Andreas variety strawberry crop 
Treatments Dose Keys 

1. Fulvic Acids (3 mL) + Mixture of Microorganisms (5 mL) Dose 1 AFyMM d1 

2. Fulvic Acids (3.5 mL) + Mixture of Microorganisms (4 mL) Dose 2 AFyMM d2 

3. Humic Acids (3 mL) + Pseudomonas fluorescens (5 mL) Dose 1 AHyPF d1 

4. Humic Acids (3.5 mL) + Pseudomonas fluorescens (4 mL) Dose 2 AHyPF d2 

5. Fulvic Acids (3 mL) + Azospirillum brasilense (5 mL) Dose 1 AFyAzoz d1 

6. Fulvic Acids (3.5 mL) + Azospirillum brasilense (4 mL) Dose 2 AFyAzoz d2 

7. Fulvic Acids (3 mL) + Pseudomonas fluorescens (5 mL) Dose 1 AFyPF d1 

8. Fulvic Acids (3.5 mL) + Pseudomonas fluorescens (4 mL) Dose 2 AFyF d2 

9. Mix of Humic and Fulvic acids (3 mL) + Azospirillum brasilense (5 mL) Dose 1 MHyF+Azoz d1 

10. Mix of Humic and Fulvic acids (3.5 mL) + Azospirillum brasilense (4 mL) Dose 2 MHyF+Azoz d2 

11. Control (Steiner Solution)  Control 

 
Agronomic variables evaluated 

At the end of the cultivation cycle, 240 days after transplantation, the height of 

the plant was measured with an 30 cm aluminum Ruler (Arly 3006) from the neck 

of the plant to the apex of the highest leaf, the number of leaves and number of 

crowns were evaluated manually by counting one by one , root volume was 

determined by volume displacement with a natural color plastic cylinder (Kimax 

25301) with a capacity of 1 L, fresh weight of aerial part (leaves, petioles, crowns) 
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and roots was obtained on a digital scale (OHAUS model CS-5000). To obtain dry 

weight of aerial part and root, the samples were placed in drying oven (Yamato 

model DX-602) at a temperature of 60 °C for 48 h or until constant weight was 

reached, finally weight was recorded in grams. 

Physiological variables such as gas exchange parameters, including stomatal 

conductance (gs), net CO2 assimilation rate (AN), transpiration (E) along with 

instantaneous water use efficiency (WUE) expressed as AN / E (Yinn et al., 2006) 

were determined with a Li-6800 portable open gas exchange system (Li-Cor Inc., 

Lincoln NE) between 12:00 and 13:00 hours of the day, totally sunny, on the 

most recent fully expanded leaf of the well exposed upper canopy. For the 

measurements, the light saturation was maintained at 1200 µmol m-2 s -1 with the 

Li-6800 LED lamp, the CO2 concentration was set at 390 ppm, the leaf 

temperature at 25 ºC and the relative humidity it was 55-65%. The midday stem 

water potential (SWP) was measured in two leaves covered by the lower canopy 

with a pump pressure chamber (PMS Instrument Company, Albany, OR) as 

described byFulton et al. (2001). Chlorophyll was measured on the fully expanded 

leaf at 8:00 a.m. with a Konica Minolta brand SPAD-502. 

Polar diameter of the fruit and the equatorial diameter of the fruit were 

measured with a digital calliper (STEREN model HER-411), the weight of the fruit 

was recorded with a digital scale (TJ model MH-500), the number of fruits was 

recorded per plant and the total yield of fruits per plant was reported in g / plant. 

Total soluble solids content (TSS) was assessed by placing a drop of fruit 

juice on the lens of digital refractometer (Hanna Instruments model 96-801), the 
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readings were expressed in brix degrees (°B). Firmness was evaluated with a 

manual penetrometer, (WAGNER Instruments, model FDK) applying the force 

in the central part of the fruit. The strawberry fruit was macerated and the pH 

was evaluated with a digital potentiometer (Hanna Instruments, model 

HI98130). 

Fruit vitamin C determination was achieved using the methodology reported 

by Padayatt et al. (2001), where 20 g of fresh fruit were macerated using a 

porcelain mortar with 10 mL of HCl at 2%, then 100 ml of deionized water were 

added and filtered with an absorbent gauze placed in a funnel over a flask, then 

a proportion of 10 mL was taken from the total volume of the filtrate and the 

titration was achieved with 2-6 dichlorophenolindophenol with the help from a 

glass burette (EISCO, CH0240G), until a constant pink color was observed. 

Vitamin C (mg 100 g FW) = (mL 2.6 dichlorophenolindophenol) (0.088) (total       

volume) (100)/(aliquot volume) (sample weight).                                                                                                                    

Titratable acidity was determined by colorimetry according to the AOAC, 

(2000), for this, 10 g of fresh strawberry fruit were weighed, it was macerated 

homogeneously and then 100 mL of deionized water was added and filtered, from 

the total volume of the filtrate 10 mL were taken and added 2-3 drops of 

phenolphthalein were added and it was titrated with NaOH (0.1N) until obtaining 

a pink color. Titrable acidity was expressed as% citric acid. Where: VNaOH = 

Spent volume of NaOH to titrate, NNaOH = NaOH Normality, Meq citric acid = 

0.064 

% 𝑎𝑐i𝑑 = (𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻 × 𝑁𝑁𝑎𝑂𝐻 × Me𝑞 𝑐i𝑡𝑟i𝑐 acid × 100) / sample volume  
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The content of total phenols was determined with the methodology 

reported by Yu and Dahlgren (2000), with modifications, 2 g of fresh strawberry 

fruit were weighed and 5 mL of solution water: acetone (1:1) were added, then 

it was centrifuged at 15,000 revolutions per minute for 15 min, the supernatant 

was extracted, stored at 4 ºC in the dark, then a 50 μL aliquot of the extract was 

taken and added 200 μL of Folin- Ciocalteau reagent, 500 μL of 20 sodium 

carbonate and 5 mL of distilled water, then samples were placed in a water bath at 

45 °C for 30 minutes, finally the absorbance was read at 750 nm in a Bio-145025 

BIOMATE 5 Thermo Electron Corporation spectrophotometer. A calibration 

curve made with gallic acid was used for quantification. The results were 

expressed in mg EQ of Gallic Acid * 100 g of PF-1. 

Statistical analysis 

All data obtained were analyzed by one way ANOVA with the statistical 

package Infostat version (2020). The Fisher's Least Significant Difference (LSD) 

test (P≤ 0.05) was used for mean separation. 

Results and Discussion 
 

Agronomic variables in strawberry cultivation 

Biostimulants are substances that, when applied to plants through the soil, 

cause changes in vital and structural processes to contribute to the development 

of plants (Feitosa and Garófalo, 2019). The use of humic substances increased the 

number of leaves (NL) that showed significant differences between treatments 

(Table 3). With applications of AFyAzoz d1 it increased by 38.3% with respect 

to the control that showed less leaf development. With the AHyPF d2 treatment, 
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although the number of leaves increased by 15% more than the control, it was 

not significantly different. The rest of the treatments were all statistically equal to 

the control. Rätsep et al. (2015), when using humic acids to increase plant 

development and productivity of strawberry plants, reported that they obtained 

an increase of 5% with respect to their control. The increase found in our study 

was higher than that informed by Rätsep et al. (2015), and this may be due to 

the fact that the doses used in our experiment were higher than those applied by 

them. 

In plant height (PH) no differences were observed among treatments 

(Table 3). Our results coincide with those reported by Shehata et al. (2011), 

where they used humic acids and compost in strawberry plants, they did not find 

significant differences in plant height with the applied treatments. In contrast, 

our findings differ from those registered by Álvarez et al. (2018), who evaluated the 

effect of beneficial microorganisms of the genus Bacillus on the growth of plants 

in strawberry and reported significant differences in plant height with an increase 

of 43% with respect to the control plants. This can possibly be attributed to the 

fact that the bacterial strain they used in their experiment adapted more 

efficiently to the prevailing conditions at the experiment site such as the nature of 

the soil and environmental conditions. 

The number of crowns (NC) of the strawberry plants increased 

significantly by 38% with the application of AFyAzoz d1, followed by the plants 

treated with AFyMM d1 which increased it by 28.5% compared to the control 

plants. The other treatments behaved statistically equal as the control plants. 
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Table 3. Agronomic variables in strawberry cultivation with 

application of humic substances and rhizobacteria 

Treatments NL 
PH 

(cm) 
NC 

RV 

(cm3) 

FWAP 

(g) 

DWAP 

(g) 

FWR 

(g) 

DWR 

(g) 

AFyMM d1 48.7b 21.0a 5.4ab 41.7f 200de 57.7fg 50.0f 9.7e 

AFyMM d2 55.5b 21.9a 5.1abc 57.0bc 285b 74.7bc 72.0ab 14.2bc 

AHyPF d1 57.2b 21.7a 5.1abc 54.0cd 282b 72.2bcd 62.7bcde 11.7de 

AHyPF d2 60.4ab 21.9a 5.2abc 55.0cd 273bc 80.5ab 63.5bcd 14.2bc 

AFyAzoz d1 72.2a 21.7a 5.8a 64.2a 359a 87.7a 76.2a 16.7a 

AFyAzoz d2 53.4b 19.8a 4.2bc 46.2ef 246bcd 64.5def 57.2def 10.7de 

AFyPF d1 56.7b 20.7a 4.7bc 46.2ef 205cde 65.5def 58.5cdef 12.7cd 

AFyF d2 54.2b 19.0a 4.7abc 62.0ab 240bcd 68.5cde 68.5abc 16.2ab 

MHyF+Azoz d1 51.0b 20.8a 4.2bc 49.5de 186de 60.5def 55.7def 11.2de 

MHyF+Azoz d2 53.7b 19.8a 5.0abc 63.7a 224bcd 63.7efg 71.2ab 16.5ab 

Control 52.2b 18.0a 4.2c 45.0ef 136e 52.0g 53.0ef 11.7de 

MSD 13.03 2.9 1.03 14.9 90.9 22.9 19.4 4.8 

ANVA (P≤) 0.0499 0.1701 0.0492 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 

NL= Number of leaves, PH= Plant height, NC = Number of crowns, RV = Root volume, FWAP = 

Fresh weight of aerial part, PSPA = Dry weight of aerial part, FWR = Fresh weight of root, DWR 

= Dry weight of root. Values with the same letter within columns are statistically equal (LSD test, 

P≤0.05). MSD = Minimum significant difference. ANVA= Variance analysis 

 

These results suggest that fulvic acids positively influenced the increase in the 

number of crowns since, as mentioned by Aminifard et al. (2012a), fulvic acid 

influences the growth and plant development of plants by increasing the rate of 

cell division. The increase in NC was possibly due to the fact that by applying 

Azospirillum brasilense and the mixture of rhizobacteria in combination with fulvic 

acids, plant growth in the strawberry plant was enhanced, help improve the availability 

of plant nutrients. Root Volume (RV) increased significantly with applications of 

AFyAzoz d1 in 42.6%, MHyF + Azoz d2 in 41.5% and with AFyF d2 in 37.7% 

followed by the treatments with AFyMM d2, AHyPF d2 and AHyPF d1 with 26.6, 

22.2 and 20% more in VR compared to control plants. The rest of the treatments 

were not different from the control, except for the plants treated with AFyMM d1 in 

which a statistically lower value of7.3% than the control plants was obtained. The 



24  

  

greatest increase in RV was favored with the applications of fulvic acids in 

combination with the rhizobacterium Azospirillum brasilense, coinciding with 

Marcondes et al. (2019) who reported that inoculations with strains of Azospirillum 

brasilense significantly increased the size of the roots and therefore its volume. 

Likewise, it coincides with that mentioned by Saidimoradi et al. (2019), who applied 

humic substances to reduce salinity stress in strawberry cultivation, and reported 

an increase of 41.0% in root volume with respect to the control. In contrast, these 

results differ with a study effected out by Ortiz et al. (2016), where they obtained 

only a 1.8% increase in root volume in strawberry plants with respect to their control 

when used phosphorus solubilizing rhizobacteria such as Pseudomonas tolassi, 

Paenibacillus polymyxa and Bacillus pumilus. This suggests that for increasing the 

volume of the root Azospirillum brasilense in combination with humic substances is 

more efficient than the phosphorus-solubilizing rhizobacteria. The plants treated 

with AFyMM d1 that produced a statistically lower 7.9% in RV when compared to 

the control plants, could be associated with the fact that the inoculum of 

microorganisms at certain concentrations inhibits the development and growth of 

roots and therefore the volume (Bashan, 1990). 

The fresh weight of the aerial part (FWAP) including crown, petiole and lamina, 

increased significantly in 163% with the application of AFyAzoz d1 followed by 

the treatments AFyMM d2, AHyPF d1 and d2, AFyAzoz d2, AFyF d2 and MHyF 

+ Azoz with an increase of 109, 107, 100, 80, 76.4 and 64.7% respectively with 

respect to the control, while the other treatments were not different from the 

control. The dry weight of the aerial part (DWAP) had a similar behavior to the fresh 
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weight of the aerial part and increased significantly with applications of AFyAzoz 

d1 in 67.6% and with the treatment of AHyPF d2 in 54. 8% followed by AFyMM 

d2, AHyPF d1, AFyF d2AFyAzoz d2 and MHyF + Azoz d1 with 43.6, 38.8, 31.7, 

25.9, 24 and 16.3% more respectively, this compared to the control plants. These 

effects coincide with that found by Haggag et al. (2012), who applied a strain of 

Pseudomonas fluorescens, in strawberry cultivation to optimize nutritional 

conditions and biomass production, they obtained an increase of 25% and 

28.5% in fresh and dry weight respectively with respect to the control. With the 

treatments applied in our experiment, the differences found were greater than 

that reported by these authors, which could be due to the fact that in addition 

to Pseudomonas fluorescens, humic substances were applied; also, one possibility 

is that the strawberry varieties were different. 

The fresh weight of root (FWR) increased significantly with the application 

of AFyAzoz d1 in 43.7%, being the highest value, followed by the treatments 

AFyMM d2, MHyF + Azoz d2, AFyF d2 and AHyPF d2 with 35.8, 34.3, 29.2 and 

19.8% respectively with respect to the control. Likewise, the dry weight of root 

(DWR), increased mostly with the AFyAzoz d1 treatment in 42.7%, being the 

treatment that caused the highest dry weight, followed by the MHyF + Azoz d2, 

AFyPF d2, AFyMM d2 and AHyPF d2 treatments in 41, 38.4, 21.3 and 21.3% 

respectively compared to the control plants. The other treatments were not different 

from the control, however, the plants treated with AFyMM d1 obtained a lower 

value than the control in 7.3% FWR and 17% less in DWR. The FWR and DWR 

were favored with fulvic acids plus the rhizobacteria azospirillum brasilense, this 
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coincides with Pedraza et al., (2010), who reported an increase in strawberry roots 

due to the effect of Azospirillum. In other crops such as tomato, Ribaudo et al. 

(2006) informed an increase in root hair length and root fresh weight. However, it is 

different from that reported by Castañeda-Saucedo et al. (2013), who applied a 

strain of Azospirillum brasilense on strawberry Albión and did not find significant 

differences between treatments in root dry weight, this could be due to the fact 

that in this particular study the authors applied the rhizobacteria alone without 

chemical fertilization. Naiman et al., (2009) in other crops such as wheat, when 

using plant growth promoting bacteria (PGPB) alone, did not find significant 

statistical differences and in our study the treated plants were fertilized and also 

humic substances were added as a carbon source, which suggests that the 

combination of them applied in our study favored and caused a greater root 

increase. With respect to the plants treated with AFyMM d1 that caused a lower 

value than the control in 7.3% in PFR and 17% less in PSR, could be caused by an 

over dose of microorganisms as indicated by Bashan, (1990), who reported that 

when the inoculum of microorganisms is > log 8 at log 10 CFU / ml, they inhibit 

root development and growth. In our study, this particular treatment included the 

three Rhizobacteria, so it could have that high concentration when applied and 

caused the inhibition of roots and consequently the decreases reported in this 

study compared to the control plants. 

 

Physiological variables 

Even thought, it has been found that biostimulants are effective to improve 
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the resistance of plants to adverse effects caused by stress from environmental 

conditions, in this study the stomatal conductance values were not significantly 

affected by any treatment applied (Table 4). These effects are different from those 

found by Arıkan et al. (2020), who applied in calcareous soil a strain of the genus 

Pseudomonas to evaluate the effects of salinity in strawberry plants, they obtained 

an increase of 162% in stomatal conductance in comparison to the control 

plants; the increase could be caused due to the fact that control plants were 

possibly affected by salinity and by calcareous soil conditions, a situation of 

stress; these authors reported that the strains of the genus Pseudomonas can 

be used for situations of stress due to salinity and calcareous soil conditions in 

strawberry cultivation. 

Table 4. Physiological variables in strawberry cultivation with 

application of humic substances and rhizobacteria 
 

Treatments 
Stomatal 

conductance 

(gs) 
(mmoles/m2s⁻

¹) 

Trans

p. (E) 

(mol m⁻² 
s⁻¹) 

CO2 

(AN) 

(µmol m⁻² 
s⁻¹) 

Intrinsic 

efficiency 

(AN/E) 

Stem water 

potential 

(MPa) 

 
Chl 

(SPAD) 

AFyMM d1 407.7a 2.1cd 11.2ef 7.3a -0.82a 52.0a 

AFyMM d2 483.7a 1.9d 10.0fg 5.4abcd -0.80abc 52.3a 

AHyPF d1 347.a 2.3bcd 13.4cde 5.9abc -0.66abc 52.5a 

AHyPF d2 350.6a 4.2a 15.3bc 3.6cd -0.71abc 52.3a 

AFyAzoz d1 405.7a 2.5bcd 15.6bc 5.4 abcd -0.61c 51.5a 

AFyAzoz d2 448.8a 1.9d 16.6ab 4.3bcd -0.62bc 51.8a 

AFyPF d1 493.2a 2.1bcd 18.9a 6.8ab -0.69abc 49.6a 

AFyF d2 401.2a 3.2abc 12.8de 2.9d -0.80ab 48.7a 

MHyF+Azoz d1 332.7a 3.2abc 15.3bcd 4.9abcd -0.84a 49.9a 

MHyF+Azoz d2 412.6a 3.3ab 15.8bc 3.6cd -0.80ab 50.8a 

Control 357.2a 2.0cd 8.3g 4.2bcd -0.71abc 50.6a 

MSD 120.02 1.14 2.47 2.7 0.160 2.94 

ANVA (P≤) 0.1785 0.0033 0.0001 0.0384 0.0460 0.1599 

Transp= Transpiration, CO2 = CO2 assimilation rate, Intrinsic efficiency= Intrinsic efficiency 

of the water, Chl= Chlorophyll. Values with the same letter within columns are statistically equal 

(LSD test, P≤0.05). MSD = Minimum significant difference. ANVA= Variance analysis 

 
Transpiration increased significantly in plants treated with AHyPF d2, 
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MHyF + Azoz d2 by 110 and 65% respectively compared to the control, the rest 

of the treatments were statistically equal to the control. Humic acids caused an 

increase of transpiration in strawberry plants. These results coincide with an 

experiment carried out by Soppelsa et al. (2019), who applied biostimulants to 

improve production and yield in strawberry, when using humic acids (HA), they 

reported an increase in the transpiration rate by 25%. However, the increase 

found in our experiment was higher than that reported by Soppelsa et al. (2019), 

which can possibly be attributed to the fact that they used humic acids alone and, 

in our experiment, they were used in combination with microorganisms and also 

the doses of these were higher. In contrast, the results found in our study were 

different from those reported by Reina and Peluzio (2017), who inoculated with 

the rhizobacterium Azospirillum brasilense in soybean cultivation and did not 

obtain any significant increase in the transpiration rate. 

 

The CO2 assimilation rate (AN) increased significantly with the application of 

AFyPF d1 and AFyAzoz d2 in 127 and 100% respectively, in relation to the 

Control plants. Other treatments that increased AN with respect to the control 

were MHyF + Azoz d2, AFyAzoz d1, MHyF + Azoz d1, AHyPF d1, AFyPF d2, 

AHyPF d2, and AFyMM d1 and the increase was 90.3, 87.9, 84.3, 84.3, 61.4, 54.2 

and 39.2% respectively, the AFyMM d2 treatment behaved statistically the same 

as the control. In an experiment carried out by Gamboa et al. (2019), found 

similar results when applied treatments with nitrogen fixing rhizobacteria such as 

Azospirillum in strawberry plants, reporting an increase in gas exchange by 76.9%. 
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However, Soppelsa et al. (2019), found lower values in AN for plants treated with 

humic acids applied 57 days after transplantation, they reported a 33.3% 

increase, this could be due to the fact that the doses used by these authors were 

smaller. 

The intrinsic efficiency of the water in the plant increased significantly with the 

application of AFyMM d1 with an increase of 73.5% with respect to the control 

plants, the rest of the treatments used were statistically equal to the control. In a 

study carried out by Bulegon et al. (2016) where they used a strain of Azospirillum 

brasilense in soybean plants, the inoculations increased the intrinsic efficiency 

by 22.9% compared to the control. The increase in our experiment could be due 

to the use of a mixture of microorganisms (Azospirillum brasilense, Pseudomonas 

fluorescens and putida) that helped strawberry plants to have a better water use 

efficiency. As mentioned by Medrano et al. (2007) that plant water use efficiency 

can be understood as the volume of water that plants need to consume 

(transpiration) to incorporate a certain amount of carbon into their biomass 

(photosynthesis). 

Regarding water potential, the treatments applied did not affect strawberry 

plants as the values reported in a range from -0.61 to -0.84 MPa were all 

statistically equal to the control (Table 4), however, numerically the treatments 

AHyPF d1, AFyAzoz d1 and d2 and the treatment AFyPF d1 showed averages 

values of -0.66, 

-0.61, -0.62 and -0.69 MPa which were a little lower than control plants which 

had an average value of -0.71 MPa. According to Klamkowski and Treder 
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(2006), in a study to examine water deficiency in growth and physiological 

responses in strawberry plants, they reported water potential values for well-

watered unstressed plants in a range similar to the ones reported here and for 

stressed plants they reported values from -1.58 to - 

1.81 MPa. In another study by Jensen et al. (2009) when making measurements of 

water potential in strawberry 

plants, he obtained averages of –0.58 MPa throughout the experiment 

indicating that the plants grew under low levels of stress. In an investigation 

effected out by Saeed et al. (2016) they reported significant differences between 

their treatments when applying an Azospirillum strain in the canola crop, with an 

increase of 11% compared to the control, this increase reported by these 

authors could be due to the fact that They used a control without inoculation 

with the rhizobacteria (-11.1 MPa) and plants exposed to drought (-10.0 MPa), 

while in our work no drought stress was used in the control and all the plants 

were under the same irrigation conditions. 

For the SPAD units, no significant differences were observed with the 

application of treatments to strawberry plants. These results coincide with Palencia 

et al. (2016), in a study carried out to evaluate the quality in strawberry cultivation, 

when measured the plants, there were no significant differences in SPAD 

readings among their treatments. However, these results differ from what was 

found by Lovaisa et al. (2015), using strawberry plants cultivar Fortuna, which 

were inoculated with Azospirillum brasilense, when evaluating the chlorophyll 

content in SPAD units, a positive effect was observed in leaves from inoculated 
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plants; they reported a 32% increase compared to the non-inoculated control. 

It is also different from that reported by Erdogan et al. (2016), when using 

rhizobacteria Pseudomonas fluorescens and putida to moderate the impacts of 

drought stress in strawberry plants, they observed an increase of chlorophyll in 

SPAD readings, of 24.5 and 22.7% respectively, compared to the control. In the 

same way Karlidag et al. (2013) with the application of plant growth promoting 

bacteria (PGPB) in strawberry plants under saline field conditions, the 

chlorophyll content in SPAD units increased significantly with the use of 

rhizobacteria compared to the non inoculated control; the increase observed by 

these authors may be due to the fact that they used both drought and salt stress 

that interfered in the plants cell function, ionic imbalance and disorders in metabolic 

activities. 

Strawberry production and yield variables 

The Polar diameter of fruit (PDF) increased statistically with the application 

of MHyF + Azoz d1 and d2 in 6.6 and 6.1% respectively compared to the control 

(Table 5) the rest of the treatments were statistically equal to control plants. The 

Equatorial diameter of fruit (EDF) increased with the application of MHyF + 

Azoz d1 in 5.5% with respect to the control, while the other treatments behaved 

statistically the same as the control. Castañeda et al. (2013) who inoculated with 

Azospirillum brasilense strawberry plants and reported values of DPF and EDF by 

4 and 2% respectively than the control. In other crops such as tomato, Andrade 

et al., (2020) with applications of Azospirillum brasilense did not find any 

significant differences between treatments when evaluating PDF and EDF. In 
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contrast, Aghaeifard et al. (2015) with the utilization of humic acids in the strawberry 

crop they reported increases in PDF and EDF by 36 and 60.6% respectively, this 

increase was possibly due to the different doses of humic acids they applied in their 

experiment compared to ours. 

Fruit weight was favored by the AFyAzoz d1 treatment with an increase of 

12.8% compared to the control, while the rest of the treatments applied were 

statistically equal to the control. However, these results differ from those 

registered by Castañeda et al. (2013) who inoculated strawberry plants with 

Azospirillum brasilense and obtained a fruit weight decrease of 8.3% with respect 

to the control. In orange crop Samra et al. (2017) applied fulvic acids alone and 

in combination with humic acids and they did not find significant differences 

between the applied treatments. In corn crop Kumar et al. (2005), applied fulvic 

acids derived from different sources of organic matter and obtained a significant 

increase of 0.4% in grain weight with respect to the control. The increase found in 

our experiment could be due to the fact that the Fulvic acids used, extracted from 

Leonardite, were combined with a rhizobacteria to potentiate its benefits. 

The number of fruits increased with the application of AFyMM d2, 

AFyAzoz d1, AFyAzoz d2 and AFyMM d2 in 51.0, 40.2 and 38.5 33.1% 

respectively, the rest of the treatments were statistically equal to the control. These 

results were different from those reported by Kirschbaum et al. (2019), who applied 

humic and fulvic acids in strawberry San Andreas, and obtained an increase of 

6.3% in number of fruits compared to their control. Suh et al. (2014), found similar 

results when applying fulvic acids via foliar spray in tomato crop reporting an 
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increase of 58% in the number of fruits compared to the control. In contrast, 

Castañeda et al. (2013) inoculated with Azospirillum brasilense and did not find 

any significant differences for the number of fruits per plant with any of the 

treatments applied. The increase in our study can be possibly attributed to the 

fact that rhizobacteria were used in combination with humic and fulvic 

substances. 

Table 5. Production variables in strawberry cultivation with 

application of humic substances and rhizobacteria 

Treatments 
PDF 

(mm) 

EDF 

(mm) 

Fruit weight 

(g) 

Number 
of 

fruits 

Yield 

(g / plant) 

AFyMM d1 41.6abc 30.6bcd 16.0abcd 24.5ab 394.4ab 

AFyMM d2 41.3abc 31.1abcd 16.1abcd 27.8a 448.1a 

AHyPF d1 40.3c 30.9abcd 15.6bcd 24.1abc 378.7abc 

AHyPF d2 40.5c 29.9d 15.0d 23.4abc 352.9abc 

AFyAzoz d1 42.4abc 31.9ab 17.6a 25.8ab 454.6a 

AFyAzoz d2 42.6abc 31.3abcd 17.3ab 25.5ab 440.2a 

AFyPF d1 42.1abc 31.5abc 16.9ab 23.8abc 412.9ab 

AFyF d2 40.7bc 30.3cd 14.8d 21.4bc 322.7bc 

MHyF+Azoz d1 43.0ab 32.2a 17.9a 20.1bc 360.7abc 

MHyF+Azoz d2 43.2a 31.3abcd 16.7abcd 18.5c 309.6bc 

Control 40.5c 30.5bcd 15.6bcd 18.4c 285.0c 

MSD 2.3 1.4 1.9 5.7 106.8 

ANVA (P≤) 0.0322 0.0393 0.0252 0.0268 0.0206 

PDF = Polar diameter of fruit, EDF = Equatorial diameter of fruit. Values with the same letter within columns are 

statistically equal (LSD test, P≤0.05). MSD = Minimum significant difference. ANVA= Variance analysis 

 

The fruit yield (Table 5) increased significantly with the application of AFyAzoz 

d1, AFyMM d2, AFyAzoz d2, AFyPF d1 and the treatment AFyMM d1 in 59.5, 

57.2, 54.4, 44.8 and 38.3% respectively compared to the control, while the rest of 

the treatments were significantly equal to the control. The yield was favored with 

fulvic acids, and the rhizobacteria Azospirillum brasilense and Pseudomona 

fluorescens, the results were slightly similar to that reported by Pirlak and Kose 

(2009), where they used rhizobacteria of the genus Pseudomonas and Bacillus in 
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the cultivation of strawberry variety ‘Selva’ and reported an increase by 25.7% with 

respect to the control. In an investigation carried out by Xudan (1986) in wheat 

crop where they applied fulvic acids, the yield increased by 96% with respect to the 

control, this could possibly be due to the fact that the applications of the fulvic acids 

were in foliar form. Bocanegra et al. (2006), mentioned that fulvic acids via foliar spray 

increased the mobilization and absorption of nutrients and accelerated the metabolic 

processes of plants that manifested themselves with an increase in yield. Turan et 

al. (2021), when applying a commercial product with fulvic and humic acids plus 

microorganisms, the yield significantly increased in cherry tomato. 

 

Quality variables in strawberry cultivation 

Total soluble solids (TSS) measured in °Brix are shown in Figure 1A, the 

treatment AFyPF d1 and MHyF + Azoz d1 significantly increased the TSS in 

25.8 and 19.0 % respectively comparted to control. The rest of the treatments 

applied to the plants were statistically equal to the control. TSS were favored with 

fulvic and humic acids as well as Azospirillum brasilense and Pseudomonas 

fluorescens, these results agree to the ones reported by Aghaeifard et al. (2015), 

where they assessed the impact of humic acid alone applied to strawberry plants 

and obtained an increase in SST of 13.9%. In a study by Hosseini et al. (2013), 

when using humic acids alone in strawberry cultivation, TSS increased by 6.7% 

compared to the control. In addition, Ortiz et al. (2016), when using rhizobacteria 

alone of the genus Pseudomonas, they reported increases in TSS of 1.2% in 

the strawberry fruit. The increase registered in our experiment in the total content 
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of TSS with the application of rhizobacteria and humic substances may be possibly 

attributed to the fact that they were used in combination. Tripathi et al. (2016) 

mentioned that the application of these biostimulants accelerates the metabolic 

process of starch in soluble compounds due to the enzymatic activity and 

increase the transport of sugars from the leaves to the strawberry fruits. 

 

(A) (B) 

Figure 1. Effect of applications of humic substances and 

rhizobacteria in (A) Total Soluble Solids (TSS) and (B) Titratable 

Acidity of strawberry fruit ‘San Andreas’ variety 

For the titratable acidity of the fruit (Figure 1B), the treatments AFyAzoz 

d2, AFyMM d1 and d2, AHyPF d1 and d2 and the AFyPF d1 significantly increased 

the acidity in 69.3, 45.1, 40.3, 33.8, 33.8 and 27.4 % compared to the control, the 

other treatments were statistically equal to the control. These results coincide 

with the ones reported by Aghaeifard et al. (2015) when using humic acids in 

strawberry cultivation, they reported an increase of 58.4% with respect to the 

control. However, it is different from results found by Ullah et al. (2017), where they 
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studied the influence of humic acid on the growth and yield of strawberry ‘Chandler’, 

they reported a 2.3 % lower titratable acidity than the control. In a study carried out 

by Todeschini et al. (2018), where they used strains of the genus Pseudomonas in 

combination with mycorrhizal fungi, they found a 2.2% increase in titratable acidity 

in strawberry fruits with respect to control plants. While in other plants, González 

et al. (2018), when applying Pseudomonas lini in tomato cultivation, the acidity of the 

fruit increased by 18.9% with respect to the control without inoculation. The 

increase in titratable acidity in strawberry fruits observed in our work, could 

possibly be due to the fact that different concentrations and doses of humic 

substances were used. Organic acids are used during fruit respiration, being 

essential components in the respiratory cycle of tricarboxylic acids (Kays, 

2004). Hence, they contribute greatly to flavor, in a typical relationship between 

sugars and acids in different fruit species such as strawberry (Wills et al., 1998). 

Fruit pH (Figure 2A), increased with applications of in MHyF + Azoz d1, 

AFyMM d1, AFyPF d2, AFyMM d2, MHyF + Azoz d2 and AFyAzoz d2 in 10.3, 8.0, 

7.7, 5.0, 3.8 and 3.3% respectively compared to the control, the other treatments 

were statistically equal to the control. The fruit pH increased with azospirillum 

and pseudomonas, this coincides with what was reported by Castañeda et al. 

(2013) where they inoculated with Azospirillum brasilense and found an increase of 

3.3% in strawberry fruit pH compared to the control. However, Pirlak and Kose 

(2009), did not find significant differences in fruit Ph when applying rhizobacteria 

of the genus Pseudomonas and Bacillus in strawberry cultivation. In another study 

carried out by Zhang et al. (2021) when applying fulvic acids in the tomato crop via 
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foliar spray, the pH of the fruit increased by 1%. These increases in fruit pH found 

in this research are possibly explained by what Rodríguez et al. (2004) reported, 

indicating that, the pH increases as the fruit reaches maturity, thus providing the 

characteristic flavor of the fruit, according to the species. In this research, the fruits 

of then treatments indicated above with higher pH were harvested earlier than the 

fruits of control plants, as mentioned by Torres et al. (2012), that the increase 

in pH is influenced by the increase in the state of maturity in certain fruits. 

 

(A) (B) 

Figure 2. Effect of applications of humic substances and rhizobacteria in 

(A) pH and Firmness (B) of  strawberry fruit ‘San Andreas’ variety 

 

For fruit firmness (Figure 2B) the treatments AFyMM d1, AFyAzoz d2, and 

AFyPF d2, were statistically lower than the control, in 43.0, 35.2 and 31.0%, the 

other treatments behaved significantly the same as the control. The results are 

different from those found by Pii et al. (2018), when applying the rhizobacteria 
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Azospirillum brasilense they reported an increase in firmness by 16.7% with respect 

to the control. Esitken et al. (2010), in a study carried out with rhizobacteria of 

the genus Pseudomonas and bacillus did not find significant differences between 

their treatments when evaluating the firmness of the fruit, this could be due to the 

fact that in their experiment when applying the rhizobacteria Pseudomonas and 

bacillus they did not obtain either significant difference in Calcium (Ca) with 

respect to the control. Rincón and Martinez (2015) indicated that Ca fulfills the 

function of firming agent, due to the fact that calcium ions act on the pectin chains 

to form bridges between these, increasing the strength of the cell wall and the 

firmness in fruits and vegetables. Although we did not study the concentration of 

Ca, this could be the reason why the firmness decreased with the aforementioned 

treatments, coinciding with Pilanal and Kaplan (2003), when applying humic acids 

in high concentrations of 400 kg/ha decreased the concentration calcium in 

strawberry. Dominguez et al. (2012), in an experiment with the application of 

Azospirillum brasilense in mesquite seedlings, reported a decrease in Ca 

concentration compared to the control without inoculation. 

Vitamin C (Figure 3A), increased significantly with the application of 

AFyPF d2, AFyAzoz d2 and MHyF + Azoz d1 in 17.1, 14.8 and 10.3% 

compared to the control, the rest of the treatments were equal to the control. 

These results are different from those reported by Pirlak and Kose (2009), 

where the increase in Vitamin C was 1.9% compared to the control when using 

rhizobacteria of the genus Pseudomonas and Bacillus applied to strawberry 

cultivation. Aminifard et al. (2012b), with applications of fulvic acids to the pepper 
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crop, did not observe differences between treatments when evaluating Vitamin C. 

However, Eshghi and Garazhian, (2015) using humic acids in applications to the 

soil via drench in strawberry cultivation increased Vitamin C by 45% with respect 

to the control, this increase could possibly be attributed to the fact that they used 

different doses of humic acids. 

 

(A) (B) 

Figure 3. Effect of applications of humic substances and rhizobacteria in 

Vitamin C (A) and Total Phenols (B) of strawberry fruit ‘San Andreas’ variety 

Values with the same letter within columns are statistically equal Fisher's (LSD) 

test (P≤0.05). 

The total phenols (Figure 3B), increased significantly in the strawberry fruit 

with the MHyF + Azoz d1 treatment by 20% compared to the control, however, 

the AFyMM d1, AHyPF d1 and d2 treatments obtained a decrease of 17.8, 27.9 

and 31.7% compared to the control, the rest of the treatments were statistically 

equal to the control. Soppelsa et al. (2019), used humic acids applied to the 
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strawberry crop, reporting an increase in total phenols of 6.5% compared to the 

control. Andrade et al. (2020) when applying the rhizobacteria Azospirillum 

brasilense in the tomato crop they obtained an increase of 19.8% compared to 

the control. The treatments AFyMM d1, AHyPF d1 and d2 that decreased in total 

phenols with respect to the control, coincides with that reported by Aminifard et 

al. (2012b) where the applications of humic acids at high concentrations 

decreased on average the total phenols in cultivation of pepper with respect to the 

control. 

 

Conclusions 

The biostimulants based on humic substances and rhizobacteria applied to 

the strawberry crop increased agronomic variables such as the number of leaves 

with humic acids + Pseudomonas Fluorescens d2, the root volume with fulvic acids 

+ Azospirillum brasilense d1, fulvic acids + Pseudomonas Fluorescens d2 and mix of 

humic and fulvic + Azospirillum brasilense d2; in physiological variables, the CO2 

assimilation rate increased with fulvic acids + Pseudomonas Fluorescens d1 and 

with fulvic acids + Azospirillum brasilense d1; in production variables, fruit weight 

increased with applications of fulvic acids + Azospirillum brasilense d1 and mix of 

humic and fulvic + Azospirillum brasilense d1 and the yield with fulvic acids + 

Azospirillum brasilense d1 and d2, fulvic acids and mixture of microorganisms d2; in 

quality variables, TSS were increased with fulvic acids + Pseudomonas Fluorescens 

d1 and the mix of humic and fulvic + Azospirillum brasilense d1, vitamin C with fulvic 

acids + Pseudomonas Fluorescens d2, fulvic acids + Azospirillum brasilense with the 
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mix of humic and fulvic d2 + Azospirillum brasilense d1. Biostimulants made with 

humic substances combined with rhizobacteria are an ecological option instead 

of chemical fertilizers, with its inherent reduction in soil and environmental 

contamination, in addition to favoring strawberry fruit production and quality. 
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RESUMEN 

México se convirtió en uno de los principales productores de fresa (Fragaria x 

ananassa Duch.), esta actividad agrícola genera empleo y deja ingresos 

considerables a los productores, el cultivo además de enfrentar una problemática 

en lo que respecta a la nutrición de las plantas, el mercado actual exige frutos 

ricos en minerales que es un factor importante para obtener fresa de calidad. El 

objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto bioestimulante de sustancias 

húmicas y rizobacterias, en la concentración y contenido mineral en cultivo de 
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fresa cultivar San Andreas. Los tratamientos aplicados fueron los Ácidos Fúlvicos 

y Mezcla de Microorganismos, Ácidos Húmicos y Pseudomonas fluorescens; 

Ácidos Fúlvicos y Azospirillum brasilense, Ácidos Fúlvicos y Pseudomonas 

fluorescens y la Mezcla AH y AF + Azospirillum brasilense, con dos tipos de dosis 

(d1 y d2), en total fueron 10 tratamientos más el control. Los AFyAzoz d1 

incrementaron el N foliar (41.3 %), la MHyF+Azoz d1 el N en fruto (35.2 %), el P 

hoja y fruto incrementó con AFyPF d1 (14.6 %) y (11.3 %), el K en hoja aumentó 

con MHyF+Azoz d1 (38.9 %), Ca en hoja se favoreció con AFyMM d1 (39.1 %), 

Ca en fruto con AHyPF d2 (60.3 %), Mg en hoja incrementó con AFyAzoz d1 

(83.3 %), el Mg en raíz con AFyPF d2 (75.0 %), Fe en fruto incrementó con AHyPF 

d2 (33.6 %). Los bioestimulantes con rizobacterias y sustancias húmicas son una 

alternativa ecológica para mejorar el contenido mineral en el cultivo de fresa. 

Palabras clave: Fragaria x ananassa Duch, minerales, sustancias húmicas, 

rizobacterias.  

ABSTRACT 

Mexico became one of the main producers of strawberries (Fragaria x ananassa 

Duch.), this agricultural activity generates employment and leaves considerable 

income to the producers, the crop in addition to facing a problem regarding the 

nutrition of the plants, The current market demands fruits rich in minerals, which 

is an important factor to obtain quality strawberries. The objective of this research 

was to evaluate the biostimulant effect of humic substances and rhizobacteria, in 

the concentration and mineral content in strawberry cultivation, cultivar San 

Andreas. The treatments applied were Fulvic Acids and Mixture of 
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Microorganisms, Humic Acids and Pseudomonas fluorescens; Fulvic Acids and 

Azospirillum brasilense, Fulvic Acids and Pseudomonas fluorescens and the 

Mixture AH and AF + Azospirillum brasilense, with two types of doses (d1 and 

d2), in total there were 10 treatments plus the control. The AFyAzoz d1 increased 

the foliar N (41.3 %), the MHyF+Azoz d1 the N in fruit (35.2 %), the P leaf and 

fruit increased with AFyPF d1 (14.6 %) and (11.3 %), the K in leaf increased with 

MHyF+Azoz d1 (38.9%), Ca in leaf was favored with AFyMM d1 (39.1%), Ca in 

fruit with AHyPF d2 (60.3%), Mg in leaf increased with AFyAzoz d1 (83.3%), Mg 

in root with AFyPF d2 (75.0 %), Fe in fruit increased with AHyPF d2 (33.6 %). 

Biostimulants with rhizobacteria and humic substances are an ecological 

alternative to improve the mineral content in strawberry crops. 

Keywords: Fragaria x ananassa Duch, minerals, humic substances, 

rhizobacteria. 

INTRODUCCIÓN 

México se convirtió en el mayor exportador de fresa (Fragaria x ananassa Duch.) 

en el 2020, desplazando a España, quien ocupó esa posición en las últimas 

décadas, los principales productores de fresa en México son el estado de 

Michoacán con una producción 329,183.5 toneladas y Baja California con 

105,403.4 toneladas con una participación en la producción nacional de 71 y 23 

% respectivamente (SIAP 2020). La producción de fresa es de gran importancia 

en la creación de empleo y genera ingresos a los productores por ventas en el 

mercado nacional y por exportaciones frutícolas principalmente al mercado de 

EE. UU. (Ávila y González 2012). Sin embargo, la producción enfrenta una 
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problemática en lo que respecta a la nutrición del cultivo, que es un factor 

determinante para el desarrollo de la planta que le permite obtener un producto 

de calidad, es necesario que el cultivo disponga de todos los nutrimentos 

necesarios para su crecimiento y desarrollo (Avitia et al. 2014). Se tienen 

alternativas ecológicas como los bioestimulantes que de acuerdo a Du Jardin 

(2015), son sustancias o microorganismos que al suministrarse a las plantas 

ayudan en la absorción y asimilación de nutrientes.  

Los bioestimulantes como las sustancias húmicas (SH), mejoran las 

características físicas, químicas y biológicas del suelo, a través de la retención 

de agua y nutrientes, incrementan la biodiversidad de microorganismos benéficos 

y la formación de minerales por el aumento de la capacidad de intercambio 

catiónico (Veobides et al. 2018). Las SH Se obtienen principalmente a través de 

la extracción de depósitos naturales ricos en carbono, como leonardita, turba y 

composta (Yang et al. 2020). Se han clasificado en ácidos húmicos, ácidos 

fúlvicos y huminas en función de su diferente solubilidad a pH ácido y alcalino 

(Trevisan et al. 2010).  

La presencia de sustancias húmicas en el suelo estimula el crecimiento de raíces 

y brotes al mejorar la nutrición mineral de la planta, mediante el refuerzo en la 

absorción de macronutrientes y micronutrientes (Ekin 2019, Jindo et al. 2020). 

Favorecen la biodisponibilidad de los nutrientes por su capacidad para formar 

complejos con iones metálicos, mejoran la absorción de micronutrientes como 

zinc, cobre y hierro y macronutrientes como fósforo especialmente cuando estos 

nutrientes son escasos en el suelo (García et al. 2016).  En una investigación por 
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Aghaeifard et al. (2015), al aplicar ácidos húmicos, en cultivo de fresa reportaron 

el aumento de minerales como potasio (K), fósforo (P), calcio (Ca) y magnesio 

(Mg). Karakas y Dikilitas (2021) con la utilización de ácidos húmicos en suelo 

salino en plantas de fresa, incrementaron en promedio minerales como N, P, Ca 

y Mg. En un estudio por Zhang et al. (2021), al aplicar ácidos fúlvicos aumentaron 

la concentración de mineral de Ca, Fe y Zn en tomate.  

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal habitan en el suelo, tienen 

la capacidad de colonizar activamente el sistema radicular, están directa o 

indirectamente involucradas en la promoción del crecimiento y desarrollo de las 

plantas (Ahemad y Kibret 2013). Las rizobacterias como bioestimulantes 

incrementan los efectos benéficos en los cultivos, a través de mecanismos que 

sintetizan metabolitos que facilitan a las plantas la disponibilidad de nutrientes, 

ayudan a la fijación de nitrógeno, la síntesis de fitohormonas, vitaminas, la 

solubilización de fósforo y el incremento en la permeabilidad de la raíz (Moreno 

et al. 2018).  

Las rizobacterias simbióticas como Rhizobium, de vida libre como Azotobacter y 

Azospirillum han sido utilizadas ampliamente como bioestimulantes para 

aumentar la disponibilidad de nitrógeno en cultivos agrícolas (Luna et al. 2013). 

Los géneros bacterianos con capacidad de producir ácidos orgánicos que 

solubilizan fosfato se tienen a Pseudomonas, Rhizobium, y Agrobacterium 

(Paredes y Espinosa 2010). En un estudio por Guerrero et al. (2014) al realizar 

inoculaciones de Azospirillum brasilense en plantas de fresa incremento el 

fosforo en hoja y raíz. Con aplicaciones de la rizobacteria Azospirillum brasilense 
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por Boleta et al. (2020) incremento micronutrientes como B, Fe y Mn en el cultivo 

de trigo. En un experimento por Besen et al. (2020) incrementaron el Ca y Mg en 

plantas de trigo con inoculaciones es de Azospirillum brasilense. Martinez et al., 

(2019) sugieren que la rizobacteria Pseudomona fluorescens promueve la 

absorción de Mn, N, Zn y P en el cultivo de melon. En un estudio por Gupta et al. 

(2018) con la aplicación de una cepa del genero Pseudomonas, en el cultivo de 

tomate incremento la absorción de N, P y acumulación de Fe.  

Las rizobacterias y las sustancias húmicas son una excelente alternativa para 

reducir la fertilización química y el uso de pesticidas para no dañar el medio 

ambiente sin afectar los rendimientos de los cultivos (Da Silva et al. 2021). Las 

sustancias húmicas incrementan la exudación de ácidos orgánicos en la raíz, 

favoreciendo la interacción de la planta con microorganismos benéficos 

permitiendo incrementar la absorción y transporte de nutrientes minerales 

(Olivares et al. 2017, Nardi et al. 2021). De acuerdo a lo expuesto anteriormente, 

el objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de un bioestimulante a base 

de sustancias húmicas y rizobacterias, en la concentración y contenido mineral 

en el cultivo de fresa cultivar San Andreas. 

MATERIALES Y METODOS 

Área de estudio. La investigación se realizó en un invernadero tipo túnel del 

Departamento de Horticultura de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro 

(UAAAN), ubicado en Saltillo, Coahuila, México, que se localiza entre las 

coordenadas geográficas 25° 22’ de latitud norte y 101° 02’ longitud oeste y a 

una altitud de 1742 msnm. El experimento se llevó a cabo de los meses de julio 
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de 2020 a marzo de 2021, se utilizaron plantas de fresa Cultivar San Andreas, 

fueron plantadas a una edad de 2 meses. Las características físico-químicas del 

suelo utilizado fueron: Ph 7.01, Conductividad eléctrica 2.84 (ds/m), Materia 

orgánica 4.4 %, Capacidad de intercambio catiónico 20.4 (Meq/100g), Textura: 

Franco, los elementos minerales disponibles en el suelo expresados en ppm son 

K 909, Ca 2968, NO3 95.8, Na 143, Mg 320, Fe 41.1, Zn 15.5, Mn 5.88, B 3.2. 

Extracción y separación de ácidos húmicos (AH) y fúlvicos (AF). Las 

sustancias húmicas y fúlvicas se extrajeron de Leonardita que es un compuesto 

orgánico mineral, se recolecto en la empresa minera DHD de México ubicada en 

Sabinas, Coahuila. La extracción se realizó con la metodología de López et al. 

(2014), donde se utilizó hidróxido de potasio (KOH)1 N, y para la separación se 

utilizó ácido acético con la finalidad de bajar el pH a 4, se obtuvieron los ácidos 

fúlvicos con una coloración amarilla dorada, los ácidos húmicos con apariencia 

de suelo y color café oscuro. 

Determinación de ácidos húmicos y fúlvicos. Para esta medición se utilizó la 

metodología de retroceso con permanganato de potasio descrita por López et al. 

(2014). Para la medición de fúlvicos (Tabla 1), se tomaron dos muestras de 25 

ml de ácidos fúlvicos, se pesó y se aplicaron 5 gotas de rojo de metilo, se tituló 

con hidróxido de sodio (NAOH) hasta obtener la coloración amarillo dorada inicial 

de la muestra.  

A la segunda muestra se agregaron 25 ml de agua bidestilada y 25 ml de 

permanganato de potasio 1 Normal (N). La muestra hirvió durante 10-15 minutos 

hasta que se perdió el color rojizo del permanganato y se tornó color café, esto 
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debido a que el permanganato oxida la materia orgánica contenida en la muestra. 

Una vez que la temperatura descendió hasta temperatura ambiente se tituló a 

retroceso con permanganato potásico 1 N, hasta que la muestra conservo el color 

rojizo al menos durante 1 minuto. 

En la medición de húmicos (Tabla 1), se tomaron 25 ml de ácidos húmicos, se 

pesaron y se agregaron entre 3 y 5 ml de hidróxido de potasio 1 N para disolver, 

se agregó 25 ml de agua bidestilada, 25 ml de permanganato potásico 1 N y se 

puso a hervir durante 10-15 minutos o hasta que pierda el color rojizo oxidando 

la materia orgánica, se dejó enfriar y se agregó 25 ml de ácido sulfúrico 7 N y 25 

ml de oxalato de amonio, esto elimino el color café de la muestra dejándola 

totalmente transparente. Se tituló a retroceso con permanganato potásico 1 N 

hasta que la muestra conservo el color rojizo al menos durante 1 minuto, esto nos 

dará como dato los carbonos oxidados. La medición de húmicos y fúlvicos se 

realizó de acuerdo a la siguiente formula. 

% 𝐴𝑐𝑖𝑑𝑜 ℎ𝑢𝑚𝑖𝑐𝑜 𝑜 𝑓𝑢𝑙𝑣𝑖𝑐𝑜 =
1.02 (25 f1 − 25f2 + Vf1) ∗ 100

1000 ∗ 𝑝

= (𝑉𝑓1 + 25 (𝑓1 − 𝑓2))
0.102

𝑃
 

Dónde: Cada ml de Permanganato de potasio (MnO4K) 0.1N gastado en la 

valoración corresponde a 1.02 mg de ácido húmico o fúlvico, por lo tanto: V= 

volumen de solución de MnO4K) 0.1N con factor f1 empleado en la valoración 

final de los ácidos húmicos o fúlvicos, f2= factor de la solución de oxalato 

amónico. P= peso de la muestra correspondiente a la alícuota valorada. 
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Tabla 1. Porcentaje de ácidos húmicos y fúlvicos obtenidos de leonardita 

% Ácidos húmicos % Ácidos fúlvicos 

18.5 38.5 

 

Material microbiológico. Los microorganismos utilizados fueron  rizobacterias 

como Azospirillum brasilense, que se caracteriza por presentar forma de varilla o 

bacilar, clasificada como Gram negativa (Bashan y Holguin 1997) con capacidad 

de fijar nitrógeno atmosférico (Tarrand et al. 1978, Fukami et al. 2018). Se utilizó 

también Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens, las cuales tienen 

forma de bacilos rectos o ligeramente curvados y son Gram negativos movilizan 

fosforo del suelo a través de la solubilización (Alori et al. 2017). Estas 

rizobacterias fueron proporcionadas por la Colección Nacional de Cepas 

Microbianas y Cultivos Celulares, del Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. La rizobacteria Azospirillum 

brasilense se reactivó en medio de cultivo NRCB, las Pseudomonas se 

sembraron en medio King B. El procedimiento en la preparación de las bacterias 

fue cultivando en caldo nutritivo y colocando en agitación constante a 150 rpm 

durante 48 horas a 25º ±5 °C, y se observó el crecimiento bacteriano evidenciado 

por la turbidez en el medio. La concentración celular bacteriana fue de 109 cel/ml 

de la escala de turbidez de McFarland (McFarland 1907).  

Diseño experimental. Se utilizó un diseño completamente al azar con 10 

tratamientos más el Control, con 7 repeticiones por tratamiento, con 2 dosis de 

aplicación. La dosis 1 (d1): 3 ml de sustancias húmicas (Ácidos húmicos y/o 

https://amb--express-springeropen-com.translate.goog/articles/10.1186/s13568-018-0608-1?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=es&_x_tr_hl=es-419&_x_tr_pto=sc#ref-CR148
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
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fúlvicos) mas 5 ml de mezcla de microorganismos (Rizobacterias Pseudomona 

fluorescens, Pseudomona putida y Azospirillum brasilense) y/o microorganismos 

solos. La dosis 2 (d2): 3.5 ml de ácidos húmicos y/o fúlvicos y 4 ml de mezcla de 

microorganismos y/o microorganismos solos. Los tratamientos fueron: T1. Ácidos 

Fúlvicos + Mezcla de microorganismos (AFyMM d1), T2. Ácidos Fúlvicos + 

Mezcla de microorganismos (AFyMM d2), T3. Ácidos Húmicos + Pseudomona 

fluorescens (AHyPF d1), T4. Ácidos Húmicos + Pseudomona fluorescens (AHyPF 

d2), T5. Ácidos Fúlvicos + Azospirillum brasilense (AFyAzoz d1), T6. Ácidos 

Fúlvicos + Azospirillum brasilense (AFyAzoz d2), T7. Ácidos Fúlvicos + 

Pseudomona fluorescens (AFyPF d1), T8. Ácidos Fúlvicos + Pseudomona 

fluorescens (AFyPF d1), T9. Mezcla AH y AF + Azospirillum brasilense 

(MHyF+Azoz d1), T10. Mezcla AH y AF + Azospirillum brasilense (MHyF+Azoz 

d2), T11. Control (Solución Steiner). Las sustancias húmicas fueron aplicadas 

cada 15 días y las rizobacterias cada 30 días, los tratamientos fueron puestos 

directamente en el suelo en la base de las raíces de la planta. Se utilizaron 7 

plantas de fresa para cada tratamiento incluido el testigo.  

Variables evaluadas.  

El Nitrógeno se cuantificó por el método micro Kjeldahl (A.O.A.C. 1980) se pesó 

una muestra de 0.05 g de material vegetal seco molido (Hoja, raíz y fruto de 

fresa), se colocaron en un matraz de digestión, donde se agregaron 5 ml de 

mezcla digestora y después se colocó en el digestor a una temperatura de 350 

ºC dentro de una campana extractora hasta que la muestra alcanzo un color 

verde limón, para después dejarse enfriar y llevarla al destilador micro Kjeldahl. 
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Una vez que se obtuvo el destilado se titula con H2SO4 a 0.025 N hasta viraje de 

verde a rosa, para la obtención del % de Nitrógeno en el tejido vegetal se realiza 

el siguiente cálculo: 

% 𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑜

=  
(𝑚𝐿 𝑔𝑎𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝐻2𝑆𝑂4 − 𝑚𝐿 𝑔𝑎𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)(100)(0.014)(𝑁)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 

Donde N= Normalidad del ácido sulfúrico 

Para la determinación de Magnesio (Mg), Calcio (Ca), Potasio  (K) y  Hierro (Fe), 

se utilizó el método de digestión por vía seca, se deshidrató el material vegetal 

(hoja, raíz y fruto de fresa) en una estufa de secado (marca Mapsa modelo HDP 

334), se molió y se tomó una muestra de 0.5 g, dicha muestra se sometió a 

calcinación a una temperatura de 650 °C durante tres horas en una mufla hasta 

obtener ceniza blanca, después a la muestra calcinada se le agregaron 5 ml de 

HCl al 20%, se filtró y aforó con agua desionizada a 50 ml. Se leyó la muestra en 

un espectrofotómetro de absorción atómica (marca PERKIN ELMER modelo 

2380 (Shirin et al. 2008). En los cálculos se utiliza la siguiente fórmula: Donde: 

C= concentración del elemento dada por el equipo, V= Volumen de la digestión 

en mL, W= Peso de la muestra en gramos.md. f.= Factor de dilución 

𝐸𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (
𝜇𝑔

𝑔
) =  

(𝐶)(𝑉)(𝑑. 𝑓. )

(𝑊)
 

Para la determinación de Fósforo se empleó el método colorimétrico (Bray Y 

Kurtz 1945), se deshidrató el material vegetal (hoja, raíz y fruto de fresa), se 

ocuparon con 0.5 g de muestra y se sometió a calcinación a una temperatura de 
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650°C durante tres horas en una mufla. después a la muestra calcinada se le 

agregaron 5 mL de HCl al 20%, se filtró y aforó con agua desionizada a 50 ml. 

Posteriormente se tomó una alícuota de 1ml en un tubo de ensayo se le agrego 

5ml de molibdato de amonio y 2ml de reactivo Aminonatolsulfonico (ANSA) se 

agito el tubo y se dejó reposar durante 20 minutos. Se leyó la muestra en un 

espectrofotómetro UV.VIS a una longitud de onda de 640nm. La absorbancia 

obtenida se utiliza para realizar el cálculo de acuerdo a la siguiente fórmula: 

Donde: Dilución = Peso de muestra / Volumen de aforación. 

𝑚𝑔

𝑔
=  

(𝐿𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑓𝑜𝑡ó𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜) ( 10−3)

(𝑔)(𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛)
 

Análisis estadístico. Las diferencias significativas entre los tratamientos se 

determinaron con un análisis de varianza (ANOVA) y la separación de medias se 

realizó con la prueba de LSD de Fisher (P≤ 0.05). Se utilizó el paquete estadístico 

Infostat versión (2020). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Minerales en hoja y raíz de fresa. Se evaluó la concentración de Nitrógeno (N) 

en hoja y raíz en el cultivo de fresa (Figura 1), de los elementos nutricionales el 

Nitrógeno es requerido en mayores cantidades, su disponibilidad y concentración 

interna afectan su acumulación en la biomasa de raíces y brotes (Bown et al. 

2010). La concentración de N en la hoja presentó diferencias significativas entre 

los tratamientos, donde la aplicación de AFyAzoz d1 y la MHyF+Azoz d1, 

incrementaron el Nitrógeno en 41.3 y 38.1 % con respecto al Control, el resto de 

los tratamientos estudiados se comportaron estadísticamente iguales al testigo, 
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estos resultados son parecidos con lo realizado por Kumar et al. (2019), al utilizar 

ácidos fúlvicos que fueron aplicadas al cultivo de maíz incrementaron el 

Nitrógeno en 36.0 % con respecto al control.  

 

Figura 1. Concentración de Nitrógeno en hoja y raíz de fresa variedad San 
Andreas con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. La 
barra en cada columna representa el error estándar y los valores con 
la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 
Fisher (P≤0.05).  

 

En un estudio por Filho et al. (2018) al aplicar fuentes de Nitrógeno con la 

inoculación de Azospirillum brasilense incrementaron el nitrógeno en el cultivo de 

trigo, las cepas de Azospirillum son capaces de fijar nitrógeno atmosférico 

eficientemente y se observa en un incremento en el contenido total de nitrógeno 

en hojas y granos de plantas inoculadas (Bashan et al. 1990). 

En un experimento realizado por Leite et al. (2020), con adición de ácidos 

húmicos más urea incrementaron el nitrógeno foliar en caña de azúcar en 6 %. 
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El incremento de N en hojas observado en nuestro estudio se debe posiblemente 

a la combinación sustancias húmicas con cepas de rizobacterias eficientes en la 

absorción de nitrógeno.  

La concentración de Nitrógeno en la raíz (Figura 1) se incrementó con la 

aplicación de AFyAzoz d2 en 35.8 % y con la MHyF+Azoz d1 en 34.1 %, el resto 

de los tratamientos fueron estadísticamente iguales al control. En un estudio por 

Guerrero et al. (2014) al usar una cepa de Azospirillum brasilense y aplicada a 

plantas de fresa, al evaluar el nitrógeno en raíz encontraron diferencias 

estadísticas entre las aplicaciones de la rizobacteria en comparación con testigo 

sin inocular. Las cepas de Azospirillum colonizan principalmente los tejidos de la 

raíz producen un efecto importante al aumentar el área de la raíz y mejoran la 

nutrición de las plantas (Bashan y de Bashan 2010). La concentración de Fosforo 

(P) en hoja y raíz de plantas de fresa se observan en la Figura 2, el fósforo es un 

macronutriente esencial que influye en el desarrollo de las raíces, el crecimiento 

de las plantas y la productividad de los cultivos (Shen et al. 2011).  
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Figura 2. Concentración de Fosforo en hoja y raíz de fresa variedad San 
Andreas con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. La 
barra en cada columna representa el error estándar y los valores con 
la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 
Fisher (P≤0.05).  

 
El P es un componente crucial de las biomoléculas, incluida la adenosin trifosfato 

(ATP), ácidos nucleicos y fosfolípidos (Mogollón et al. 2008). La concentración de 

fosforo en hoja se favoreció con la aplicación de AFyPF d1 y los AFyAzoz d1 con 

un incremento de 14.6 y 9.7 % respectivamente en comparación con el testigo, 

estos resultados coinciden con lo reportado por Galindo et al. (2016) al realizar 

inoculaciones de Azospirillum brasilense en cultivo de maíz incremento el fosforo 

foliar en 8.7 % en comparación con el testigo sin inoculación. Sin embargo, Arıkan 

et al. (2020) al aplicar rizobacterias del genero Pseudomonas en plantas de fresa 

incrementaron el fosforo en 30.6 % comparado con el control. Ortiz et al. (2016) 
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al utilizar cuatro cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal se 

utilizaron por su capacidad de solubilización de fosfatos (Pseudomonas tolassi 

A46 y P61, Paenibacillus polymyxa BPS1.1 y Bacillus pumilus R-44) al aplicarlas 

en plantas de fresa variedad CP-LE-7, incrementaron el fosforo en parte aérea 

de la planta en 26.9 % en comparación con el testigo sin inoculación.  

La concentración de Fosforo en raíz (Figura 2) se benefició con la mayoría de los 

tratamientos, el incremento respecto al control fue de AFyMM d2 en (22.0 %), los 

AFyAzoz d1 y los MHyF+Azoz d2 en (13.8 %), con los AFyMM d1, AHyPF d2, 

AFyAzoz d2, AFyPF d1, d2 y la MHyF+Azoz d1 el incremento fue del (11.1 %), el 

tratamiento AHyPF d1 estadísticamente fue igual al control. En un experimento 

realizado por Turan et al. (2021) al utilizar ácidos fúlvicos en combinación con 

rizobacterias al ser aplicados en el cultivo de tomate cherry incremento en 90 % 

la concentración de fosforo en raíz, este incremento elevado podría deberse a 

que el consorcio de microorganismos aplicados en su estudio fue mayor en 

número de cepas bacterianas a las que se utilizaron en nuestro estudio, las 

rizobacterias utilizadas por estos autores posiblemente incremento la absorción 

de fosforo en la raíz.  

El potasio (K) en hoja de fresa se incrementó con la aplicación de MHyF+Azoz 

d1, AFyMM d2 y los AFyAzoz d2 en 38.9, 32.2, 29.8 % respectivamente en 

comparación al control, el resto de los tratamientos se comportaron 

estadísticamente iguales al testigo (Figura 3).  En un estudio por Hernández et 

al. (2019) evaluaron la efectividad de Azospirillum spp, sobre el contenido 

nutrimental de moringa donde obtuvieron un incremento en potasio de 55.5 % 
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con respecto al tratamiento sin inoculación. Soppelsa et al. (2019) con 

aplicaciones de bioestimulantes como los ácidos húmicos incrementaron en 7.9 

% la concentración de potasio en hoja, este incremento inferior podría deberse a 

que estos autores utilizaron los ácidos húmicos solos y no se potencializo la 

absorción de K con la ayuda de rizobacterias. 

 

Figura 3. Concentración de Potasio en hoja y raíz de fresa variedad San 
Andreas con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. La 
barra en cada columna representa el error estándar y los valores con 
la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 
Fisher (P≤0.05).  

 

La concentración de potasio en raíz de fresa (Figura 3),  se benefició con la 

aplicación de AFyAzoz d2 con un incremento de 40.6 % en comparación con el 

testigo, el tratamiento MHyF+Azoz d1 incremento el Potasio en 23.7 % sin 

embargo estadísticamente se comportó igual al testigo, así como el resto de los 

tratamientos, estos resultados son diferentes a lo encontrado por Guerrero et al. 
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(2014), al realizar el análisis de la composición mineral de la raíz de la fresa 

inoculada con Azospirillum brasilense y un control sin inoculación, al evaluar el 

potasio no observaron diferencias estadísticas entre los tratamientos.  

La evaluación de calcio (Ca) en hoja y raíz en fresa se observa en la Figura 4, el 

calcio es un nutriente vegetal esencial, como catión divalente (Ca 2+), es 

necesario para funciones estructurales en la pared celular de las membranas y 

como mensajero intracelular en el citosol (White y Broadley, 2003). La 

concentración de Ca en hoja se favoreció con los tratamientos AFyMM d2 y los 

AFyMM d1 mostrando un incremento de 39.1 y 27.0 % respectivamente en 

comparación con el control, los demás tratamientos aplicados se comportaron 

iguales al testigo, estos resultados son parecidos a lo reportado por Husein y 

Hassan (2016) al aplicar ácidos fúlvicos en el cultivo de tomate incrementaron el 

calcio en 40 %. Sin embargo, Suh et al. (2014) al evaluar los ácidos fúlvicos 

aplicados en forma foliar al cultivo de tomate incremento en 9% la concentración 

de calcio en hojas, el incremento observado en nuestro experimento podría 

deberse a que se utilizaron diferentes dosis de ácidos fúlvicos y otra vía de 

aplicación.  
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Figura 4. Concentración de Calcio en hoja y raíz de fresa variedad San 
Andreas con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. La 
barra en cada columna representa el error estándar y los valores con 
la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 
Fisher (P≤0.05).  

Las plantas que crecen con Ca adecuado en sus hábitats naturales tienen 

concentraciones de Ca en los brotes entre 0.1 y 5% (Hirschi, 2004). Esta 

concentración de Ca pudo observarse en el experimento al realizar en el análisis 

mineral.  El calcio en raíz de plantas de fresa no demostró diferencias 

significativas entre los tratamientos, esto coincide con Galindo et al. (2016), al 

realizar inoculaciones Azospirillum brasilense en el cultivo de maíz al evaluar el 

calcio no encontraron diferencias entre los tratamientos en comparación con el 

tratamiento sin inocular, de igual manera Zhang et al. (2021), al aplicar ácidos 

fúlvicos en cultivo de tomate no observo diferencias entre tratamientos. 

El Magnesio (Mg) fue evaluado en hoja y raíz en el cultivo de fresa (Figura 5), el 

Mg es un nutriente esencial para el desarrollo de las plantas, constituye el núcleo 
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de la molécula de clorofila, pigmento de las hojas que se necesita para realizar 

la fotosíntesis (Gerendás y Führs, 2013). El Mg en hoja se incrementó con la 

aplicación de AFyAzoz d1 en 83.3 % en comparación con el control, los AHyPF 

d2 incrementaron en 63.8% sin embargo estadísticamente fue igual al control 

como el resto de los tratamientos, los resultados fueron parecidos a Aghaeifard 

et al., (2015), en una investigación donde estudiaron la influencia de diferentes 

niveles de ácidos húmicos en el cultivo de fresa incrementaron el Mg en hoja con 

56%. Sin embargo, es diferente a lo reportado por Soppelsa et al. (2019), al 

aplicar ácidos húmicos como bioestimulante en cultivo de fresa incremento el 

Magnesio en hoja en 2.6% en comparación con el control.  En una investigación 

por Zhang et al. (2021), al utilizar ácidos fúlvicos y aplicados a diferentes 

concentraciones en el cultivo de tomate al evaluar el Mg en hoja no encontraron 

diferencias estadísticas entre tratamientos. 

El magnesio en raíz de fresa se favoreció con la aplicación de AFyPF d2 y los 

AHyPF d2 con un incremento de 75.0 y 62.5 % respectivamente comparados con 

el control, los demás tratamientos se comportaron significativamente iguales al 

testigo. Estos resultados son parecidos Türkmen et al. (2004) con aplicaciones 

de ácidos húmicos influyeron significativamente en el contenido de Mg en raíces 

de plántulas de tomate en 56 % con respecto al control.  
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Figura 5. Concentración de Magnesio en hoja y raíz de fresa variedad San 
Andreas con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. La 
barra en cada columna representa el error estándar y los valores con 
la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 
Fisher (P≤0.05).  

El Hierro (Fe) en hoja y raíz en plantas de fresa se muestra en la Figura 6, en las 

plantas el Fe es necesario para la fotosíntesis y la síntesis de clorofila, el Fe es 

un componente central de las cadenas de electrones y un cofactor de muchas 

enzimas vitales (Kroh y Pilon 2020). El Fe en hoja se incrementó con la aplicación 

de AFyMM d2 y d1 con 105 y 70 % con respecto al control, el resto de los 

tratamientos se comportaron estadísticamente iguales al testigo. El Fe en hoja se 

incrementó con la aplicación de ácidos fúlvicos y la mezcla de microorganismos 

de los cuales se encuentran las Pseudomonas fluorescens y putida, esto coincide 

con un estudio por Sah et al. (2017) al aplicar una rizobacteria del genero 

pseudomonas en el cultivo de maíz, incremento el Fe en hoja en 130 % en 
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comparación con el control sin inocular.  La rizobacteria Pseudomonas produce 

sideróforos que solubilizan Fe en el suelo, actúan como quelatos y transportan 

Fe a raíces de las plantas que ayudan en su crecimiento (Sharma y Johri 2003). 

El Fe en raíz fue favorecido con la aplicación de AFyMM d1 y los AFyAzoz d1 con 

incremento de 29.7 y 28.5 % en comparación con el control, los demás 

tratamientos fueron iguales al testigo. En un estudio por Abros et al. (2015) al 

evaluar el aporte de hierro con ácidos húmicos en plantas de trigo, incrementaron 

el hierro en raíz en 68.3 % en comparación con el control.  Sin embargo, fue 

diferente a lo reportado por Suh et al. (2014) al evaluar el hierro en hoja de 

tomate, aplicando los ácidos fúlvicos no encontraron diferencias entre 

tratamientos. 

 

Figura 6. Concentración de Hierro en hoja y raíz de fresa variedad San 
Andreas con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. La 
barra en cada columna representa el error estándar y los valores con 
la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 
Fisher (P≤0.05).  
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Minerales en fruto de fresa. El contenido mineral de fruto de fresa se observa 

en la Tabla 2, el Nitrógeno se favoreció con aplicaciones de MHyF+Azoz d1, d2, 

AHyPF d1, AFyAzoz d1 y con los AFyMM d1 el incremento fue de 35.2, 23.5, 

23.5, 23.5 y 17.6 % respectivamente en comparación con el control, el resto de 

los tratamientos estadísticamente fueron iguales al control. Estos resultados son 

parecidos a lo reportado porTuran et al. (2021) con el uso de ácidos fúlvicos más 

rizobacterias del genero Azotobacter, Azospirillum y bacillus aplicados al cultivo 

de tomate incrementaron en 32 % el nitrógeno en fruto. También coincide con 

Türkmen et al. (2004), al determinar los efectos de ácidos húmicos en 

combinación con aplicaciones de nitrógeno sobre el contenido de nutrientes en 

lechuga, incrementaron la concentración de nitrógeno en 23% con respecto al 

control. 

El fosforo se incrementó con los tratamientos AFyPF d1 y con los AHyPF d2 en 

11.3 y 7.5 % comparado con el testigo, los demás tratamientos evaluados se 

comportaron estadísticamente iguales al testigo. Abdel et al. (2019), con 

aplicación de ácidos fúlvicos en el cultivo de haba incrementaron el contenido de 

fosforo en 50%. De igual manera Husein et al.  (2015), al aplicar ácidos húmicos 

más fúlvicos en tomate, incrementó el fósforo en 118% con respecto al testigo, 

este incremento posiblemente fue a que utilizaron diferente dosis y la forma de 

aplicación.  

El contenido de Potasio en el fruto no mostro diferencias significativas entre los 

tratamientos, estos resultados coinciden con lo reportado por Zhang et al. (2021), 

al aplicar ácidos fúlvicos en diferentes vías de aplicación en el cultivo de tomate 
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no encontraron diferencias estadísticas con respecto al control al evaluar el 

potasio en fruto. El calcio en fruto se favoreció con los tratamientos AHyPF d2 y 

los AFyPF d2 y obtuvo un incremento de 60.3 y 35.4 % en comparación con el 

control, el resto de los tratamientos se comportaron estadísticamente iguales al 

control. 

Tabla 2. Contenido mineral en fruto de fresa variedad san Andreas con 
aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. 

Tratamientos N 
(%) 

P 
mg/100

g 

K 
mg/100

g 

Ca 
mg/100

g 

Mg 
mg/100

g 

Fe 
ppm 

 

AFyMM d1 2.0bcd 15.3c 127.5a 35.9bc 16.6a 362.7bc 
AF MM d2 1.7de 15.8c 140.1a 29.9bcd 17.6a 360.7bc 
AHyPF d1 2.1ab 15.8c 147.3a 32.3bcd 15.5a 330.5c 
AHyPF d2 1.7e 17.0ab 136.1a 45.7a 13.4a 493.5a 
AFyAzoz d1 2.1abc 15.7c 141.8a 32.7bcd 15.1a 384.7bc 
AFyAzoz d2 1.8cde 15.4c 155.6a 26.0d 18.0a 338.0c 
AFyPF d1 1.8cde 17.6a 130.7a 35.2bc 14.7a 386.0bc 
AFyPF d2 1.8cde 15.7c 135.3a 38.6ab 18.0a 457.7ab 
MHyF+Azoz d1 2.3 a 16.1bc 142.0a 29.6cd 17.9a 349.7c 
MHyF+Azoz d2 2.1ab 16.c 144.5a 30.3bcd 16.7a 379.0bc 
Control 1.7e 15.8c 140.5a 28.5cd 12.6a 369.2bc 
DMS 0.269 0.875 23.865 8.974 4.465 99.576 
Significancia ** ** ns ** ns ** 

 
Valores con la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales 
LSD Fisher (P≤0.05). DMS= Diferencia mínima significativa * = Significativo, **= 
Altamente significativo, ns= No significativo. 
 

Estos resultados son parecidos a lo reportado por Sönmez y Gülser (2016), al 

realizar un estudio con el fin de determinar los efectos del nitrato de calcio y 

aplicaciones de ácidos húmicos en la absorción de nutrientes de plántulas de 

pimiento bajo estrés salino, reportan en calcio un incremento de 36 y 70% 

respecto al control. Sin embargo, fueron diferentes a Tursun et al. (2018) donde 

evaluaron loss efectos de ácidos húmicos en perejil bajo diferentes 
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concentraciones de boro para determinar la absorción de nutrientes esenciales, 

reportan que no encontraron diferencias entre tratamientos al evaluar el calcio, 

debido posiblemente a que el boro tiene una relación antagónica con el calcio 

(Gezgin y Hamurcu, 2006). 

En la concentración de Magnesio (Mg) en fruto no se observaron diferencias 

significativas entre los tratamientos aplicados, esto coincide con Galindo et al. 

(2016), al aplicar Azospirillum brasilense en el cultivo de maíz al evaluar el 

magnesio no encontraron diferencias significativas en comparación con el control 

sin inoculación. También concuerda con Pilanal et al. (2015), al evaluar ácidos 

húmicos aplicados a plantas de fresa no encontraron diferencias entre 

tratamientos al evaluar minerales como el magnesio, esto puede atribuirse a que 

la aplicación de ácido húmico a dosis altas posiblemente inhibe la absorción de 

nutrientes en fresa.  

El Hierro (Fe) se incrementó con AHyPF d2 en 33.6 % con respecto al control, 

los AFyPF d2 también incrementaron al Fe en 23.8 % sin embargo 

estadísticamente fue igual al control, así como el resto de los tratamientos. Pii et 

al. (2018) con la inoculación de raíces bacterianas favorecieron 

significativamente el contenido de micronutrientes en frutas de fresa, las plantas 

tratadas con Azospirillum brasilense mostraron una mayor concentración de 

hierro (Fe) y zinc (Zn). 

Conclusiones. 

Los bioestimulantes con sustancias húmicas y rizobacterias favorecieron la 

absorción de minerales en plantas de fresa, la concentración de N en hoja se 
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incrementó con  los Ácidos Fúlvicos y Azospirillum d1, el N en fruto con la Mezcla 

de Húmicos y Fúlvicos + Azozpirillum d1, el P hoja y fruto se favoreció con Ácidos 

Fúlvicos y Pseudomona fluorescens d1, el K en hoja aumentó con la Mezcla de 

Húmicos y Fúlvicos + Azozpirillum d1, el Ca en hoja se favoreció con Ácidos 

Fúlvicos y Mezcla de Microorganismos d1, el Ca en fruto con Ácidos Húmicos y 

Pseudomona fluorescens  d2, el Mg hoja se acrecentó con Ácidos Fúlvicos y 

Azozpirillum d1, el Mg en raíz con  Ácidos Fúlvicos y Pseudomona fluorescens 

d2 ,  el Fe en fruto se benefició con Ácidos Húmicos y Pseudomona fluorescens  

d2. Los bioestimulantes son una alternativa tecnológica y ecológica para 

incrementar el contenido mineral en el cultivo de fresa. 
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Resumen 

México es un importante productor en el cultivo de frambuesa (Rubus idaeus L.), 

sin embargo, la agricultura intensiva plantea serios problemas como la 

contaminación ambiental, disminución de la fertilidad del suelo, causado por el 

uso indiscriminado de fertilizantes químicos y plaguicidas, por lo que se buscan 

alternativas biotecnológicas favorables al medio ambiente. El objetivo de esta 
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investigación fue evaluar el efecto de un bioestimulante a base de sustancias 

húmicas y rizobacterias en variables agronómicas y de calidad en cultivo de 

frambuesa, realizada en la UAAAN en el año 2021, aplicando los siguientes 

tratamientos: 1. Ácidos Fúlvicos y Mezcla de microorganismos, 2. Ácidos 

Húmicos y Pseudomonas fluorescens, 3. Ácidos Fúlvicos y Azospirillum, 4. 

Ácidos Fúlvicos y Pseudomonas fluorescens, 5. Mezcla AH y AF   más 

Azospirillum y el Testigo, con dos diferentes dosis, D1: Ácidos húmicos y/o 

fúlvicos: 3 mL y microorganismo 5 mL, D2: Ácidos húmicos y/o fúlvicos: 3.5 mL y 

microorganismo 4 mL, con 4 repeticiones por tratamiento. La altura de planta 

incremento con AFyAzoz d1 en 24.3%, el peso de fruto se favoreció con AFyMM 

d2 en 37.8%, el rendimiento incremento con AFyPF d2 en 78.2%, los SST con 

AFyMM d1 en 23 %, la Vitamina C incremento en 20% con aplicación de AFyPF 

d2. En el análisis de componentes principales existe correlación positiva entre 

Numero de frutos y Altura de planta (r=0.94**), Rendimiento y Numero de frutos 

(r=0.91**). Los bioestimulantes con rizobacterias y sustancias húmicas son una 

alternativa biotecnológica para ser aplicada al cultivo de frambuesa. 

Palabras clave: Frambuesa, calidad, rizobacterias, sustancias húmicas. 

ABSTRACT 

Mexico is an important producer in the cultivation of raspberry (Rubus idaeus L.), 

however, intensive agriculture poses serious problems such as environmental 

pollution, decreased soil fertility, caused by the indiscriminate use of chemical 

fertilizers and pesticides, for what are sought biotechnological alternatives 
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favorable to the environment. The objective of this research was to evaluate the 

effect of a biostimulant based on humic substances and rhizobacteria on 

agronomic and quality variables in raspberry cultivation, carried out at the UAAAN 

in 2021, applying the following treatments: 1. Fulvic Acids and Mixture of 

microorganisms, 2. Humic Acids and Pseudomonas fluorescens, 3. Fulvic Acids 

and Azospirillum, 4. Fulvic Acids and Pseudomonas fluorescens, 5. Mix AH and 

AF plus Azospirillum and the Control, with two different doses, D1: Humic acids 

and/or fulvic: 3 mL and microorganism 5 mL, D2: Humic and/or fulvic acids: 3.5 

mL and microorganism 4 mL, with 4 repetitions per treatment. Plant height 

increased with AFyAzoz d1 by 24.3%, fruit weight was favored with AFyMM d2 by 

37.8%, yield increased with AFyPF d2 by 78.2%, SST with AFyMM d1 by 23%, 

Vitamin C increased by 20 % with application of AFyPF d2. In the principal 

component analysis there is a positive correlation between Number of fruits and 

Plant height (r=0.94**), Yield and Number of fruits (r=0.91**). Biostimulants with 

rhizobacteria and humic substances are a biotechnological alternative to be 

applied to raspberry cultivation. 

Keywords: Raspberry, quality, rhizobacteria, humic substances. 

INTRODUCCIÓN 

La frambuesa (Rubus idaeus L.), es una frutilla de gran importancia en algunos 

países, así como en México, pertenece a la familia Rosácea, es un arbusto del 

grupo de los berries se cultiva en algunos estados como Jalisco, Michoacán y 

Baja California con una producción de 104,080.19, 28,895.40 y 10,221.74 ton/ha 
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respectivamente (SIAP, 2020). El mercado de la frambuesa y berries en general, 

presenta condiciones alentadoras en el crecimiento de la demanda y su 

consumo; se busca desarrollar tecnologías innovadoras que aumenten la calidad, 

rendimiento y ayuden disminuir el daño ambiental (García y Sommerfeld, 2016). 

El uso extensivo de fertilizantes químicos plantea serios problemas como la 

contaminación ambiental, desarrolla la resistencia a plagas y perdida de fertilidad 

del suelo (Ye et al., 2020). Los bioestimulantes ofrecen un potencial para mejorar 

la producción y calidad de los cultivos, así como reducir el uso de fertilizantes 

(Quintero et al., 2018). El uso de bioestimulantes se está convirtiendo en una 

práctica común en los sistemas de producción, debido a su capacidad para 

cambiar los procesos fisiológicos de las plantas, relacionados con el crecimiento, 

la producción y la mitigación del estrés (Afonso et al., 2022).  

Las sustancias húmicas (SH), son los constituyentes naturales de la materia 

orgánica del suelo, resultantes de la descomposición de los residuos de la planta, 

animales y microbianos (Canellas y Olivares, 2014). Estas sustancias tienen 

efectos considerables sobre la fertilidad del suelo y la productividad de los cultivos 

debido a sus propiedades fisicoquímicas y bioquímicas únicas, juegan un papel 

vital en establecer interacciones bióticas y abióticas dentro de la rizosfera vegetal 

(Shah et al., 2018). Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) 

pueden interactuar con las plantas directamente aumentando la disponibilidad de 

nutrientes esenciales como nitrógeno, fósforo, hierro, la producción y regulación 

de compuestos involucrados en el crecimiento de las plantas como fitohormonas 

(Oleńska et al., 2020). Los inoculantes a base de rizobacterias son una alternativa 



92  

  

biotecnológica en la agricultura sustentable, que permite incrementar el 

rendimiento, disminuyendo los costos de producción en la práctica agrícola 

(Velasco et al., 2020). La aplicación combinada de un consorcio microbiano y 

sustancias húmicas mejoró el rendimiento en arándanos, lo que resulta en un 

efecto sinérgico cuando se combinan microorganismos benéficos y sustancias 

húmicas (Schoebitz et al.,2016). La aplicación de bacterias benéficas y humatos 

incrementó la productividad en tomate y las defensas de la planta (Olivares et al., 

2017). Inoculación de   rizobacterias y ácidos húmicos alteró la composición de 

los exudados de raíces en maíz, promoviendo un aumento en la cantidad y 

variedad de compuestos nitrogenados (Da Silva et al., 2014). Es probable que el 

mecanismo de las sustancias húmicas que afectan el crecimiento, desarrollo y 

productividad de las plantas se explique por su conexión con los 

microorganismos de la rizosfera y su activación por las secreciones de las raíces 

de las plantas tratadas con preparaciones húmicas (Bezuglova y Klimenko, 

2022). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) y las sustancias 

húmicas (HS) son opciones prometedoras para reducir el uso de pesticidas y 

fertilizantes minerales (Da Silva et al., 2021). Por lo que el objetivo de este estudio 

es evaluar el efecto de un bioestimulante a base de sustancias húmicas y 

rizobacterias, en variables agronómicas y calidad en cultivo de frambuesa. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Área de estudio. La investigación se realizó en un invernadero tipo túnel del 

Departamento de Horticultura, de la Universidad Autónoma Agraria Antonio 
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Narro, en Saltillo, Coahuila, México, que se localiza entre las coordenadas 

geográficas 25° 22’ de latitud norte y 101° 02’ longitud oeste y a una altitud de 

1,742 msnm. Se utilizaron plantas de frambuesa (xz28), fueron plantadas en el 

mes de febrero de 2021 a una edad de 2 meses, en la plantación se utilizaron 3 

camellones de suelo con 12 m de largo y 1 de ancho, se utilizó un sistema de 

riego por goteo con cintilla de 20 cm de separación entre goteros. 

Sustancias húmicas. Las sustancias húmicas y fúlvicas se extrajeron de 

Leonardita, compuesto orgánico mineral, aportado por la empresa minera DHD 

de México ubicada en Sabinas, Coahuila. La extracción se realizó con la 

metodología de López et al., (2014), utilizando hidróxido de potasio (KOH) 1 N, y 

para la separación se utilizó ácido acético hasta obtener un pH de 4, 

posteriormente 24 horas después, por decantación, se obtuvieron los ácidos 

fúlvicos con una coloración amarilla dorada, mientras los ácidos húmicos con 

apariencia de suelo y color café oscuro permanecieron en el fodo del contenedor. 

Material microbiológico y preparación de cepas bacterianas. Cepas de 

rizobacterias de Azospirillum brasilense, Pseudomona putida y Pseudomona 

fluorescens, fueron proporcionadas por la Colección Nacional de Cepas 

Microbianas y Cultivos Celulares, del Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. La rizobacteria Azospirillum 

brasilense se reactivó en medio de cultivo NRCB, las especies de Pseudomonas 

se sembraron en medio King B. En la preparación, las bacterias se cultivaron en 

caldo nutritivo y en agitación constante a 150 rpm durante 48 horas a 25º ±5 °C, 
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donde el crecimiento bacteriano fue evidenciado por la turbidez en el medio. La 

concentración celular bacteriana fue de 109 cel/ml de acuerdo la escala de 

turbidez Mc Farland (Mc Farland, 1907). 

Tratamientos. En el experimento se utilizaron los siguientes tratamientos: 1. 

Ácidos Fúlvicos y Mezcla de microorganismos (Pseudomona fluorescens, 

Pseudomona putida y Azospirillum brasilense), 2. Ácidos Húmicos y 

Pseudomona fluorescens, 3. Ácidos Fúlvicos y Azospirillum brasilense, 4. Ácidos 

Fúlvicos y Pseudomona fluorescens, 5. Mezcla AH y AF   más Azospirillum y el 

Control, con dos diferentes dosis, D1: Ácidos húmicos y/o fúlvicos: 3 ml y 

microorganismo 5 ml, D2: Ácidos húmicos y/o fúlvicos: 3.5 ml y microorganismo 

4 ml, en total fueron 10 tratamientos más el control (solución Steiner), se aplicaron 

las sustancias húmicas cada 15 días y las rizobacterias cada 30 días.  

Variables evaluadas.  

Las variables agronómicas se evaluaron al final del ciclo de cultivo, 180 días 

después del trasplante. La altura de planta se midió con cinta métrica desde la 

base de la corona hasta el ápice de la hoja más alta, el diámetro basal del tallo 

fue medido con un calibrador digital vernier marca STEREN modelo HER-411. El 

Peso de fruto fue registrado con bascula gramera marca TJ modelo MH-500. El 

Diámetro polar de fruto y Diámetro ecuatorial de fruto, fue medido con un 

calibrador digital vernier marca STEREN modelo HER-411, el Peso de fruto fue 

registrado con bascula gramera marca TJ modelo MH-500, el Numero de frutos 
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se registró por planta y en el Rendimiento se pesó el total de frutos por planta, se 

reportó como (g/planta).  

En las variables de calidad, los Solidos Solubles Totales (SST) se midieron 

colocando una gota de jugo del fruto de frambuesa sobre el lente del 

refractómetro digital marca HANNA modelo 96-801, las lecturas fueron 

expresadas en grados brix. El potencial de hidrogeno (pH), se midió con un 

potenciómetro digital HI98130 (Hanna Instruments). La acidez titulable se 

determinó por colorimetría de acuerdo a la AOAC, (2000), para ello se pesaron 

10 g de fruto de frambuesa, se maceró y luego se agregó 100 mL de agua 

desionizada y se filtró, del volumen total del filtrado se tomaron 10 mL en un 

matraz, se añadieron 2-3 gotas de fenolftaleína y se realizó la tinción con NaOH 

(0.1N) hasta viraje rosa de manera constante, la acidez titulable se expresa cómo 

% de ácido cítrico. La determinación de Vitamina C en fruto de frambuesa, fue 

con la metodología de Padayatt et al., (2001), se utilizaron 20 gramos de fruto 

fresco, se macero en mortero de porcelana con 10 mL de ácido clorhídrico (HCl) 

al 2%, posteriormente se le agregaron 100 ml de agua desionizada y se filtró con 

gasa, del volumen total del filtrado se tomó una proporción de 10 mL y se hizo la 

titulación con 2-6 diclorofenolindofenol, la Vitamina C se reportó en mg/100g. 

Análisis estadístico. Los datos se analizaron por medio de un análisis de 

varianza (ANOVA) usando el paquete estadístico Infostat versión (2020). Para la 

separación de medias se utilizó la prueba de LSD de Fisher (P≤ 0.05). El Análisis 
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de Componentes Principales, se realizó con el paquete computacional Minitab16 

(2009). 

Resultados y discusión. 

Variables agronómicas y de producción  

Se evaluó la altura de planta de frambuesa (Figura 1), se observan diferencias 

significativas entre tratamientos, la altura se benefició con la aplicación de 

AFyAzoz d1, AFyPF d2, MHyF + Azoz d1, AHyPF d2, MHyF + Azoz d2, AHyPF 

d1, AFyAzoz d2 el incremento con respecto al control fue de 24.3, 23.6,22.2, 21.6, 

15.5, 11.4 y 10.8%, el resto de los tratamientos se comportaron estadísticamente 

iguales al testigo.  

 

Figura 1. Altura de planta en frambuesa con aplicaciones de sustancias húmicas 

y rizobacterias. Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas 

entre tratamientos LSD de Fisher (P≤0.05) 
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Estos resultados coinciden con Schoebitz et al., (2016), al aplicar ácidos húmicos 

más un consorcio bacteriano en el cultivo de arandano incrementaron en 16.0% 

la altura de planta en comparación con el control. En un estudio por Esringü et 

al., (2015) con aplicaciones de ácidos fúlvicos incremento en 25.6% en la altura 

de planta ornamental Impatients walleriana L.  

Con aplicación de ácidos húmicos y fúlvicos se promueve el crecimiento de las 

plantas a través de efectos similares a las hormonas, ya que la descomposición 

de estas sustancias libera auxinas (Shahrajabian et al., 2021). La inoculación de 

rizobacterias producen varias fitohormonas que ingresan a la planta desde las 

raíces y pueden inducir alteraciones en la morfología, fisiología de los brotes y 

las hojas (Yong et al.,2014). 

En la evaluación del diámetro basal de tallo en plantas de frambuesa (Figura 2), 

se observa que la aplicación de AFyPFd2 y los AHyPF d2 incrementaron el 

diámetro de tallo en 30.4 y 20.8%, el resto de los tratamientos se comportaron 

iguales al testigo.  

 

Figura 2. Diámetro basal de tallo en frambuesa con aplicaciones de sustancias 

húmicas y rizobacterias. Letras diferentes entre barras indican diferencias 

significativas entre tratamientos LSD de Fisher (P≤0.05) 
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En un experimento realizado por Ekin, (2020) en plantas de cártamo con 

aplicación de ácidos húmicos incrementaron en 17.25% el diámetro de tallo con 

respecto al testigo. En un estudio por Protim et al., (2017), al inocular cepas del 

genero pseudomonas en plantas de ricino (Ricinus communis L.) incrementaron 

el diámetro de tallo en 10.6% comparado con la fertilización química. Este 

incremento observado en nuestro experimento pudo deberse a la combinación 

de sustancias húmicas y rizobacterias. 

El peso de fruto (Figura 3), se favoreció en forma significativa con la aplicación 

de AFyMM d2 y con AFyPF d2 donde obtuvieron un incremento de 37.8 y 24.9 % 

sin embargo este último tratamiento estadísticamente fue igual con el control, 

como el resto de los tratamientos. En un estudio por Zejak et al., (2021), al evaluar 

la producción y calidad de frutos frambuesa reporta en peso de fruto valores entre 

3.4 y 4.7g los cuales fueron similares a lo encontrado en este trabajo.  

 

Figura 3. Peso de fruto de frambuesa con aplicaciones de sustancias húmicas y 

rizobacterias. Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas 

entre tratamientos LSD de Fisher (P≤0.05) 
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El peso de fruto fue incrementado por los ácidos fúlvicos y húmicos, al respecto 

Kumar et al., (2005), al utilizar ácidos fúlvicos derivados de diferentes fuentes y 

aplicados al cultivo de maíz, obtuvo un incremento significativo en peso de grano 

de 4% con respecto al control, el incremento encontrado en nuestra investigación 

pudo deberse a que los ácidos fúlvicos fueron extraídos de Leonardita y no de 

extractos de plantas como los utilizados por Kumar et al., (2005) en su 

investigación. 

La evaluación del Diámetro ecuatorial de fruto (DEF) se observa en la Figura 4, 

el incremento observado en esta variable es con la aplicación de AFyMM d2, 

AFyPF d2, AFyAzoz d2 y AHyPF d2 con incrementos respecto al control de 44.5, 

29.8, 28.6 y 28.4%, los otros tratamientos aplicados se comportaron iguales al 

testigo. El diámetro polar de fruto (DPF) en Figura 4, se incrementó con los 

tratamientos AFyPF d2, AFyMM d2, AFyAzoz d1, con 13.3, 11.8 y 8.4%, les 

demás tratamientos estadísticamente fueron iguales al control. En un estudio por 

Abd El-Razek et al., (2020) con aplicaciones de ácidos húmicos y materia 

orgánica en cultivo de olivo, al evaluar el fruto incremento el DPF en 30.2 % y el 

DEF en 28.9%. Abd El-Rheem et al., (2017) con aplicaciones de ácidos fúlvicos 

con dosis 2 ml l-1 en árbol de persimón (Diospyros kaki L.) incremento el DPF en 

5.3 % y el DEF 8.8 %, este incremento menor observado podría deberse a que 

utilizaron diferente dosis al aplicar ácidos fúlvicos.  Espinosa et al., (2017) al 

aplicar rizobacterias como Pseudomonas lini con diferentes sustratos en el cultivo 

de tomate, al evaluar el fruto incremento el DPF en 6.1% y en DEF 4.0 % con 

respecto a su testigo sin rizobacteria. Sin embargo, Andrade-Sifuentes et al., 

(2020) al aplicar una bioinoculación con Azospirillum brasilense en cultivo de 

tomate no encontraron diferencias entre tratamientos al evaluar DPF y DEF.  
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Figura 4. Diámetro Ecuatorial de Fruto (DEF) y Diámetro Polar de Fruto (DPF) de 

frambuesa con aplicaciones de sustancias húmicas y rizobacterias. Letras 

diferentes entre barras indican diferencias significativas entre tratamientos LSD 

de Fisher (P≤0.05) 

El número de frutos (Figura 5), se incrementó con la aplicación de, AFyPF d2, 

AFyAzoz d1, MHyF+Azoz d2 y con AHyPF d2 con 45.8, 39.5, 33.3 y 29.1 % 

respectivamente respecto al control, el resto de los tratamientos estadísticamente 

fueron iguales al testigo. Estos resultados fueron parecidos a lo reportado por 
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Figura 5. Número de frutos de frambuesa con aplicaciones de sustancias 

húmicas y rizobacterias. Letras diferentes entre barras indican diferencias 

significativas entre tratamientos LSD de Fisher (P≤0.05). 

El rendimiento que se observa en la figura 6, se favoreció con la aplicación de los 
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estudio se debió posiblemente a la combinación de rizobacterias con sustancias 

húmicas que sirvieron de fuente de carbono. 

 

Figura 6. Rendimiento de frambuesa con aplicaciones de sustancias húmicas y 

rizobacterias. Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas 

entre tratamientos LSD de Fisher (P≤0.05). 
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comparación con su testigo. El porcentaje recomendado de sólidos disueltos en 

el fruto de frambuesa a la cosecha, es de 8.5 a 10º Brix (Contreras y González, 

2005), estos resultados coincidieron con lo presentado em nuestro estudio. El pH 

del fruto se incrementó con la aplicación de AFyMM d2 con un incremento 

respecto al control de 5.6 %. Estos resultados fueron parecidos a lo reportado por 

El-Beltagi et al., (2022), al aplicar un biofertilizante a base de rizobacterias de 

Azospirillum y Azotobacter en el cultivo de tomate cherry donde se incrementó el 

pH del jugo de fruto en 7 %.  

Cuadro 1. Variables de calidad en fruto de frambuesa con aplicación de 

sustancias húmicas y rizobacterias. 

Tratamientos SST 
(° brix) 

pH Acidez 
Titulable (%) 

Vitamina C 
(mg/100g) 

AF y MM d1 12.3a 3.55ab 0.96c 51.6ab 
AF y MM d2 10.3b 3.57a 1.23ab 49.1abc 
AH y PF d1 9.5b 3.38bc 1.21ab 50.0abc 
AH y PF d2 9.4b 3.45abc 1.18ab 53.8a 
AF y Azoz d1 9.6b 3.5abc 1.23ab 52.5ab 
AF y Azoz d2 9.3b 3.35c 1.25ab 48.4abc 
AF y PF d1 12.2a 3.55ab 1.08bc 43.9c 
AF y PF d2 10.4b 3.52abc 1.06bc 49.5abc 
MHyF + Azoz d1       9.2b 3.47abc 1.28a 46.7bc 
MHyF + Azoz d2 9.7b 3.37c 1.20ab 43.9c 
Control 10.0b 3.38bc 1.20ab 44.7c 
DMS 1.21 0.18 0.19 6.22 
Significancia  ** * * ** 

Valores con la misma letra dentro de columnas, son estadísticamente iguales LSD 

Fisher (P≤0.05). DMS = Diferencia mínima significativa * = Significativo, ** = Altamente 

significativo, ns = No significativo. 

Sin embargo, fueron diferentes a lo mencionado por Shehata et al., (2011) al 

aplicar ácidos húmicos en el cultivo de fresa, al evaluar el pH de fruto no 

encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos. Trujano-Fragoso et al., 

(2017), realizo la evaluación en frutos de frambuesa de los cultivares Adelita, 
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Erika, Lupita y Polka reportando valores de 3.42 a 3.83, estos mismos valores de 

pH fueron obtenidos en este estudio.  

En la acidez titulable del fruto se observa que los tratamientos se comportaron 

en su mayoría iguales al control, a excepción de AF y MM d1 (0.96%) que 

presento frutos con menor acidez con respecto a los demás tratamientos 

aplicados. Alvarado et al., (2016), al estudiar diferentes densidades de plantación 

en el cultivo de frambuesa al evaluar la acidez titulable reporto valores de 1.37 a 

1.42 % que fueron con más acidez a lo encontrado en nuestra investigación.  En 

un estudio realizado por Todeschini et al., (2018), donde utilizó cepas del genero 

Pseudomonas en combinación con hongos micorrízicos encontró un incremento 

de acidez titulable en fruto de fresa de 2.2 % con respecto a su control. Mientras 

que González et al., (2018), al aplicar la Pseudomonas lini en cultivo de tomate 

incremento en un 18.9 % la acidez del fruto con respecto al testigo sin 

inoculación. Orhan et al., (2018), al aplicar rizobacterias en el cultivo de 

frambuesa no encontró diferencias significativas entre tratamientos. 

La Vitamina C se benefició con los AH y PF d2 en (53.8 mg/100g), AF y Azoz d1 

(52.5 mg100/g)), y con aplicación de AF y MM d1 en (51.6 mg/100g), con 

incremento respecto al control de 20, 17 y 15%, el resto de los tratamientos 

estadísticamente fueron iguales al testigo. Ponder y Hallmann, (2020), en una 

investigación comparando la agricultura convencional y de forma orgánica, 

reporta que las frutas de frambuesa convencionales obtuvieron valores de 

Vitamina C de (55.4 mg / 100g) en comparación con las frutas orgánicas con 

https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Alicja-Ponder-2160556165
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(46.2 mg /100g). Aminifard et al., (2012), con aplicaciones de Ácidos fúlvicos en 

el cultivo de pimiento no observo diferencias entre tratamientos al evaluar la 

Vitamina C. Sin embargo, Eshghi y Garazhian, (2015) utilizando ácidos húmicos 

en aplicaciones al suelo vía drench en el cultivo de fresa, incrementaron la 

Vitamina C en 45% con respecto al control. 

Análisis de componentes principales  

Se realizó un Análisis de Componentes Principales (ACP) donde se incluyeron 

las variables agronómicas y de calidad en el cultivo de frambuesa. El análisis de 

los tres componentes principales de las poblaciones explica 85.9 % de la 

variación de datos de las 11 variables analizadas tal porcentaje resultó en sumar 

consecutivamente los valores proporcionales determinados en el análisis 

(Cuadro 2). De acuerdo con los vectores propios, en el primer componente 

principal las variables originales más importantes fueron: Peso fruto, Altura, 

Número de frutos, Rendimiento, las cuales contrastan con SST. En el segundo 

componente principal las variables con mayor influencia fueron: Acidez y Altura 

que contrastan con SST y pH. El tercer componente estuvo fuertemente influido 

por las variables: Peso de fruto y DEF que se relacionan negativamente con 

Diámetro de tallo.  

Cuadro 2. Valores y vectores propios para los tres primeros componentes 

principales de 11 variables evaluadas en el cultivo de frambuesa. 

 Componentes principales 

 1 2 3 

Valor propio 4.9677 3.0595 1.4160 
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Proporción (%) 45.2 27.8 12.9 

Acumulada (%) 45.2 73.0 85.9 

    

Variables Vectores propios 

Peso de fruto 0.362 -0.124 0.435 

SST -0.219 -0.478 -0.128 

Acidez 0.098 0.465 0.385 

Vitamina C 0.240 -0.146 -0.122 

DEF 0.310 -0.270 0.394 

DPF 0.342 -0.197 0.153 

pH 0.083 -0.499 0.117 

Diámetro de tallo 0.269 -0.234 -0.516 

Altura 0.362 0.263 -0.272 

Numero de frutos 0.375 0.180 -0.309 

Rendimiento 0.435 0.053 -0.057 

 

En la Figura 7 se observan las correlaciones entre las variables según los ángulos 

de los vectores que las representan. Se presentó una correlación positiva y 

altamente significativa entre las siguientes variables: Numero de frutos y Altura 

de planta (r=0.94**), Rendimiento y Numero de frutos (r=0.91**), Peso de fruto y 

DEF (r= 0.89**), Peso de fruto y DPF (r=0.85**).  Esto indica que el número de 

frutos fue favorecido por la altura de planta, y el rendimiento por el número de 

frutos, el peso de fruto fue influenciado por el DEF y DPF.  Respecto a las 

variables que presentan una relación negativa y altamente significativa se 

encuentran: Acidez de fruto y los SST (-0.86**). Por lo que los tratamientos con 

bajo porcentaje de acidez incremento los SST en el fruto de frambuesa. 
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Figura 7. Biplot de tratamientos con sustancias húmicas más rizobacterias yen 

variables agronómicas y de calidad de fruto en frambuesa  

Conclusiones 

Los bioestimulantes a base de sustancias húmicas y rizobacterias aplicadas al 

cultivo de frambuesa incrementaron el peso del fruto con los Ácidos Fúlvicos + 

Mezcla de Microorganismos d2 y los Ácidos Fúlvicos + Pseudomonas 

Fluorescens d2; el rendimiento se favoreció con la aplicación de Ácidos Fúlvicos 

+ Pseudomonas Fluorescens d2, los SST se favorecieron con los tratamientos 

Ácidos Fúlvicos + mezcla de microorganismos d1 y por los Ácidos Fúlvicos + 

Pseudomonas Fluorescens d1; la vitamina C se incrementó con Ácidos húmicos  

+ Pseudomonas Fluorescens d2 y los Ácidos Fúlvicos + Azospirillum brasilense 

d1. Existe correlación positiva y altamente significativa entre Numero de frutos y 
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Altura de planta, Rendimiento y Numero de fruto. Los bioestimulantes elaborados 

con sustancias húmicas combinadas con rizobacterias son una opción ecológica 

al manejo de abonos químicos, ayudan disminuir la contaminación de los suelos 

y el medio ambiente, favorecen parámetros agronómicos y de calidad en el cultivo 

de frambuesa. 
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CONCLUSIÓN GENERAL 

 

Los bioestimulantes  con sustancias húmicas y rizobacterias aplicadas al cultivo 

de fresa incrementaron variables agronómicas como el número de hojas con 

Ácidos Húmicos + Pseudomonas Fluorescens d2, el volumen de raíz con Ácidos 

Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d1, Ácidos Fúlvicos + Pseudomonas 

Fluorescens  d2 y Mezcla de Húmicos y Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d2; 

en variables fisiológicas se incrementó la Tasa de asimilación de CO2 con Ácidos 

Fúlvicos  + Pseudomonas Fluorescens  d1 y  con Ácidos Fúlvicos + Azospirillum 

brasiliense d1; en variables de producción aumento el  peso de fruto con 

aplicaciones de Ácidos Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d1 y Mezcla de 

Húmicos y Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d1 y el rendimiento con Ácidos 

Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d1 y d2, Ácidos Fúlvicos  y Mezcla de 

Microorganismos d2; en variables de calidad los SST se incrementaron con 

Ácidos Fúlvicos  + Pseudomonas Fluorescens  d1 y  la Mezcla de Húmicos y 

Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d1, la vitamina C con Ácidos Fúlvicos + 

Pseudomonas Fluorescens d2, Ácidos Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d2  y  

con la Mezcla de Húmicos y Fúlvicos + Azospirillum brasiliense d1. Las 

sustancias húmicas y rizobacterias favorecieron la absorción de minerales en 

plantas de fresa, la concentración de N en hoja se incrementó con  los Ácidos 

Fúlvicos y Azospirillum d1, el N en fruto con la Mezcla de Húmicos y Fúlvicos + 

Azozpirillum d1, el P hoja y fruto se favoreció con Ácidos Fúlvicos y Pseudomona 

fluorescens d1, el K en hoja aumentó con la Mezcla de Húmicos y Fúlvicos + 

Azozpirillum d1, el Ca en hoja se favoreció con Ácidos Fúlvicos y Mezcla de 

Microorganismos d1, el Ca en fruto con Ácidos Húmicos y Pseudomona 

fluorescens  d2, el Mg hoja se acrecentó con Ácidos Fúlvicos y Azozpirillum d1, 

el Mg en raíz con  Ácidos Fúlvicos y Pseudomona fluorescens d2 ,  el Fe en fruto 

se benefició con Ácidos Húmicos y Pseudomona fluorescens  d2. Los 

bioestimulantes aplicados al cultivo de frambuesa incrementaron el peso del fruto 

con los Ácidos Fúlvicos + Mezcla de Microorganismos d2 y los Ácidos Fúlvicos + 
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Pseudomonas Fluorescens d2; el rendimiento se favoreció con la aplicación de 

Ácidos Fúlvicos + Pseudomonas Fluorescens d2, los SST se favorecieron con 

los tratamientos Ácidos Fúlvicos + mezcla de microorganismos d1 y por los 

Ácidos Fúlvicos + Pseudomonas Fluorescens d1; la vitamina C se incrementó 

con Ácidos húmicos  + Pseudomonas Fluorescens d2 y los Ácidos Fúlvicos + 

Azospirillum brasilense d1. Los bioestimulantes son una alternativa ecológica que 

ayudan disminuir la contaminación de los suelos y el medio ambiente, favorecen 

al cultivo de fresa y frambuesa en cuanto a su producción y calidad de fruto. 
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