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RESUMEN

El aprovechamiento de los recursos naturales ha incrementado como
alternativa para mejorar los cultivos de gran importancia para el hombre.

En México el frijol es la leguminosa mas importante por: la superficie que
se siembra, la actividad econémica que genera y porque constituye la principal
fuente de proteina en el sector de la poblacion de bajos ingresos.

Existen microorganismos que pueden utilizarse en sustitucion de los
fertilizantes minerales solubles, ya que tienen la capacidad de promover el
crecimiento vegetal debido a la solubilizacién de fosfato y la fijacién biologica
del nitr6geno entre otros mecanismos.

El grupo de bacterias al que se conoce como Rhizobium, induce en las
raices de las leguminosas, la formacion de estructuras especializadas llamadas
nodulos dentro de los cuales, el nitrégeno gaseoso es reducido a amonio por
las bacterias a través de las enzimas llamadas nitrogenasa. Se estima que este
proceso contribuye entre el 60-80 % de la fijacion biolégica de nitrégeno.

En este trabajo se utilizé frijol criollo negro nativo del municipio de
Hueytlalpan Puebla, el frijol se inoculd con microorganismos fijadores de
nitrégeno y solubilizadores de fosfatos para obtener una mejor produccién y al
mismo tiempo disminuir el uso de fertilizantes quimicos. Los microorganismos
utilizados fueron: Klebsiella pneumoniae, Rhizobium sp. Rhizobium tropici,
Trichoderma asperellum, Azospirillum brasilense, Acinetobacter calcoaceticus y
Chromobacterium violaceum. Se determind el efecto de la aplicacion de
microorganismos benéficos y la biofortificacion en el desarrollo de plantas del
cultivo de frijol criollo negro en un ensayo de invernadero hasta la etapa de
formacion de vainas. Esta investigacion se realiz6 en invernadero a una
temperatura promedio de 28 °C, se utlizaron 12 tratamientos con 10
repeticiones en un disefio de bloques al azar. Cinco repeticiones de cada
tratamiento se trataron con fertilizacion foliar y los parametros evaluados
fueron: el porcentaje de germinacion, numero de hojas, numero de ramas,
altura, el niumero de vainas, masa seca de raiz, y vainas, posteriormente se
realizo el andlisis estadistico.

De los microorganismos benéficos aplicados en plantas de frijol, los que
presentaron un mayor porcentaje en los parametros evaluados fueron la cepa

KMT10-2 de K. pneumoniae con y sin fertilizacion foliar, la cepa de Rhizobium
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tropici (CIAT 899) y la mezcla de Trichoderma asperellum con las cepas de A.
brasilense junto con la fertilizacion foliar respecto a los demas tratamientos. La
altura de las plantas se vio favorecida en el tratamiento inoculado con la cepa
M4 de Rhizobium sp. y la mezcla de las cepas C. violaceum BUAP 35 mas A.
calcoaceticus BUAP 40 adicionando la fertilizacion foliar también present6 un
incremento en comparacion al control. La mezcla de Trichoderma asperellum
con Azospirillum brasilense presenté incremento significativo con respecto al
control en el nimero de ramas, sin embargo, a las plantas que se les aplico la
fertilizacion foliar la respuesta mas Optima se observo en el tratamiento con K.
pneumoniae. Las cepas que presentaron mejor respuesta en cuanto al numero
de hojas en plantas sin fertilizacion foliar fueron las cepas solubilizadoras de
fosfatos, mientras tanto la fertilizacion foliar con K. pneumoniae resulto ser la

MAas representativa.

Palabras clave: Cultivo de frijol, suelo, microorganismos, biofertilizacion,

biofortificacion.

vii



1. INTRODUCCION

El frijol en México se considera como estrategia en el desarrollo rural y
social del pais, ya que representa toda una tradicion productiva y de consumo,
cumpliendo diversas funciones tanto de carécter alimentario como para el
desarrollo socioeconémico.

La planta de frijol es anual, herbacea, aunque es una especie termofila, es
decir que no soporta heladas; se cultiva esencialmente para obtener la semilla,
las cuales tienen un alto grado de proteinas de aproximadamente un 22%.

La creciente necesidad de producir alimentos a nivel mundial, nos impulsa a
ser eficientes y efectivos en la generacién de nuevas y mejores alternativas
tecnolégicas de produccién de frijol, para ponerlas a disposicion de los
grandes, medianos y pequefios productores a nivel nacional. El frijol es vital en
la dieta diaria de la poblacion, superado en consumo solamente por el maiz
(Danilo, 2011).

Los microorganismos benéficos del suelo han generado interés en su
estudio, ya que pueden promover el crecimiento de las plantas y en algunos
casos también pueden evitar la infeccion del tejido vegetal por patégenos. Los
microorganismos de vida libre se asocian a particulas del suelo por lo que
interactan con las raices de las plantas al encontrarse en los granulos de
suelo adheridos a las mismas en la rizosfera donde son capaces de ejercer un
conjunto de interacciones producto de la competencia por nutrientes. Por medio
de esta interaccién se liberan compuestos organicos solubles por exudacion de
la raiz de la planta. (Bacilio-Jiménez et al., 2003; Ahemad y Kribet, 2014).

Las bacterias benéficas del suelo juegan un papel importante para las
plantas, ya que al asociarse con ellas pueden promover el crecimiento y
desarrollo asi como evitar la infeccion del tejido vegetal por otros organismos
patdgenos del suelo (Pefia y Reyes, 2007).

El nitrdgeno es un elemento necesario en la composicidbn quimica de
proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares, siendo asi una
molécula esencial para el crecimiento de todos los organismos. En la atmosfera
el nitrégeno ocupa aproximadamente el 80% en la forma diatdmica N=N; sin
embargo, debido al triple enlace entre los dos atomos de nitrégeno, hace a la

molécula inerte por lo que no puede ser aprovechado por la mayoria de las



formas vivientes, sino sélo por un pequefio grupo de microorganismos
altamente especializados, que incluyen algas, bacterias y actinomicetos (Mayz,
2004). Para ser utilizado en el crecimiento, este debe ser primero reducido y
luego “fijado” (combinado) en la forma de iones amonio (NH",4) o nitrato (NO3).
El proceso a través del cual esos microorganismos reducen el nitrogeno hasta
una forma utilizable es conocido como Fijacion Biologica de Nitrégeno. El
proceso puede ser llevado a cabo por los microorganismos en vida libre o en
simbiosis con plantas, y el mismo no solo permite usar el nitrégeno atmosférico
sino también revertir o reducir la degradacion del suelo (Parsons y Sunley,
2001).

Los altos costos de produccion y los precios relativamente bajos del frijol
gue han prevalecido en los ultimos afios han originado que el cultivo del frijol
haya sido desplazado, por otros mas remunerativos. Los retos en el cultivo del
frijol consisten en resolver los problemas del productor minifundista asi como
del productor de escala comercial, y en este ultimo caso, generar tecnologia
que permita abatir los costos de produccién del grano para que sean
competitivos (Oliver-Rodriguez, 2004).

En este trabajo se proponen alternativas con las que se puede aprovechar
los recursos naturales a través del uso de microorganismos benéficos mediante
la implementacion de biotecnologias que tengan bajos costos de produccién y

gue no afecten el medio ambiente.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del frijol

A partir del siglo XX los cientificos empezaron a aceptar al Nuevo Mundo
como centro de origen del frijol comin basandose en las observaciones en
restos arqueoldgicos, primero del Peru y tiempo después del Suroeste de los
EE. UU. Y se concluyo6 que el frijol comun se habia originado en las Américas,
lo que llevd a contradecir la creencia de un origen asidtico que se habia
sostenido por muchos siglos, por ejemplo, como lo habia sugerido Linneus que
su origen habia sido en la India. Mas tarde fueron adicionando evidencias que
afirmaban que P. vulgaris era de origen americano, basandose principalmente
en datos arqueoldgicos, botanicos, historicos y linguisticos (Rosas, 2003).

Los frijoles del género Phaseolus se domesticaron hace mas de 7000
afos. Durante este proceso el frijol se convirti6 en uno de los tres cultivos
principales de la milpa porque ademas de ofrecer vainas tiernas para su
consumo inmediato, o0 semillas secas para su almacenamiento vy
posteriormente consumirlas, ayuda a fijar en el suelo el nitrdgeno que el maiz

requiere para crecer (Mufioz, 2010).

2.2. El frijol y su importancia.

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa que ha formado parte
de la dieta de muchos pueblos debido a su valor alimenticio. EI consumo de
frijol en el mundo no se ha generalizado como sucede con otros granos como
el trigo o el maiz, sin embargo, es un grano cuyo consumo Sse encuentra
localizado en algunos paises de América y Africa. El grano de frijol contiene un
20-25% de proteinas, 1.6% de lipidos, aproximadamente un 60% de
carbohidratos, ademas de calcio, fésforo y hierro, entre otros. Se considera que
la rotacién de cultivos (graminea-leguminosa) es una alternativa de produccion
de la leguminosa, ya que reporta utilidades econémicas y aporta nitrégeno al
suelo (Salinas-Garcia et al., 2005).

Desde el punto de vista alimenticio, el género Phaseolus es muy
importante, se siembra en todas las regiones agricolas de México. Por lo que el
frijol representa gran importancia desde enfoques diferentes como econémico,
bioldgico, alimentario y cultural. El frijol, es el segundo cultivo en importancia en

cuanto a superficie sembrada y tiene un notable aporte proteico a la dieta
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humana sobre todo en poblaciones rurales y sector urbano de escasos
recursos (Basurto, 2000 citado por Reyes-Matamoros et al., 2014).

En México se siembra mas de un millon de hectareas de frijol,
localizadas principalmente en la region del altiplano semiarido entre 1800 y
2200 msnm, con una precipitacion media anual de 200 a 400 mm (Kristin et al.,
1997 citado por Reyes-Matamoros et al.,, 2014). El 85% de la superficie
sembrada con cultivos de frijol se establece en el ciclo de primavera-verano
principalmente bajo condiciones de temporal, con un rendimiento promedio de
554 kg ha™ (Acosta et al., 1996 citado por Reyes-Matamoros et al., 2014). El
45% de frijol que se consume en México es importado, esto debido a que el
60% de frijol se siembra en zonas sin potencial productivo y de bajos
rendimientos, el 87.3% de la produccion de frijol se produce en la temporada de
lluvias, SAGARPA, 2008 citado por (Reyes-Matamoros et al., 2014).

El frijol se cultiva principalmente en condiciones de temporal, cuyas
siembras se establecen desde finales de mayo hasta principios de julio y es
afectado por las plagas y enfermedades. Asi mismo, como factores edaficos
que varian entre localidades como: topografia, profundidad del suelo, para
formar un ambiente de produccion complejo del cultivo de esta leguminosa
durante el afio (INIFAP, 2004).

La produccién de frijol tiene enorme tradicion en México nuestro pais, ya
gue por muchos afios ha sido la principal fuente de alimentacion. A pesar de su
importancia, la leguminosa sigue siendo un producto muy sensible tanto a los
aspectos climaticos, como a los econdmicos y comerciales. El frijol es quiza el
ejemplo mas tipico del gran nimero de encadenamientos que origina una
diversidad de agentes y un mercado con alto grado de intermediacion (Barreiro,
1997).

El frijol constituye una de las leguminosas comestibles mas importantes
por ser un complemento nutricional indispensable en la dieta de los pobladores
de México. El cultivo esta concentrado en agricultores de pequefias
extensiones, la mayoria de los cuales no dispone de recursos técnicos ni
financieros para su produccion y comercializacion (Acufia y Uribe, 1996).

De acuerdo a la bibliografia citada por (Reyes-Rivas et al., 2008)
diversos autores (Ortega, 1991; Kohashi, 1996; Castellanos et al., 1997;
Jacinto et al., 2002; Pérez et al. 2002; Serrano y Gofi, 2004; Salinas et al.,
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2005; Iniesta et al., 2005; Herrera et al,. 2005), han destacado las propiedades
nutritivas que posee el frijol, de manera fundamental por su alto contenido en
proteinas y en menor medida en carbohidratos. Los resultados de dichos
estudios demuestran las razones por las cuales las culturas mesoamericanas,
desde tiempos inmemoriales basaron su alimentacion en el frijol y el maiz, al
igual de la razon por la que en la actualidad continla siendo complemento
bésico entre la poblacion de Mesoameérica.

México ocupa el quinto lugar en produccion de frijol a nivel mundial
(Reyes-Rivas et al.,, 2008). Como el frijol y el maiz son la base de la
alimentacion en México, su cultivo es de suma importancia socioecondmica,
tanto por la extencion de tierra que se ocupa para su produccién asi como por
el consumo per capita (Lara-Flores, 2015). Si se considera la preparacion del
terreno, la siembra, la fertilizacion, la labor del cultivo, el riego, el control de
plagas y enfermedades y la cosecha; la produccién de frijol tiene un costo
directo aproximado a $15,000.00 pesos por hectarea (SAGARPA, 2011-2012).

2.3. Fertilizantes quimicos.

Los nutrientes que las plantas requieren las toman del aire y del suelo. Si
el suministro de nutrientes en el suelo es amplio, los cultivos tendran mejor
desarrollo y rendimiento. Eel crecimiento de las plantas es limitado y su
rendimiento se reducira si alguno de los nutrimenteos es escaso. Por lo tanto,
el uso de fertilizantes son necesarios para proveer a los cultivos con los
nutrientes que no pueden adquirir del suelo para que de esta manera se
obtengan mayor rendimiento el cual puede duplicarse o hasta triplicarse (FAO,
2002).

Los fertilizantes son los elementos nutritivos que se suministran a las
plantas para complementar las necesidades nutricionales de su crecimiento y
desarrollo, los cambios quimicos generados en el suelo por el uso de los
fertilizantes varian de acuerdo a la dinamica propia de cada elemento, la dosis
y fuentes empleadas, los sistemas de aplicacion y las caracteristicas
particulares del suelo, clima, entre otros. El incremento en el nivel del
nutrimento aplicado, asi como su persistencia y residualidad a través del

tiempo, son aspectos importantes a tener en cuenta, junto con el efecto del



fertilizante sobre la reaccion del suelo y la disponibilidad de otros elementos
(Sadeghian, 2003).

La férmula de fertilizacion recomendada para el cultivo de frijol en
condiciones de riego es 60-40-00 (unidades de nitrégeno, fosforo y potasio), se
aplica al momento de la siembra en el fondo del surco a una profundidad de 10
centimetros; lo que equivale a 130 kilogramos de urea y 87 kilogramos de
superfosfato de calcio triple por hectarea ¢ 293 kilogramos de sulfato de
amonio mezclados con 205 kilogramos de superfosfato de calcio simple. Bajo
condiciones de temporal, se sugiere utilizar la férmula 40-40-00, aplicando al
momento de la siembra 87 kilogramos de urea méas 87 kilogramos de
superfosfato de calcio triple, 6 195 kilogramos de sulfato de amonio con 205
kilogramos de superfosfato de calcio simple por hectarea. El fertilizante debe
cubrirse con una capa de tierra de seis centimetros de espesor para evitar que

“‘queme” la semilla en germinacion (INIFAP, 1997).

2.3.1. Dafios ambientales que ocasionan los fertilizantes quimicos.

Los fertilizantes quimicos, los abonos organicos y los mejoradores del
suelo impactan en mayor o menor grado en el ambiente cuando son mal
utilizados en la salud animal y humana (Cueto-Wong y Figueroa-Viramontes,
2012). La contaminacion de aguas freaticas, eutrofizacion, aumento de gases
de invernadero y acumulacion de sustancias toxicas en la cadena tréfica, son
algunos de los graves problemas que se presentan por el uso indiscriminado de
agroquimicos.

Los dafios al medio ambiente también incluyen: ensalitramiento de los
suelos, pérdida de la fertilidad natural, lixiviacion de nutrimentos mas alla de la
zona radical de los cultivos, emision de gases efecto invernadero v,
contaminacion de cuerpos de agua superficiales y subterraneos. Los dafios en
animales y humanos estan fundamentalmente relacionados con el consumo de
agua o alimentos contaminados con nutrientes que fueron aplicados en exceso
(Cueto-Wong y Figueroa-Viramontes, 2012).

Los fertilizantes causan problemas ambientales debido al uso
inadecuado que ha estos se les da, como por ejemplo, aplicarlos en exceso,
cuando no se requieren, en la ubicacion incorrecta, en la forma quimica

inadecuada, sin conocer las propiedades fisicas del suelo, entre muchas otras,



por ello, es recomendable informarse de todos estos factores antes de aplicar
cualquier fertilizante quimico (Stewart, 2007).

El nitrégeno es uno de los principales contaminantes de las aguas
subterraneas, las plantas solo aprovechan aproximadamente un 50% del
nitrogeno aportado en el abono, lo que significa que el resto se pierde ya que
generalmente es lavado del suelo por el agua que se filtra hacia el subsuelo y
que luego es arrastrado hacia los mantos acuiferos, rios, embalses, etcétera,
contaminando asi el agua que es para el consumo humano (Stewart, 2007).

El exceso de la fertilizacion nitrogenada y su incorrecta aplicacién son
las causas que contribuyen a la contaminacion por nitratos de las aguas
subterraneas.

Los nitratos pueden ser reducidos a nitritos en el interior del organismo
humano, especialmente en los nifios menores de tres meses de edad y en
adultos con ciertos problemas de salud. Los nitritos producen la transformacién
de la hemoglobina a metahemoglobina. La hemoglobina se encarga del
transporte del oxigeno a través de los vasos sanguineos y capilares, pero la
metahemoglobina no es capaz de captar y ceder oxigeno de forma funcional.
Una vez formados los nitritos pueden reaccionar con las aminas, sustancias
ampliamente presentes en nuestro organismo, originando las nitrosaminas, un
tipo de compuestos sobre cuya accidn es cancerigena. Se ha comprobado que
cuando las embarazadas ingieren cantidades altas de nitratos se eleva la
mortalidad durante los primeros dias de vida del hijo, principalmente debido a
malformaciones que afectan al sistema nervioso central, al muscular o al 6seo
(Stewart, 2007).

2.3.2. Dosis de fertilizacion para el cultivo de frijol en Puebla.

Se siembra en Puebla 60,000 hectareas promedio con una produccién
de 24,000 toneladas y un rendimiento medio de 400 kilogramos por hectarea.
En el estado de Puebla se recomienda usar la formula 50-40.5-00 (N-P,Os-
K,0) y al momento de la siembra se aplican 108 kg de urea y 89.5 kg de
superfosfato de calcio triple por hectarea. El fertilizante debe cubrirse con una
capa de tierra de ocho cm de espesor para evitar que “queme” la semilla en
germinacion (INIFAP, 1997).



Debido a que no existe una formula de fertilizacion para las siembras de
frijol bajo temporal en el Distrito de Desarrollo Rural 02 de Zacatlan, se tomo
como referencia las dosis para los distritos 04 Libres, 05 Cholula y 07
Tecamachalco de los cuales se tomé una media y la dosis que se utilizo fue
50-50-00 (N-P,0s5-K,0) (INIFAP, 1997).

2.4. Biofortificacién.

La biofortificacion, es la adicion de elementos nutritivos a las plantas,
mejorando en micronutrientes a las variedades de cultivos basicos, aumenta el
valor nutricional de los alimentos que provienen de los vegetales. Es el
desarrollo y la difusion de variedades de cultivos béasicos mejorados en
micronutrientes, es una intervencion basada en la alimentacion
complementaria. El objetivo de la biofortificacion es mejorar el contenido de
micronutrientes en los cultivos de alimentos basicos que predominan en las
dietas humanas a través de técnicas de cultivo de plantas, lo que resulta una
mayor ingesta de micronutrientes. A diferencia de la fortificacion comercial o
alimentos fortificados, la biofortificacién se dirige especialmente a las zonas
rurales donde la produccién y el consumo de cultivos de alimentos basicos son

importantes (Meenakshi et al., 2010).

Actualmente, la sociedad no solo demanda una gran produccion, sino que
necesita productos con una alta calidad nutricional, capaces de satisfacer las
necesidades de alimento humanas tras su consumo. Los humanos requieren
mas de 22 elementos minerales para cubrir sus necesidades fisioldgicas
alimentarias. Algunos elementos requeridos en mayores cantidades son el
Calcio (Ca) y el Fosforo (P), sin embargo, otros como las vitaminas, hierro (Fe),
Zinc (Zn), Cobre (Cu) y Selenio (Se) soOlo son necesarios en pequeias
cantidades (Welch y Graham, 2004; White y Broadley, 2005).

Las estrategias para aumentar la diversificacion de la dieta, la
suplementacién mineral y el enriqguecimiento de los alimentos no siempre han
tenido éxito. Por esta razon, la biofortificacion de cultivos a través de la
aplicacion de fertilizantes minerales complejos, en combinacion con las
variedades de reproduccion con una mayor capacidad para adquirir elementos

minerales, se defiende como una estrategia inmediata no sélo para aumentar



las concentraciones de minerales en cultivos comestibles, sino también para
mejorar los rendimientos de los suelos infértiles (White y Broadley 2009).

Para aumentar las concentraciones minerales en los tejidos comestibles,
sin pérdida de rendimiento, debe haber aumento de la captacion por las raices
(de minerales presentes en la solucion del suelo) o de las hojas (por foliar
minerales aplicados), una redistribucion efectiva dentro de la planta a la parte
comestible y la acumulacion en los tejidos comestibles no debe ser tdxica
(Welch y Graham, 2005).

Estudios en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)
mostraron que ciertas variedades de frijol comdn tenian entre el 60 y 80% mas
de zinc que los de las variedades cultivadas comercialmente. Los esfuerzos de
mejoramiento se pueden emplear para incorporar niveles mas altos de zinc en

variedades de frijol mejoradas (Khush et al., 2012).

2.4.1. Macroelementos y microelementos.

La nutricién vegetal es el proceso mediante el cual la planta absorbe del
medio que le rodea las sustancias necesarias para llevar a cabo su
metabolismo y en consecuencia, crecer y desarrollarse. Una caracteristica
particular de las plantas verdes es que las sustancias requeridas para su
alimentacion son exclusivamente de tipo mineral o inorganico.

Recientemente se han descrito elementos los cuales son esenciales en
las funciones especificas en la vida de las plantas y de los que se pensaba les
serian toxicos, como por ejemplo el niquel (Ni), considerado un elemento toxico
para las plantas superiores, sin embargo, estimula la germinacién y el
crecimiento de varios cultivos, ademas de ser esencial para un gran numero de
bacterias, como componente metélico de las enzimas ureasa y de muchas
hidrogenasas (Malavolta y Moraes, 2005). Cuando hay deficiencia de este
elemento en leguminosas, disminuye la actividad de la enzima ureasa, por lo
gue presentan como una necrosis en la punta de las hojas provocada por la
acumulacion de niveles toxicos de urea, por lo tanto, se requiere un suministro
adecuado de Ni para maximizar el crecimiento de las plantas y la absorcién de
urea en la raiz. Se ha demostrado que la adicibn de Ni en soluciéon de

nutrientes no solo alivia los sintomas de toxicidad asociados con la



acumulacion de urea, sino también mejora el crecimiento de las plantas
alimentadas con urea como fuente Unica de nitrégeno (Kutman, et al., 2014).

El cobalto (Co) es benéfico y aplicado en la agricultura en varios cultivos
junto con el molibdeno (Mo), ademas es esencial para fijadores libres y
simbidticos en el proceso de fijacion bioldgica de N atmosférico e interviene en
el metabolismo de los carbohidratos y de las proteinas en la vida de las plantas
superiores (Ortega y Malavolta, 2012).

El magnesio (Mg) participa en el crecimiento de las plantas
principalmente en la formacion de raices, clorofila y fotosintesis. Por
consecuente si el Mg es deficiente entonces los procesos fisiologicos y
bioguimicos que realiza en la planta seran afectados y provocara poco
crecimiento y por tanto un rendimiento menor por lo que ya es considerado un

elemento mineral necesario en grandes cantidades (White y Brown, 2010).

2.4.2. Fertilizacion foliar.

La fertilizacién foliar se define como el paso de sustancias a través de
las hojas. Es una herramienta importante para el manejo sostenible y
productivo de los cultivos. La fertilizacion foliar consiste de la aplicacién de los
fertilizantes para que sean absorbidos por las hojas ya que de esta forma es
mas rapido, se suelen aplicar para resolver alguna deficiencia nutricional. Las
principales razones para el uso de la fertilizacion foliar son:

1. Limitacion de la disponibilidad de los nutrimentos aplicados al suelo.

2. En condiciones en que se pueden producir altas tasas de pérdida de
nutrientes aplicados al suelo.

3. Cuando la etapa de crecimiento de las plantas, la demanda interna
de la planta y las condiciones ambientales interactian para limitar el
suministro de nutrientes a los 6rganos vitales de la planta.

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de los fertilizantes foliares
en la agricultura comercial, ya que es una técnica que provee los nutrimentos
que requiere el cultivo como suplemento a la fertilizacion al suelo. (Romheld y
El-Fouly, 2002; Trejo-Téllez et al., 2007).

Las aplicaciones foliares con sales de Ni son muy efectivas para
combatir la roya de los cereales por su toxicidad para el patégeno y por la

resistencia que otorga en el hospedero (Malavolta y Moraes, 2005).
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En los cultivos de leguminosas que forman nodulos con bacterias del
género Rhizobium o Bradyrhizobium, el cobalto (Co) se aplica principalmente

en aspersiones foliares (White y Brown, 2010).

2.5. El Suelo.

El suelo se define como el material mineral no consolidado en la
superficie terrestre, también es considerado un cuerpo natural involucrado en
interacciones dinamicas con la atmdésfera y con los estratos que estan debajo
de él, que influye en clima y en el ciclo hidrologico del planeta, y que sirve
como habitat de diversos organismos. Ademas se puede considerar como un
reactor bio fisico-quimico donde se lleva a cabo la descomposicién de material
de desecho que se recicla dentro de él (SEMARNAT, 2004).

Suelo, es el término colectivo de cuerpos naturales, formados a partir de
materiales minerales y organicos, que cubren mucha de la superficie terrestre,
gue contienen materia viva y que pueden soportar vegetacion en forma natural,
y en algunos lugares han sido transformados por la actividad humana (Soil
Survey Staff, 1995).

2.5.1. El fésforo en el suelo.

La disponibilidad del fésforo en el suelo es esencial para el crecimiento
vegetal ya que constituye mas de un 0.2% del peso seco de la planta. Después
del nitrégeno, el fésforo es el elemento mas critico para la produccion
agropecuaria, pero debido a la insuficiencia de sus fuentes naturales, a su
relativa escases edéfica, a la elevada retencion de la matriz del suelo, la falta
de reposicién natural y por su baja movilidad en comparacién con otros
nutrientes, su disponibilidad ha ido disminuyendo (Beltran, 2014).

El fosforo es un nutriente importante en las plantas para que lleven a
cabo diversos procesos metabdlicos tales como la division celular, el transporte
de energia, transduccién de sefales, la biosintesis macromolecular, la
fotosintesis y la respiracion. La presencia de fésforo en el suelo es en forma
organica e inorganica, lo que representa el 0.05% de la composicion del suelo
aproximadamente, sin embargo, solo el 0.1% del fosforo total esta disponible
para las plantas (Khan et al., 2009; Ahemad et al., 2009; Shenoy y Kalagudi
2005).
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Los microorganismos asociados con las raices pueden incrementar el
crecimiento de las plantas y su productividad y son reconocidos como bacterias
promotaoras del crecimiento vegetal (BPCV o PGPM por sus siglas en Inglés
Plant growth promoting microorganisms) (Rosas et al., 2006). Dentro de los
PGPM se encuentran los microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSF)
ya que estan involucrados en un amplio rango de procesos que afectan la
transformacion del fésforo, debido a que son componentes integrales del ciclo
edafico de este nutriente (Fankem et al., 2006). Los MSF movilizan fosfato
inorganico insoluble desde la matriz mineral hasta el suelo donde puede ser
absorbido por las raices, y las plantas les suministran compuestos carbonados

gue son metabolizados para el crecimiento microbiano (Pérez et al., 2007).

2.5.2. Diversidad microbiana en los suelos.

El suelo es el lugar con una mega diversidad de microorganismos y es la
zona de la rizosfera donde existe la mayor diversidad microbiana. Se puede
considerar que el suelo es como “un ser vivo” ya que cumple con las
descripciones clasicas para ello: “nace, crece, se reproduce y muere”. Es decir,
el suelo presenta una dindmica como un ecosistema estable y sustentable
para el grupo microbiano, los aportes de materia organica e inorganica
mantienen una inmensa cantidad de microbios los cuales se encuentran en
proceso de descubrimiento. Los desechos humanos y animales, sus cuerpos y
los tejidos de vegetales llegan al suelo y alli se transforman, por la presencia
de los microorganismos. Por otro lado, los microorganismos liberan sustancias
Gtiles para las plantas de tal manera que sin la actividad microbiana del suelo la
vida se extinguiria gradualmente (Toro y Daniel, 2004).

Los microorganismos se encuentran practicamente en todas las regiones
del planeta, desde ambientes bajo el punto de congelacion y muy secos, hasta
con temperaturas altas y con elevada precipitacién pluvial. Su presencia y
actividad es esencial para la salud y funcionamiento adecuado de todos los
ecosistemas, degradan la materia organica haciéndola nuevamente disponible
para las plantas, otros han jugado un papel significativo en relacién con el
hombre y su productividad, participan en la agricultura y en la elaboracion de

alimentos y medicinas (Lozada, 2004).
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En el sistema suelo ocurren diversas relaciones entre grupos
microbianos que estimulan o inhiben la proliferacion de alguno de esos grupos.
La diversidad microbiana favorece la busqueda de microorganismos con
actividad fisioldgica especifica. En el suelo existen bacterias y hongos
benéficos que mediante su uso es factible la obtencion de incrementos

significativos en el crecimiento vegetal (Alarcon y Ferrera, 2012).

2.5.2.1. Microorganismos benéficos.

Entre los microorganismos benéficos estan aquellos que fijan nitrégeno
atmosférico, descomponen desechos y residuos organicos, desintoxican el
suelo de pesticidas, suprimen enfermedades de plantas y patdégenos del suelo,
incrementan el reciclaje de nutrientes y producen componentes bioactivos
como vitaminas, hormonas y enzimas que estimulan el crecimiento de las
plantas. La aplicacion de microorganismos benéficos como proveedores de
nutrientes presenta una estrategia econémica y ambientalmente prometedora
que puede ayudar en la reposicion y el mantenimiento de la fertilidad del suelo
a largo plazo, proporcionando buena actividad biolégica del mismo mediante la
supresion de los microorganismos patégenos que existen en el suelo a través
de la actividad microbiana en la rizosfera; y para mejorar la salud de las plantas
(Zaidi et al., 2010).

Los PGPM pueden afectar el crecimiento vegetal por un amplio rango de
mecanismos como solubilizacion de fosfato inorganico, disminucion de los
niveles de etileno en plantas, fijacion de nitrdgeno atmosférico, biocontrol de
enfermedades de plantas y produccion de fitohormonas, sideroforos y acidos
organicos (Ahemad y Kibret, 2014).

Una clasificacion mas especifica de los microorganismos benéficos ha
sido sugerida por Higa (Bhattacharyya y Jha, 2012), quien hace referencia a los
“microorganismos efectivos” o ME, cuyo rol y aplicacién de microorganismos
benéficos incluyendo a los ME es factible, como inoculantes microbianos para
lograr un equilibrio microbiologico del suelo de manera que puedan mejorar su
calidad, incrementando la produccion y proteccion de los cultivos, conservando
los recursos naturales y creando una agricultura y medio ambiente mas

sostenibles (Bhattacharyya y Jha, 2012).
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2.6. Interaccion planta-microorganismo.

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de
microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagonicas, de
competencia fisica y quimica, moduladas por mdultiples y complejos factores
bidticos y abidticos. En la rizésfera, uno de los principales sitios donde se
presentan microorganismos, especialmente funcionales, como fijadores de
nitrogeno, solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal,
biocontroladores y especies patogénicas, hormalmente compiten por espacio y
por nutrientes. Estas interrelaciones entre microorganismos inciden en
interaccién suelo-planta-microorganismos-ambiente y repercuten en forma
directa, en el crecimiento y en el desarrollo de las especies vegetales (Cano,
2011).

Actualmente es de interés restaurar la microbiota del suelo mediante
estrategias que permitan mejorarlo en relacion a la productividad agricola y de
manera no contaminante. El uso indiscriminado de insumos inorganicos ha
alterado significativamente los constituyentes organicos y vivos del suelo, y con
ello su equilibrio, modificando principalmente las actividades metabdlicas de las
diferentes poblaciones microbianas del agroecosistema. Barea et al. (2005),
seflalan que la disponibilidad de nutrimentos en el suelo a través de las
interacciones biolégicas benéficas (sinérgicas) entre los diversos componentes
que promuevan los procesos ecoldgicos, debe ser comprendida y manejada en
la explotacion sostenible de los suelos. En general, los microorganismos
desarrollan actividades relacionadas con los procesos de descomposicion y
mineralizaciébn de complejos organicos y la translocacién de bioproductos y
elementos minerales que conllevan la movilizacion de los nutrimentos en el
ecosistema suelo-planta. Se plantea que el uso constante de agroquimicos en
la agricultura ha motivado a mejorar la comprensién de las actividades
cooperativas que se establecen en el suelo entre la microbiota y las plantas y
que si bien la microbiota también afecta el crecimiento de las plantas y las
cadenas troficas del suelo, los microorganismos deben entenderse como
asociaciones microbianas que interactian entre si (Barea et al., 2005). El suelo
es un sistema complejo donde un gran niumero de poblaciones microbianas
interactian con los diversos sustratos, estando muchas de estas poblaciones

asociadas a las raices de las plantas en la zona rizosférica. En la rizésfera hay
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expresion de relaciones simbidticas mutualistas entre microorganismos y
plantas, debido a la exudacion de nutrimentos organicos utiles para el
metabolismo microbiano ya que la raiz proporciona un nicho ecoldgico. Los
microorganismos, a la vez, participan en numerosos beneficios, como:
influencia en el crecimiento radical, regulacion de la actividad metabdlica de la
raiz e influencia en las propiedades fisicas y quimicas del suelo, asi como de
los contaminantes (Gonzalez-Chavez, 2005).

La sintesis de fitohormonas como las auxinas, particularmente el acido
indol-3-acético (AIA), promueven el crecimiento de las raices y la proliferacion
de pelos radicales, lo que mejora la absorcion de agua y minerales del suelo y
con ello el desarrollo de las plantas (Caballero-Mellado, 2006).

Se ha encontrado ademas que las PGPR pueden suprimir enfermedades
producidas por microorganismos fitopatégenos a través de la produccion de
sideréforos, sintesis de antibidticos, enzimas y/o compuestos fungicidas
(Lugtenberg y Kamilova, 2009).

La informacion sobre la actividad de las bacterias en la naturaleza, se
puede obtener del trabajo con plantas cultivadas a partir de tejidos, donde las
dificultades observadas con frecuencia durante la produccién de plantas libres
de microbios, indica la solida asociaciéon que las bacterias han desarrollado con
sus plantas huésped. Con frecuencia se ha dicho que todas las plantas en la
naturaleza albergan bacterias, lo cual ha sido verificado en gran variedad de
plantas, donde algunas de ellas ofrecen a las bacterias mejores o0 peores
condiciones debido a las grandes cantidades de alcaloides con propiedades
antimicrobianas dentro de su apoplasto. Cuando se observa una ausencia de
bacterias, generalmente se atribuye a métodos de aislamiento inadecuados,
densidades poblacionales inferiores a los niveles de deteccion, o incapacidad
de las bacterias para ser cultivadas. Estos factores subrayan la importancia de
mejorar los métodos de deteccion y de desarrollar marcadores altamente
sensibles y especificos para las bacterias. Los métodos moleculares son
prometedoras herramientas para la exploracién de este grupo de bacterias no

cultivables (Hallmann et al., 1997).
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2.7. Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Las RPCV son bacterias capaces de estimular el desarrollo de las
plantas de manera directa e indirecta y poseen una serie de mecanismos
complejos que interacttan entre si para establecer relaciones benéficas,
especialmente con las raices de las plantas obijetivo.

Las bacterias solubilizadores de fosfato pueden ser de vida libre en el
suelo o establecer relaciones simbioticas con algunas plantas, son capaces de
adaptarse, colonizar y persistir en la rizésfera de la planta y favorecer su
crecimiento o desarrollo por medio de la solubilizacion de fosfato inorganico de
diferentes compuestos como son el fosfato dicéalcico, fosfato tricélcico y rocas
fosforicas (Patifio, 2010).

La actividad de los microorganismos promotores de crecimiento vegetal
en general se inicia con mecanismos de quimiotaxis que estan relacionados
con la presencia de flagelos, quimiorreceptores y sistemas de regulacion
codificados genéticamente. Estos factores tienen gran importancia sobre la
habilidad de colonizar la rizésfera y mantener la comunicacion entre las células
de la raiz con los microorganismos presentes en el suelo (Camelo, 2011). Las
bacterias capaces de interactuar con las raices de las plantas, son atraidas por
sustancias excretadas por la raiz, que ocasionan el movimiento de la bacteria
hacia el rizoplano de la planta y de esta forma dan inicio a una relacion de
beneficio mutuo. Las metodologias usadas para determinar la respuesta
quimiotactica de los microorganismos han evolucionado y actualmente hay
algunas herramientas claves que dan claridad sobre este fenbmeno (Ahmad,
2006).

La atmésfera contiene un 79% de nitrégeno, el nutrimento mas limitante
para el crecimiento de los organismos, el nitrogeno es uno de los elementos
principales en el crecimiento vegetal. Las bacterias capaces de fijar nitrégeno
atmosférico se conocen como diazétrofos, los cuales se encuentran integrados
pos algunos géneros como: Enterobacter, Escherichia, Erwinia, Azospirillum,
Citrobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus, Clostridium y Klebsiella entre
otros (Roper y Ladha, 1995).
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2.7.1. Rhizobium.

De los grupos microbianos que establecen relaciones con las plantas,
los fijadores de N son unos de los mas importantes. Sin embargo, sélo con el
género Rhizobium simbionte de las leguminosas, se ha podido establecer un
sistema de inoculacién que se utiliza en muchas regiones del mundo.

La relacion simbidtica que hay entre el género Rhizobium y las
leguminosas como el frijol, ha tomado gran interés tanto en la produccion
como en la comercializacion, debido a que los fertilizantes quimicos conllevan a
mas contaminacion, por lo que los microorganismos han tomado un lugar
importante en biofertilizantes como alternativa ante los fertilizantes quimicos
(Hernandez et al., 2001).

La fijacién de nitrdgeno es un proceso tan importante para el desarrollo
de las plantas y la industria ha creado numerosos fertilizantes quimicos, como
el nitrato de potasio (un compuesto asimilable por las plantas). En la atmosfera
existe una gran cantidad de nitrégeno no asimilable (N;). Para poder
descomponer los enlaces en una molécula de N son necesarias dos
atmosferas de presion y una temperatura de 550 °C. Ademas, al ser mal
utilizados, se infiltran en los mantos freaticos, contaminandolos y robando el
oxigeno a la fauna acuatica, especialmente a los peces. Por lo tanto, es muy
importante el estudio de la fijacién de nitrdgeno hecha por los microorganismos,
como Rhizobium; para que de tal manera el uso de fertilizantes quimicos pueda
reducirse, ayudando asi al ambiente (Gartland et al., 2011).

Para que se lleve a cabo la infeccion de Rhizobium a la planta de frijol
primeramente es atraida por un compuesto quimico liberado por la planta
cuando a ésta le falta nitrégeno. La bacteria se introduce a la planta por el pelo
de la raiz formando lo que se denomina como hilo infeccioso. A través de éste,
Rhizobium se introduce a la planta e infecta las células corticales por medio de
un proceso endocitico, en el cual estan involucradas una serie de proteinas que
inhiben la maduracién del endosoma evitando que éste sea degradado en la
vacuola. Estando la bacteria en la raiz de la planta formara ndédulos en éstas; y
ahi, se llevara a cabo la fijacion de nitrogeno. Algunos ejemplos de las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal son: Allorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Rhizobium de la familia
Rhizobiaceae (Ahemad y Kibret, 2014).
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2.7.2. Azospirillum.

Azospirilum es la bacteria asociativa mas estudiada. Afecta
positivamente a una gran diversidad de plantas agronOmicamente importantes.
Ha sido aislada de diferentes regiones geograficas a partir de una gran
variedad de cultivos pertenecientes a diferentes familias botanicas. La primera
especie de Azospirillum fue aislada en Holanda por Beijerinck (1925) a partir de
suelos arenosos, pobres en nitrégeno y fue originalmente llamada Spirillum
lipoferum. de-Bashan (2007), menciona que en 1978, después de sucesivos
aislamientos se propuso a Azospirillum como género con base en diferencias
morfologicas Y fisiologicas entre varias cepas aisladas y en experimentos sobre
homologia del ADN (Falk et al.,, 1986), distinguiendo dos especies: A.
brasilense y A. lipoferum. Siendo que la mayoria de las cepas aisladas
pertenecen a las especies A. brasilense o A. lipoferum (Krieg y Dobereiner,
1986). Posteriormente se han descrito tres especies mas: A. amazonense (Falk
et al., 1985; aislada de pastos en el area del Amazonas en Brasil; la especie
halo-tolerante A. halopraefereans, asociada exclusivamente a raices del pasto
Kallar (Reinhold et al., 1987) y la especie que degrada pectina aislada a partir
de raices de arroz, A. irakense (Khammas et al., 1989; Khammas y Kaiser,
1991). A. largimobile (Sly y Stackebrandt, 1999) y A. doebereinerae (Eckert et
al., 2001), A. oryzae (Xie y Yokota, 2005), A. melenis (Peng et al., 2006), A.
canadense y A. zeae (Mehnaz et al., 2007), A. rugosum (Young et al., 2008), A.
picis (Lin et al., 2009), A. palatum (Zhou et al., 2009) y A. thiophilum
(Lavrinenko et al., 2010),(de-Bashan, 2007). Las especies de Azospirillum
estdn ampliamente distribuidas, especialmente en los suelos tropicales,
subtropicales y regiones templadas de todo el mundo, donde estan
frecuentemente asociadas a gramineas, cereales, y otros cultivos de
importancia agroeconOmica; asi como de suelos contaminados con
hidrocarburos (de-Bashan, 2007).

Carcafno-Montiel, 2003; Osorio-Tepeyahuitl, 1998 comentan que la
bacteria fijadora de nitrogeno del género Azospirillum ha tenido mucha atencion
por encontrarse asociada con gran cantidad de plantas importantes
agronomicamente. Ademas, ha sido asociada con la raiz, el tallo y las semillas

de diversas plantas como el maiz (CONABIO, 2011).
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El nombre Azospirillum proviene del francés Azote, que significa
nitrogeno y del grupo Spirillum, pequefia espiral. Las bacterias pertenecientes a
este género son organismos fijadores de N, que poseen una amplia
distribucion ecoldgica, ya que ha sido posible detectar su presencia en zonas
templadas, tropicales y subtropicales (Pazos, 2000; Velazco, 2001.)

La inoculacion de plantas con Azospirillum puede provocar cambios
significativos en varios pardmetros de su crecimiento, los cuales pueden afectar
o no el rendimiento del cultivo. Esta bacteria beneficia, general y no especifica
es notoria por sus efectos sobre plantas comerciales pastos y plantas de
cereales cultivadas como trigo, ademas de producir asociaciones con varias

plantas suculentas desérticas (Dosreis, 2000).

2.7.3. Klebsiella.

Klebsiella es una bacteria fijadora de nitrégeno de vida libre y contribuye
a que los agricultores economicen en fertilizantes nitrogenados conservando el
ambiente (Mantilla et al, 2007).

Holt, 1994 menciona que el género Klebsiella cuenta con 5 especies
tales como: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxitoca, Klebsiella planticola,
Klebsiella terrigena y Klebsiella mobilis, son bacilos Gram negativos, aerdbicos
y anaerobios facultativos, sin movilidad, entre otras caracteristicas (Mantilla et
al, 2007).

Los microorganismos del género Klebsiella son bacilos Gram negativos
inmoviles que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. El género Klebsiella
esta formado por varias especies, entre las que se encuentran K. pneumoniae
y K. oxytoca, La capa mas externa de Klebsiella spp. esta formada por una
gran capsula de polisacéaridos que diferencia a estos microorganismos de otros
géneros de las Enterobacterias. Aproximadamente del 60 al 80% de los
microorganismos del género Klebsiella fueron aislados de muestras de heces y
pertenecen a K. pneumoniae, ademas de que dan positivo en la prueba de
coliformes termotolerantes. Klebsiella oxytoca también se ha identificado como
microorganismo patdégeno (Rosenblueth et al. 2004).

Recientemente, tres especies ambientales (Raoultella ornithinolytica,
Raoultella planticola y Raoultella terrigena) previamente consideradas como
género Klebsiella han sido reclasificadas en el género Raoultella (Arenas et al.,

19



2009). Sobre la base de gen rpoB surgio la propuesta de transferir algunas de
las especies de Klebsiella, como K. planticola, K. terrigena y K. ornithinolytica,
al nuevo género Raoultella (Drancourt et al. 2001). La mayoria pertenecen a K.
pneumoniae, K. oxytoca y K. granulomatis (Carter et al. 1999), pero una
proporcibn menor corresponde a Raoultella planticola y R. terrigena. Los
andlisis filogenéticos basados en genes evolutivamente conservados han
permitido establecer relaciones evolutivas entre estas especies, en los cuales
se evidencia una alta heterogeneidad genotipica y el caracter polifilético de
algunas especies en el género Klebsiella (Arenas et al., 2009). Recientemente
en base a las secuencias genéticas y usando el sistema de arboles
filogenéticos del complejo Klebsiella/Raoultella muestran que las especies del
género Raoultella son: R. ornithinolytica, R. planticola, R. terrigena y R.
eléctrica (Kimura et al., 2014).

2.8. Microorganismos solubilizadores de fosfatos.

El fésforo (P) es abundante en el suelo, su disponibilidad es limitada en
las plantas debido a la fijaciébn por otros elementos del suelo, tales como
fosfatos insolubles de hierro, aluminio y calcio. La fraccidon de fosforo disponible
y la concentracion en la solucién del suelo pueden ser insuficientes para
satisfacer requerimientos de la planta (Beltran, 2014).

La deficiencia de fosforo puede limitar severamente el crecimiento de la
planta y la productividad particularmente en las legumbres, en donde las
plantas y las bacterias simbidticas se ven afectados, y esto puede tener un
efecto perjudicial sobre la formacion de nddulos, el desarrollo, y la funcion
(Divito y Sadras, 2014).

La habilidad de la planta para sobrevivir en suelos con baja
disponibilidad de fésforo esta asociada con la presencia de acidos organicos
gue forman complejos con el hierro o aluminio dando como resultado la
liberacién del fosforo (Noriharu, et al., 1990).

Los mecanismos microbianos para llevar a cabo la solubilizacion de
fosfatos parecen estar basados en el hecho de que estos microorganismos
producen &cidos orgénicos como: citrico, malico, oxalico, gluconico, glutarico,
gue hacen disponible el fosforo para las plantas (Storcksdieck y Hurrell, 2008).

Sin embargo, Illimer y Schinner (1995), han demostrado que algunos de estos
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microorganismos son muy efectivos en la solubilizacién de fosfatos insolubles
de calcio sin que produzcan &cidos organicos. Muchas raices de las plantas y
microorganismos del suelo pueden incrementar la disolucibn de compuestos
fosforados por la liberacion de CO; y acidos organicos en la soluciéon del suelo,
el HCO; promueve la disolucion acida de fosfatos de calcio y magnesio.
Similarmente la acidez producida por bacterias nitrificantes y oxidantes del
azufre promueve la solubilizacion de sales de fosforo soluble. Un amplio rango
de acidos organicos son producidos por microorganismos y plantas y muchos
actian como agentes quelantes para solubilizar fosfatos de aluminio, hierro,
calcio y magnesio resultando en la liberacion de fosfatos a la solucion del suelo
(llmer y Schinner, 1995).

Otro de los mecanismos que pudieran estar involucrados en la
solubilizacion de fésforo es la actividad de enzimas fosfatasas que liberan al
fésforo de los sustratos organicos y que actian en muchos sustratos, debido a
que su accién es especificamente sobre los enlaces tipo éster que unen la
fraccion organica con la mineral, La actividad de esta enzima en la rizésfera
puede originarse de la raiz, de hongos (ectomicorrizas) y/o de bacterias
(Chabot et al., 1996).

Las bacterias solubilizadoras de fosforo movilizan este elemento a
formas solubles a través de accion enzimatica. Asi la interrelacion de los
procesos antes mencionados da como resultado una mayor disponibilidad del
fésforo para los cultivos; por otro lado el efecto de la fosfosolubilizacién parece
ser el mecanismo mas importante en la promocion del crecimiento de las
plantas, cuando la disponibilidad de fésforo se ve incrementada por la accion

de los microorganismos fosfosolubilizadores (Chabot et al., 1996).

2.8.1 Acinetobacter calcoaceticus.

El género Acinetobacter esta formado por cocobacilos (con forma de
baston corto y grueso) Gram negativos, oxidasa negativa, no movil y no
fermentativa. Aerobios estrictos y patdgenos oportunistas en humanos
(Singleton, 1997). Algunas cepas pueden utilizar un limite restringido de
azucares ademas de ser resistentes a la penicilina (Brock y Madigan, 1993).
Las especies de este género estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y

en los dmbitos hospitalarios son los segundos mas comunes (Murray et al.,
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1999). Ha sido aislado de superficie de hojas, rizosfera del suelo, agua dulce y
ambientes estuarinos (Austin y Priest, 1992). Se encontraron dos especies
diferentes A. calcoaceticus y A. baumanii, ambas resistentes a antibioticos
(Murray et al., 1999) y que de acuerdo a las pruebas complementarias del
sistema API la diferenciacion se hace por el crecimiento de A. calcoaceticus a
42°C. La cepa BUAP 39 se identifico como A. baumanii, considerada como una
especie clinica no hemolitica que oxida la glucosa (Murray et al., 1999; Salas,
2000).

2.8.2. Chromobacterium violaceum.

El género Chromobacterium se caracteriza por ser bacilo Gram negativo,
aerobio facultativo de afiliacion taxondmica incierta (Brock y Medigan, 1993).
Aislado de superficies de hojas, rizésfera del suelo, agua dulce y ambientes
estuarinos (Austin y Priest, 1992). Es un microorganismo pigmentado que se
encuentra en el suelo y ocasionalmente en infecciones piogénicas del hombre
o algunos animales (Brock y Madigan, 1993). Fue aislado del rizoplano de
cultivos de maiz y se identific6 mediante el sistema APl 20 E. como C.
violaceum. Su capacidad como microorganismo solubilizador de fosfatos
insolubles es desconocido, sin embargo, la cepa BUAP 35 solubilizd
Caz(P0O,),, el AIPO,, el FePO, y el fosfato organico en la fosfosolubilizacion in
vitro, a pesar de que no se detectd actividad fosfatasa por lo que la

fosfosolubilizacion probablemente se debe a otro mecanismo (Salas, 2000).

2.9. Control biolégico.

El control biol6gico es un método en el que se emplean organismos
vivos para reducir la densidad de la poblacion de otros organismos plaga. Una
plaga es cualquier organismo que produce dafio o reduce la disponibilidad y la
calidad de un recurso humano. Los recursos abarcan desde la salud humana
hasta plantas o animales destinados a fines alimenticios o de produccion
(Fischbein, 2012).

El concepto de control bioldgico involucra la accion de organismos
benéficos sobre organismos plaga. Van Driesche et al., (2007) definen el
control biolégico como el uso de enemigos naturales, para disminuir la
poblacién de uno o mas organismos plaga a densidades menores ya sea de

forma temporal o permanente. Smith fue el primero en utilizar el término control
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bioldgico, enfatizando en el uso de enemigos naturales para el control de

insectos plaga (Rodriguez y Arredondo, 2007).

2.9.1. Trichoderma.

Trichoderma es un género de hongos que se encuentra en los suelos de
todas las zonas climaticas del mundo y son importantes descomponedores de
materiales lefiosos y herbaceos. Trichoderma es un hongo invasor oportunista,
que se caracteriza por su rapido crecimiento, por la capacidad de asimilar una
amplia gama de sustratos y por la produccién de una variedad de compuestos
antimicrobianos. Algunas cepas han sido explotadas como agentes de control
bioldgico de patdgenos, incluyendo hogos y neméatodos, todo mediado por la
produccion de enzimas de degradacion de la pared celular, como: celulosas,
quitinasas, glucanasas, entre otras, y la produccion de antibidticos. También
han sido usadas en biorremediacién, por su capacidad de degradar
hidrocarburos, compuestos clorofendlicos, polisacaridos y los plaguicidas
xenobidticos, utilizados en la agricultura (Verma et al., 2007; Vinale et al., 2008;
Hoyos et al., 2009).

Igualmente, debido a la existencia de transposones ABC en sus
moléculas (Hoyos et al. 2009), se considera estimulador del crecimiento vegetal
(Leandro et al. 2007) e inductor de resistencia sistémica, debido a que modula
o estimula algunas respuestas en la planta (Howell y Puckhaber, 2005; Howell,
2006).

Trichoderma es un hongo aerdbico, con capacidad para resistir un
amplio intervalo de temperaturas, asi por ejemplo, Adelman aislaron una cepa
en suelo de Alaska, con crecimiento a 4 °C y que toleré hasta 33 °C (Adelman,
1992).

Se han implementado estrategias de control biolégico a partir de
aislamientos nativos del hongo Trichoderma gracias a sus propiedades como
biofertilizante y bioestimulante ya que ha desarrollado mecanismos para atacar
y parasitar a otros hongos y de esa manera aprovechar una fuente nutricional
adicional. Los efectos que ejerce la inoculacion de plantas con Trichoderma
son: control bioldgico de enfermedades causadas por patégenos en la raiz y en
algunos foliares; induccion de resistencia sistémica en las plantas; cambios en

la composicion de la microbiota de las raices; mejora la absorcion de
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nutrientes, incluyendo, al nitrégeno; mejora de la solubilidad de los nutrientes
del suelo; mayor desarrollo de las raices; aumento de la formacion de pelos
radiculares; mas profundo enraizamiento (Stewart, 2007).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La produccion en el cultivo de frijol ha disminuido al paso de los afios por
factores como: enfermedades, plagas, insumos nutricionales de alto costo, mal
manejo de pesticidas, entre otros, aunado a la nula aplicacion de
biotecnologias, conlleva a una baja rentabilidad del cultivo ya que la mayoria de
las veces no se cuentan con los insumos suficientes para aplicarlos,
principalmente en los lugares con bajos recursos. Ademas de que al usar y dar
un mal manejo de los fertilizantes quimicos pueden ocasionar algunos
problemas de contaminacibn ambiental. Se busca implementar nuevos
recursos biotecnoldgicos con el objetivo de obtener mejor produccion, por ello
se pretende buscar microorganismos fijadores de nitrégeno, solubilizadores de
fosfatos, entre otros, que tengan especificidad y efectividad en las plantas del
cultivo de frijol, y de esta manera mejorar la produccién, reducir costos con

menor impacto ambiental.
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4. JUSTIFICACION.

Desde hace muchos afios se ha buscado obtener mejor produccion en el
cultivo de frijol mediante el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas. Al paso
del tiempo, la produccibn se ha mantenido y en algunos lugares la ha
disminuido, debido en parte a problemas de contaminacion, erosion de suelos y
problemas en la salud humana y animal. Por lo tanto, en este trabajo se usa
como forma alternativa a la produccién de frijol, a los microorganismos
benéficos como los fijadores de nitrdgeno y solubilizadores de fosfatos por su
funcidén estimulante del crecimiento vegetal y junto a ellos complementar con
una nutricién foliar y asi obtener una mejor produccion con la disminucién de

fertilizantes quimicos y protegiendo al ambiente.
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5. HIPOTESIS.
La inoculacion de microorganismos benéficos y la adicién de elementos

nutricionales a las plantas de frijol mejoraran el crecimiento de las plantas.
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6. OBJETIVOS.

6.1. OBJETIVO GENERAL.
Evaluar el efecto de la aplicacion de microorganismos benéficos y la
biofortificacion sobre el desarrollo de plantas del cultivo de frijol.

6. 2. OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Seleccionar bacterias solubilizadoras de fosfatos, fijadoras de nitrdgeno y

hongos benéficos para inoculacion de plantas de frijol.

2. Realizar la inoculacién de semillas de frijol con diferentes microorganismos

benéficos, agregando solucion nutritiva.

3. Evaluar las etapas fenologicas de plantas de frijol tomando en cuenta el
porcentaje de germinacion, altura, nimero de ramas, niumero de hojas, masa

seca de raiz, vainas, tallo, y numero de nodulos.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Material biologico: Seleccion de semillas.
Las semillas de frijol criollo negro se seleccionaron tomando en

consideracion el tamafio uniforme y ausencia de dafio aparente.

7.2. Pruebas de sanidad de semillas.

Se seleccionaron 30 semillas de frijol que se colocaron en una
superficie de papel absorbente protegida con una membrana plastica “kleen
pack”. Se humedecieron las semillas con 1 mL de agua destilada estéril y se
enrollaron sellando de lado y lado para evitar que se contaminara y mantener

las condiciones de humedad.

7.3. Seleccion de bacterias y hongo.

Se trabajo con cinco bacterias fijadoras de nitrdgeno y dos bacterias
solubilizadoras de fosfatos asi como una cepa de Trichoderma asperellum.
Todos los microorganismos usados forman parte del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos “Dr. Jesus Caballero Mellado” del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Las semillas de frijol criollo

negro procedieron del municipio de Hueytlalpan, Puebla, cosecha 2014.

Cuadro 1. Cepas bacterianas y fungicas utilizados en el experimento de inoculacién de
frijol.

Cepas Clave
Rhizobium tropici CIAT 899
Rhizobium sp. M7
Rhizobium sp. M4
Azospirillum brasilense 10B
Azospirillum brasilense 7A
Klebsiella pneumoniae KMT10-2
Chromobacterium violaceum BUAP 35
Acinetobacter calcoaceticus BUAP 40
Trichoderma asperellum Tas-10

7.4. Propagacion de bacterias.
Las dos bacterias del género Azospirillum brasilense fueron

seleccionadas por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico y de procedencia
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geografica diferente y dos bacterias con actividad solubilizadora de fosfato
tricalcico. Las cepas de Azospirillum brasilense se propagaron en medio NFb
liguido adicionado de extracto de levadura y cloruro de amonio, y las bacterias
solubilizadoras de fosfatos en caldo nutritivo. Se incubaron a 32 °C durante 24
h, 48 h., a 220 rpm. Posteriormente, se procedio a realizar diluciones decimales
y se sembro en caja Petri con medio de cultivo Rojo Congo para Azospirillum
brasilense, medio de cultivo Goldstein para bacterias solubilizadoras de
fosfatos, para Klebsiella pneumoniae medio de agar MacConkey asi como
medio Extracto de Levadura Manitol Rojo Congo (ELMARC) para Rhizobium
sp. para que de esta manera se pudiera propagar la poblacién bacteriana.
Trichoderma asperellum se propago en caldo papa y dextrosa mediante
incubacion en agitacion a 180 rpm a 30°C por 24 h. Posteriormente se dejo el
cultivo en crecimiento estatico 15 dias hasta la esporulacién, confirmando la

pureza del cultivo sembrando en medio de agar de papa y dextrosa.

7.5. Preparacion de biofertilizantes.

Se mezclaron los caldos de cultivo con el sustrato “Peat moss”
previamente estéril. Para tener un porcentaje de absorcion del 80%. Se
tomaron 50 mL de cada caldo para 60 g de sustrato, esto se colocé en bolsitas
de plastico, una vez terminadas las mezclas se llevaron a incubacion y se

dejaron en maduracion durante tres dias (Oliver-Rodriguez 2004).

7.6. Preparacion de semillas.
Se seleccionaron las semillas de frijol criollo negro, posteriormente se

verificd que no tuvieran algun dafio mecénico o aparente dafio por hongos.

7.7. Inoculacién de los microorganismos a las semillas.

Se prepararon 12 bolsitas de plastico y en cada una de ellas se
colocaron 15.0 g de semillas del frijol criollo negro. Posteriormente se pesaron
30.0 g de cada biofertilizante los cuales se agregaron en cada bolsita de
semillas correspondiente a cada tratamiento; y por ultimo, se colocé 1 mL de
T. asperellum a las bolsitas correspondientes, y de esta manera se inocularon

las semillas.
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7.8. Preparacion del suelo.

Se utilizé suelo procedente de San José Teacalco Tlaxcala, el cual se
tamiz6 y posteriormente se llenaron 120 macetas conteniendo 2.0 kg de suelo
aproximadamente el cual se humedecio previamente a la siembra, se utilizaron
12 tratamientos con 10 repeticiones cada uno, como se describe en el Cuadro
2.

7.9. Siembra de semillas de frijol.

Se sembraron cuatro semillas en cada una de las macetas a una
profundidad de 3 cm aproximadamente, se cubrieron con el suelo y se
mantuvieron en humedad con riegos de agua destilada y a una temperatura

promedio de 26 °C.

7.10. Disefio experimental.

Se trabajé con 12 tratamientos diferentes (Cuadro 2), con 10
repeticiones cada uno, a 5 repeticiones solo se les agregaron bacterias u
hongo segun correspondid, a las 5 repeticiones restantes se les aplico una
solucion nutritiva a base de N, P, K, Ca, Mg, Mn, Zn, Fe, Mo, B, Co via foliar

con atomizacion.

Cuadro 2. Disefio experimental para la inoculacién de biofertilizantes con bacterias,
hongos a dos dosis de fertilizaciébn quimica en el cultivo de frijol, complementado con
una biofortificacién a base de una solucién nutritiva.

Tratamientos

Rhizobium sp. M7

R. tropici CIAT 899 (tipo)

A. brasilense 7A + A. brasilense 10B

K. pneumoniae KMT10-2

T. asperellum Tas-10

Rhizobium sp. M4

C. violaceum BUAP 35 + A. calcoaceticus BUAP 40
Rhisobium sp. M7 + R. tropici CIAT + A. brasilense 7A + 10B
Fertilizacion Quimica 100%

Fertilizacion Quimica 50%

T. asperellum + A. brasilense 7A + 10B

Control

Tratamientos con 10 repeticiones, en 5 repeticiones se adiciond fertilizacién foliar.
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7.11. Evaluacién de parametros fenoldgicos de las plantas de frijol.

Se sacaron las plantas de las macetas cuidando que no sufrieran algun
dafio, se elimind el suelo y posteriormente se lavo la raiz con agua de la llave
hasta dejarla totalmente limpia. La masa seca se cuantificO después de la
cosecha, separando la raiz, tallo y vainas de las plantas de frijol, se colocaron
en bolsas de papel y se secaron en un horno a 75 °C durante 72 horas, luego
de este tiempo se procedié a pesarlas. Una vez que las raices se secaron se

llevo a cabo la separacion de los nédulos para su posterior conteo.

7.12. Andlisis estadisticos.
Una vez obtenidos los datos se les realiz6 un analisis de varianza y la
prueba de comparacion de medias de Tukey a P < 0.05 para ver la diferencia

de tratamientos (Olivares-Saenz, 1994).
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8. RESULTADOS

8.1. Sanidad de semillas.
En las pruebas de sanidad realizada a las semillas de frijol, se aislaron

dos hongos, uno del género Penicillium y el segundo del género Fusarium.

8.2. Preparacion de in6culos.
Se llevd a cabo el conteo microbiano de cada biofertilizante, expresando
los valores en unidades formadoras de colonias UFC g™ y en el caso de T.

asperellum, en UFC mL™ como se observa en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Recuento microbiano de las poblaciones inoculadas por cada tratamiento.
CONTEO MICROBIANO

Biofertilizantes UFC
Rhizobium sp. M7 110.0 x 10° UFC g™
Rhizobium tropici CIAT 899 (tipo) 20.0 x 10° UFC g™
Azospirillum brasilense 7A 3.6 x 10°UFC g*
Azospirillum brasilense 10B 2x10°UFC g*
Klebsiella pneumoniae KMT10-2 13.0x 10°UFC g™
Trichoderma asperellum 16.3 x 10° UFC mL™
Rhizobium sp. M4 50.0 x 10°UFC g™

6 -1
Chromobacterium. violaceum BUAP 35 60.0x10°UFC g

6 -1
Acinetobacter calcoaceticus BUAP 40  2-.3x10°UFC g

8.3. Porcentaje de germinacion.

El porcentaje de germinacién se determind a los dias 5y 7 después de
la siembra. Se observo que el tratamiento con la cepa KMT10-2 y el tratamiento
con las cepas de A. brasilense 7A+10B en combinacion con T. asperellum Tas-
10 fueron los primeros en germinar. También se notd que de los 12
tratamientos utilizados, en 8 de ellos el porcentaje de germinacion fue mayor o
igual a 80%, mientras que en los 4 tratamientos restantes el porcentaje de
germinacion fue baja con valores de 50 a 70% como se describe en el Cuadro
4.
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Cuadro 4. Porcentaje de germinacion de las semillas de frijol por cada tratamiento
inoculado.

Tratamientos Porcentaje
T. asperellum + A. brasilense 7A +A. brasilense 10B 100%
A. brasilense 7A +A. brasilense 10B 90%
K. pneumoniae KMT10-2 90%
Rhizobium sp. M4 90%
Fertilizante quimico 100% 90%
R. tropici CIAT +Rhizobium sp. M7+ 80%
A. brasilense 7A +A. brasilense 10B

Fertilizante quimico 50% 80%
C. violaceum B35+A. calcoaceticus B40 80%
T. asperellum Tas-10 70%
Control 70%
R. tropici CIAT 899 (tipo) 60%
Rhizobium sp. M7 50%

8.4. Medicion de altura.

Al evaluar la altura de las plantas de frijol en suelo sin adicion de ningun
nutrimento (Cuadro 5), observamos a los 15 dias después de la germinacion,
que con la inoculacién de diferentes rizobacterias en las plantas encontramos
que en altura no existen diferencias estadisticas entre los tratamientos, sin
embargo, si existen diferencias numéricas utilizando la cepa KMT10-2 con un
incremento de 28.65% (Figura 1) y con la mezcla de bacterias M7+CIAT
899+7A+10B se presenta un incremento de 31.46% respecto al control. Sin
embargo, a los 45 dias el mayor porcentaje se obtuvo utilizando la mezcla de
las cepas BUAP 35+BUAP 40 que se incrementa en un 14.84% respecto al
control y el tratamiento con la respuesta mas baja fue utilizando el fertilizante
quimico al 50%. Y al llevar a cabo la medicion a los 65 dias, se observo mayor
porcentaje al utilizar la cepa M4 de Rhizobium sp. (Figura 2) que se incrementa
en un 5.8% respecto al control mientras que los tratamientos con menor
respuesta fueron los tratamientos con fertilizante quimico al 100%, Trichoderma
asperellum Tas-10 y el fertilizante quimico al 50%.

Al evaluar la inoculacion junto con la fertilizacion foliar (Cuadro 6) con
diferentes Rizobacterias en plantas de frijol encontramos que en altura a los 15
dias después de la germinacion, la respuesta 6ptima se obtuvo utilizando la
cepa KMT10-2 que se incrementa en un 24.46% respecto al control pero

también se puede observar la baja respuesta de algunos tratamientos como lo
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son la cepa M7 de Rhizobium sp., el fertilizante quimico al 50% y Trichoderma

asperellum Tas-10.

Cuadro 5. Efectos de la inoculacién de bacterias un hongo y dos dosis de fertilizacion
quimica en la medicion de la altura en plantas de frijol.

Suelo

Tratamiento Dias
15 45 65

Rhizobium sp. M7 9.35+2.02 a 20.204£1.20 ab 26.65%2.97 abcd
R. tropici CIAT 899 (tipo) 10.30+1.51 a 21.70+1.85 ab 28.00£3.22 abc
A. brasilense 7A+10B 10.30+£1.04 a 21.05+1.41 ab 28.75%2.22 ab
K. pneumoniae KMT10-2 11.45+1.89 a 22.00+1.22 ab 27.75%+3.03 abc
Trichoderma asperellum Tas-10 8.65+2.10 a 19.60+1.46 ab 25.50+1.57 cd
Rhizobium sp. M4 10.90+0.74 a 21.10+1.40 ab 29.10+1.44 a
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 9.20+0.93 a 26.30+10.10 a 26.50+1.65 abcd
M7+CIAT+7A+10B 11.70+1.82 a 23.10+£1.91 ab 26.40+1.55 abcd
F. Q. 100% 9.70+1.04 a 22.05+2.22 ab 25.80+0.86 bcd
F. Q. 50% 10.20+1.19 a 18.60+0.82 b 23.60+3.99d
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B 10.70+£1.24 a 21.00+1.88 ab 26.55+2.94 abcd
Control 8.90£0.89 a 22.90+£2.00 ab 27.504£3.05 abc

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

Cuadro 6. Efectos de la inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacion
quimica junto con la fertilizacion foliar en la mediacion de la altura en plantas de frijol.

Fertilizacién foliar

Tratamiento Dias
15 45 65
Rhizobium sp. M7 8.70+1.08 bc 20.10+2.21 bc 27.85+3.55 ab

R. tropici CIAT 899 (tipo)

A. brasilense 7A+10B

K. pneumoniae KMT10-2
Trichoderma asperellum Tas-10

Rhizobium sp. M4

C. violaceum B35+

A. calcoaceticus B40
M7+CIAT+7A+10B

F. Q. 100%

F. Q. 50%

T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B
Control

9.70+0.76 abc
9.75%0.68 abc
11.70+1.39 a
8.45+0.65 ¢
11.25+1.16 ab

9.40+0.49 abc

10.35+0.70 abc

10.50+1.53 abc
8.65+1.74 c

10.25+2.11 abc
9.40+0.45 abc

22.00+1.52 ab

21.30+2.22 abc
21.90+1.04 ¢
21.17+1.40 ¢

20.85+1.32 abc

24.10+9.39 bc
20.78+1.17 ab
22.50+0.68 a

20.00+1.39 abc

22.00+1.08 ab
20.80+1.54 c

28.35£2.42 ab
29.45x3.29 ab
28.35+0.98 ab
26.25+£3.34 b
26.50+1.15 b

30.10+2.23 a
27.75+£3.07 ab
27.95+1.29 ab
27.00+2.48 ab

26.15+3.06 b
27.25+2.86 ab

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey
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Figura 1. Comparacion de altura entre 3 tratamientos distintos y el control.

Figura 2. Comparacioén de altura y parte foliar de los tratamientos M4 y la mezcla de T.
asperellum mas A. brasilense 7A+10B respecto al control.

En la evaluacion del dia 45 encontramos que la mejor respuesta fue
utilizando la fertilizacion quimica al 100% que se incrementa en un 8.17%
respecto al control y los tratamientos con respuesta baja fueron las cepas
B35+B40, M7, KMT10-2, Tas-10 y el control. Sin embargo al llegar al dia 65
encontramos que en altura, la cepa B35+B40 correspondiente a los
solubilizadores obtiene el mayor porcentaje incrementandose en un 10.45%
respecto al control mientras que M4, Tas-10 y Tas-10 + 7A+10B fueron los

tratamientos con menor respuesta.
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8.5. Conteo del numero de ramas formadas por efectos de la inoculacion.
Al evaluar el numero de ramas formadas por procesos de la inoculacién
con diferentes rizobacterias en plantas de frijol sin agregar ningin nutrimento
(Cuadro 7), en los primeros 15 dias, se observa que en el nimero de ramas el
tratamiento con mayor porcentaje fue la mezcla de T. asperellum Tas-10 y las
cepas de A. brasilense 7A+10B incrementandose en un 10.14% respecto al
control. Sin embargo los tratamientos con las cepas de Rhizobium sp. M7, A.
brasilense 7A+10B vy el fertilizante quimico al 100% fueron los que obtuvieron la
respuesta mas baja. En el dia 45 encontramos que la mezcla T. asperellum
Tas-10 y 7A+10B tuvo un
representando el mayor porcentaje (Figura 3) y el tratamiento con la respuesta

incremento del 25% respecto al control
mas baja fue la mezcla de las cepas M7+CIAT+7A+10B. Sin embargo, a los 65
dias hallamos que los tratamientos 7A+10B, KMT10-2 y la mezcla de T.
asperellum Tas-10 con A. brasilense 7A+10B fueron los que incrementaron en
porcentaje respecto al control y la mezcla M7+CIAT+7A+10B continuo con la

respuesta mas baja.

Cuadro 7. Efectos de la inoculacién de bacterias, un hongo y dos dosis de fertilizacién
gquimica en el nimero de ramas en plantas de frijol.

Suelo

Tratamiento

15

Dias
45

65

Rhizobium sp. M7

R. tropici CIAT 899 (tipo)
A. brasilense 7A+10B

K. pneumoniae KMT10-2
Trichoderma asperellum Tas-10
Rhizobium sp. M4

C. violaceum B35+

A. calcoaceticus B40
M7+CIAT+7A+10B

F. Q. 100%

F. Q. 50%

T. asperellum TTas-10+
A. brasilense 7A+10B

Control

12.00+1.87 bcd
13.60£1.95 abcd
11.20+3.56 cd
14.00+3.87 abc
14.20+2.49 abc
13.60+3.85 abcd

12.60+0.55 abcd

12.20+1.30 abcd
10.80+2.39 d
14.60+1.67 ab

15.20+3.27 a
13.80+0.84 abcd

19.60+3.78 ab
19.80+5.22 ab
20.80+5.93 ab
22.40+4.56 ab
20.40+2.41 ab
22.80+6.57 ab

22.40+£2.07 ab
15.60+2.07 b
16.60+6.27 ab
18.80+2.49ab

25.00+3.24 a
20.00+2.92 ab

32.00+£3.94 ab
30.20+8.53 ab
34.20+8.44 a
33.80+6.76 a
31.20+3.11 ab
31.40+6.50 ab

33.20+£2.39 ab
21.60+£5.18 b
27.20+5.59 ab
31.20+£2.77 ab

33.60+3.13 a
33.00+4.18 ab

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

En el mismo parametro al evaluar la inoculacion junto con la fertilizacion
foliar con diferentes rizobacterias en plantas de frijol (Cuadro 8), encontramos

gue en el nimero de ramas en el dia 15 el tratamiento con mayor porcentaje
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fue utilizando la mezcla de las cepas de A. brasilense 7A+10B que presenta un
incremento de un 11.76% respecto al control mientras que la cepa de
Rhizobium sp. M4 fue la que presento menor respuesta. En el dia 45, se
observé que la cepa KMT10-2 incremento en un 19.46% sobre el control y las
cepas CIAT 899, M4 y Tas-10+7A+10B presentaron la respuesta mas baja,
mientras que a los 65 dias, el tratamiento que presentd un porcentaje mayor
fue nuevamente la cepa KMT10-2 incrementando en un 32.25% respecto al

control pero la mayoria de los tratamientos presentaron respuestas muy bajas.

Cuadro 8. Efectos de la inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacién
quimica junto con la fertilizacion foliar en el nimero de ramas en plantas de frijol.

Fertilizacion foliar

Tratamiento

15

Dias
45

65

Rhizobium sp. M7

R. tropici CIAT 899 (tipo)
A. brasilense 7A+10B

K. pneumoniae KMT10-2
Trichoderma asperellum Tas-10
Rhizobium sp. M4

C. violaceum B35+

A. calcoaceticus B40
M7+CIAT+7A+10B

F. Q. 100%

F. Q. 50%

T. asperellum Tas-10+

A. brasilense 7A+10B
Control

11.2045.50 ab
14.40£1.52 ab
15.20+3.63 a
14.00£2.45 ab
14.40+0.55 ab
10.80+2.59 b

14.80+£1.10 ab
13.60+4.72 ab
14.80+3.70 ab
12.80+3.11 ab

13.80+2.17 ab
13.60+£2.51 ab

20.20+7.82 abc
19.00+3.24 bc
24.60+4.16 ab
27.004+6.63 a
19.80+3.70 abc
18.00+8.37 bc

21.60+2.97 abc
20.60+9.89 abc
19.80+ 5.45 abc
19.80+ 4.87 abc

16.80+4.49 ¢
22.60+4.88 abc

31.40+7.40 bc
35.60+5.55 abc
36.60+5.81 ab
41.00+9.03 a
32.40+7.89 bc
27.40+6.19c

32.40+6.39 bc
30.40+9.07 bc
29.40£3.36 bc
36.00+£5.92 ab

28.80£7.40 bc
31.00+3.00 bc

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

Figura 3. Comparacién del nimero de ramas entre la mezcla de A. brasilense con T.
asperellum respecto al control.
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8.6. Evaluacién del numero de hojas de plantas de frijol por efectos de la

inoculacion.

En los primeros 15 dias al evaluar la inoculacidon con diferentes
Rizobacterias en plantas de frijol y sin adicionar algin nutriente (Cuadro 9), se
observa que en el numero de hojas, los tratamientos que presentaron mayor
porcentaje fueron las cepas CIAT 899, M4, la mezcla M7+CIAT+7A+10B y
también el fertilizante quimico al 50% y el tratamiento con T. asperellum Tas-10
obtuvo la respuesta mas baja. En el dia 45, los tratamientos no presentaron
diferencias estadisticas pero si ligeras diferencias numéricas donde las
bacterias solubilizadoras de fosfatos B35+B40 incrementan en un 17.69%
respecto al control, a los 65 dias nuevamente la mezcla de B35+B40 son las
gue presentan mayor incremento respecto al control con un incremento del
15.82%, mientras que el tratamiento de la mezcla de las cepas
M7+CIAT+7A+10B vy el fertilizante quimico al 100% presentaron una baja
respuesta.

Al evaluar la inoculacién junto con la fertilizacion foliar con diferentes
rizobacterias en el nimero de hojas en las plantas de frijol (Cuadro 10),
encontramos que en el dia 15 el tratamiento con porcentaje mayor fue
utilizando la cepa KMT10-2 presentando un incremento de un 77.77% respecto
al control notando de esta manera que los tratamientos con baja respuesta
fueron utilizando el fertilizante quimico al 50%, M7, B35+B40, Tas-10 +7A+10B,
T. asperellum y el control. Mientras tanto en el dia 45 no hubo diferencias
estadisticas entre los tratamientos pero si diferencias numéricas, a los 65 dias
la cepa KMT10-2 obtuvo el mayor porcentaje presentando un incremento de un
13.47% sobre el control y la cepa con menor respuesta fue utilizando el hongo

T. asperellum Tas-10 mas las cepas de A. brasilense 7A+10B.
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Cuadro 9. Efectos de la inoculacién de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacion
gquimica en el nimero de hojas en plantas de frijol.

Suelo

Tratamiento Dias

15 45 65
Rhizobium sp. M7 8.00+2.55 ab 38.004+6.52 a 54.00+7.25 bc
R. tropici CIAT 899 (tipo) 10.20+1.79 a 48.20+5.50 a 55.60+13.28 abc
A. brasilense 7A+10B 7.60+2.51 ab 42.40+12.64 a 57.20+12.60 abc
K. pneumoniae KMT10-2 8.20+2.68 ab 48.80+10.11 a 59.60+13.13 abc
Trichoderma asperellum Tas-10 4.00+0.00 b 46.504£7.40 a 57.00+8.51 abc
Rhizobium sp. M4 8.80+1.64 a 47.40+12.84 a 62.00+14.02 ab
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 5.80+£2.68 ab 57.2045.76 a 68.80+10.01 a
M7+CIAT+7A+10B 8.80+1.64 a 44.80+5.45 a 52.30+7.33 ¢c
F. Q. 100% 8.20+1.64 ab 38.60+11.52 a 48.00+18.29 ¢
F. Q. 50% 8.80+1.64 a 49.60+9.10 a 55.00+8.28 bc
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B 8.20+1.64 ab 56.40%4.67 a 67.40+9.96 ab
Control 5.80+2.68 ab 48.60+8.79 a 59.40+7.37 abc

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacién estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

Cuadro 10. Efectos de la inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacién
quimica junto con la fertilizacién foliar en el nimero de hojas en plantas de frijol.

Fertilizacion foliar

Tratamiento Dias

15 45 65
Rhizobium sp. M7 6.40+3.91 cd 41.40+£12.30 a 69.90+24.15 ab
R. tropici CIAT 899 (tipo) 9.40+1.34 ab 47.60+£3.71 a 54.00+5.10 ab
A. brasilense 7A+10B 7.20+2.17 abcd 50.80+8.81 a 66.00+£5.79 ab
K. pneumoniae KMT10-2 9.60+2.88 a 48.80+7.26 a 72.40+18.15 a
Trichoderma asperellum Tas-10 4.80+1.79d 50.00+5.96 a 56.60+3.44 ab
Rhizobium sp. M4 7.60+1.34 abcd 45.80+5.89 a 53.80+18.16 ab
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 6.40+1.34 cd 52.80+4.16 a 62.804£5.89 ab

M7+CIAT+7A+10B 8.20£1.64 abc 44.80+12.66 a 70.90£23.02 ab
F. Q. 100% 7.20£3.03 abcd 51.20+£11.07 a 58.00£15.49 ab
F. Q. 50% 6.60£2.61 bed 45.40+7.80 a 53.60+8.91 b
T. asperellum Tas-10+

A. brasilense 7A+10B 6.20£2.17 cd 48.00+£3.97 a 49.80+10.83 b
Control 5.404£1.34 cd 49.00+6.44 a 63.80+£15.96 ab

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey
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8.7. Evaluacién de la floracién de plantas de frijol

Al evaluar la floracion en los tratamientos sin fertilizacién foliar (Cuadro
11) encontramos que el mayor porcentaje se presentd utilizando la cepa R.
tropici CIAT 899 que se incrementa en un 35.71% respecto al control, seguida
de los tratamientos inoculados con A. brasilense 7A+10B (Figura 4) y K.
pneumoniae KMT10-2 con 21.42% y 17.85 % respectivamente, en este
parametro, la mezcla de las cepas M7+CIAT+7A+10B, B35+B40 y el fertilizante

quimico al 100% presentaron las respuestas mas bajas.

Cuadro 11. Efectos de la inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacién
gquimica con y sin fertilizacién foliar en la floracion de plantas de frijol.

Floracién

Suelo F. foliar
Tratamiento Porcentaje
Rhizobium sp. M7 6.75+0.96 abcd -3.57 20.68 8.75+0.96 ab
R. tropici CIAT 899 (tipo) 9.50+£0.58 a 35.71 68.96 12.25+4.50 a
A. brasilense 7A+10B 8.50+1.00 ab 21.42 24,13 9.00+0.82 ab
K. pneumoniae KMT10-2 8.25+1.71 abc 17.85 37.93 10.00+0.00 ab
Trichoderma asperellum Tas-10 5.75+2.87 abc -17.85 27.58 9.25+1.50 ab
Rhizobium sp. M4 8.00+1.41 abcd 14.28 37.93 10.00+0.00 ab
C. violaceum B35+ 5.00+£1.83 cd -28.57 10.34 8.00%£1.83 ab
A. calcoaceticus B40
M7+CIAT+7A+10B 5.50+2.08 bcd -21.42 0 7.25£2.06 b
F. Q. 100% 4.75+0.96 d -32.14 -3.44  7.00t£1.83 b
F. Q. 50% 8.75+0.96 ab 25.00 31.03 9.50+1.00 ab
T. asperellum Tas-10+ 6.25+2.63 abcd -10.71 6.89 7.75+1.50 ab
A. brasilense 7A+10B
Control 7.00£2.16 abcd - - 7.25£2.75 b

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

Cuando se realiz6 la inoculacion junto con la fertilizacion foliar (Cuadro
11) observamos que el mejor porcentaje fue utilizando la cepa CIAT 899
logrando incrementos de 68.96% respecto al control, junto con los demas
tratamientos, mientras que las cepas con baja respuesta fueron la mezcla de
las cepas M7+CIAT+7A+10B y el fertilizante quimico al 100%.
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Figura 4. Comparacion en la etapa de floracién entre el tratamiento 7A+10B y el
control.

8.8. Cuantificacién del numero de vainas en plantas de frijol inoculadas.

Al cuantificar el namero de vainas sin adicion de ningan nutrimento
(Cuadro 12) solo por efecto de la adicion de in6culos, encontramos que el
porcentaje mayor fue utilizando las cepas de A. brasilense 7A+10B que
incrementd en un 150% respecto al control (Figura 5), mientras que la mayoria
de los tratamientos restantes presentd una respuesta variable con tendencias
positivas. Y en algunos tratamientos mostraron valores inferiores respecto al
control.

En la evaluacion del niumero de vainas con inoculacion y fertilizacion
foliar (Cuadro 12) se observé que el porcentaje mayor fue utilizando las cepas
7A+10B y la cepa KMT10-2 ambas en un incremento del 96.66% respecto al
control (Figura 6), con la misma tendencia cuando solo se inoculan. También
se observd una respuesta menor en los tratamientos B35+B40, la mezcla de
las cepas M7, CIAT, 7A+10B, el fertilizante quimico al 100% y el tratamiento de
Tas-10+7A+10B.
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Figura 5. Comparacién del nimero de vainas entre la mezcla de A. brasilense y el
control.

Figura 6. Comparacion del nimero de vainas de K. pneumoniae y la mezcla de T.
asperellum més A. brasilense ambas con fertilizacién foliar ante el control.
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Cuadro 12. Efectos de la inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de
fertilizacion quimica con y sin fertilizacién foliar en el nUmero de vainas de plantas

de frijol.
NUmero de vainas

Suelo F. foliar
Tratamiento Porcentaje
Rhizobium sp. M7 3.50+2.38 cde  16.66 50.00 11.25+4.92 abc
R. tropici CIAT 899 (tipo) 5.00+3.74 bc 66.66 60.00 12.00+7.75 ab
A. brasilense 7A+10B 7.50+2.38 a 150.00 96.66 14.75+4.03 a
K. pneumoniae KMT10-2 6.50+3.11ab  116.66 96.66 14.75+5.91 a
Trichoderma asperellum Tas-10 3.50+1.73cde  16.66 16.66 8.75+4.03 bcd
Rhizobium sp. M4 4.50+3.11 bed  50.00 50.00 11.25+7.04 abc
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 1.50+1.29 e -50.00 -13.33 6.50+3.87 d
M7+CIAT+7A+10B 2.25+0.96 de  -25.00 -30.00 5.25+3.30 d
F. Q. 100% 2.25+1.71de  -25.00 -23.33 5.75+4.19 d
F. Q. 50% 5.25+3.30 abc ~ 79.00 60.00 12.00+6.98 ab
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B 2.50+2.08 de -16.66 -23.33 5.75+3.69 d
Control 3.00+2.16 cde - - 7.50+5.45 cd

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

8.9. Cuantificacién de la masa seca de las vainas, raiz y tallo de plantas de
frijol.

En la masa seca de vainas de las plantas de frijol inoculadas con
diferentes rizobacterias sin agregar fertilizacion foliar (Cuadro 13) encontramos
que la cepa que obtuvo el mayor porcentaje fue la KMT10-2 presentando un
incremento de 355.68% sobre el control, seguidas de la mezcla de cepas de A.
brasilense (7A+10B) y las diferentes cepas de Rhizobium con diferentes
porcentajes de incremento en el nimero de vainas y los tratamientos que
presentaron bajas respuestas fueron B35+B40, las dos dosis de fertilizante
qguimico al 50% y 100%, y la mezcla de las cepas M7, CIAT, 7A+10B.

Al evaluar la masa seca de vainas de frijol cuando se aplico fertilizante
foliar (Cuadro 13) no se hallaron diferencias estadisticas entre todos los
tratamientos, pero si diferencias numeéricas respecto al control, donde el mayor
porcentaje se obtuvo en el tratamiento con las cepas KMT10-2, 7A+10B, CIAT

899 entre otras.
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Cuadro 13. Efectos de la inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacion
quimica con vy sin fertilizacion foliar en la cuantificacion de masa seca de vainas de

plantas de frijol.

Masa seca vainas

Suelo F. foliar
Tratamiento Porcentaje
Rhizobium sp. M7 2.30+1.42 abc 161.36 36.22 1.73+0.68 a
R. tropici CIAT 899 (tipo) 1.90+0.65 abc 115.90 107.87 2.64+1.38 a
A. brasilense 7A+10B 3.03+1.19 ab 244.31 104.72 2.60+1.88 a
K. pneumoniae KMT10-2 4.01+1.79 a 355.68 129.13 2.91+0.75 a
Trichoderma asperellum Tas-10 2.13+1.09 abc 142.04 81.88 2.31+1.04 a
Rhizobium sp. M4 2.33+0.63 abc 164.77 67.71 2.13+1.23 a
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 1.31+0.59 bc 48.86 64.56  209+0.78 a
M7+CIAT+7A+10B 0.56+0.61 ¢ -36.36 -44.09 0.71%0.60 a
F. Q. 100% 1.34+0.77 bc 52.27 -50.39 0.63+0.52 a
F. Q. 50% 1.46+0.89 bc 65.90 16.53 1.48+0.90 a
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B 1.92+0.61 abc 118.18 -6.23 1.19+0.93 a
Control 0.88+0.84 bc - - 1.27+0.97 a

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales

dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

En la masa seca de raiz sin ningun nutrimento adicional (Cuadro 14) el

mayor porcentaje se observo al utilizar la mezcla de bacterias M7+CIAT

899+7A+10B que incrementod en 51.45% sobre el control tomando en cuenta la

diferencia numérica ya que no hay diferencias estadisticas (Figura 7), también

las cepas que mejor respuesta presentaron fueron Rhizobium sp. M4, la

combinacion de T. asperellum Tas-10 + A. brasilense 7A+10B vy la fertilizacién

quimica al 100%.

CIAT+M7
7A+10B

Figura 7. Comparacién de raiz entre el control y la mezcla de Rhizobiumy
Azospirillum.

CONTROL
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En el mismo parametro al evaluar la masa seca de raiz por efecto de
inoculacién de diferentes rizobacterias junto con la fertilizacion foliar (Cuadro
14) en plantas de frijol, se observa que no existen diferencias estadisticas entre
los tratamientos, pero si las hay numéricas, encontramos que el tratamiento
con mejor porcentaje fue utilizando el fertilizante quimico al 50% presentando
un incremento de un 46.04% respecto al control, ademas de los tratamientos
con T. asperellum + A. brasilense, fertilizacion quimica al 100%, Rhizobium sp.
M4 y la mezcla de B35+B40, entre otras.

Cuadro 14. Cuantificacibn de masa seca de raiz de plantas de frijol derivado de la

inoculacion de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizaciébn quimica con y sin
fertilizacion foliar.

Masa secaraiz

Suelo F. foliar
Tratamiento Porcentaje
Rhizobium sp. M7 4.78+0.40a  -0.82 10.20 5.29+0.34 a
R. tropici CIAT 899 (tipo) 4.78+0.44a  -0.82 3.95 4.99+0.74 a
A. brasilense 7A+10B 466+0.85a -3.31 -1.87 4.71+0.37 a
K. pneumoniae KMT10-2 5.16#0.94a /.05 14.79 5.51+0.18 a
Trichoderma asperellum Tas-10 497+#1.01a 311 11.04 5.33+0.93 a
Rhizobium sp. M4 6.13+4.32a  27.17 23.95 5.95+4.28 a
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 4.78+0.96a  0-82 21.25 5.82+2.44 a
M7+CIAT+7A+10B 7.30+2.18a  51.45 11.66 5.36+0.46 a
F. Q. 100% 6.11+4.14a  26.76 3541 6.50+3.84 a
F. Q. 50% 455+0.56a  -9.60 46.04 7.01+3.21a
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B 6.10+3.86 a  26.55 37.08 6.58+4.03 a
Control 4.82+0.50 a - - 4.80+0.65 a

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

En el caso de la evaluacién de la masa seca de tallo por efecto de
inoculacion de diferentes rizobacterias sin agregar nutrimentos en el Cuadro 15
se observa que las cepas de Rhizobium tropici CIAT 899 y A. brasilense
7A+10B
9.06% y 7.27% respecto al control, sin embargo los tratamientos M7, la mezcla
M7+CIAT+7A+10B, Tas-10+7A+10B, M4, B35+B40 y las dosis de fertilizante

fueron las que presentaron mayor porcentaje incrementando en

quimico al 50% y 100% presentaron las respuestas mas bajas.
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Respecto a la masa seca de tallo con la adicién de fertilizante foliar
(Cuadro 15) los tratamientos que presentaron mayor porcentaje fueron
utilizando Trichoderma asperellum, Tas-10 fertilizante quimico al 100%, K.
pneumoniae KMT10-2 y R. tropici CIAT 899 sobre el control y la respuesta mas
baja se presentd en el tratamiento con la cepa Rhizobium sp. M4,

Cuadro 15. Cuantificacion de masa seca de tallo de plantas de frijol derivado de la
inoculaciébn de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacion quimica con y sin
fertilizacion foliar.

Masa seca tallo

Suelo F. foliar
Tratamiento Porcentaje
Rhizobium sp. M7 9.77+1.23 bc -1.74 0.19 10.07+1.13 ab
R. tropici CIAT 899 (tipo) 11.55+1.07 a 9.06 7.96 10.85+1.14 ab
A. brasilense 7A+10B 11.36+1.53 ab 7.27 0.09 10.06%1.29 ab
K. pneumoniae KMT10-2 10.35+2.73 abc -2.26 8.05 10.86+0.85 ab
Trichoderma asperellum Tas-10 10.56+1.47 abc -0.28 10.04  11.06+0.93 a
Rhizobium sp. M4 9.05+1.08 ¢ -1454  -14.92  g55+1.15b
C. violaceum B35+
A. calcoaceticus B40 9.61+0.95 ¢ -9.25 -3.38  9.71+1.37 ab
M7+CIAT+7A+10B 9.74+1.04 bc -8.02 -1.19 9.93+0.98 ab
F. Q. 100% 9.54+0.87 ¢ -9.91 9.05 10.96+0.90 a
F. Q. 50% 9.12+1.23 ¢ -13.88 0 10.05+0.85 ab
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B 9.79+1.04 bc -7.55 -4.57 9.59+1.25 ab

Control

10.59+1.01 abc

10.05+0.87 ab

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales

dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey

8.10. Cuantificacion de ndédulos.

En la evaluacién del numero de nédulos sin fertilizaciéon foliar (Cuadro
16) el mayor porcentaje se observo con las cepas de A. brasilense 7A+10B
mezclado con T. asperellum Tas-10 y R. tropici CIAT 899 donde el incremento
fue de un 44.22% y 26% respectivamente ante el control, mientras que la
mezcla de las cepas M7+CIAT 899+7A+10B fue el tratamiento que presento
una baja respuesta.

Respecto al numero de nédulos con la adicion de la fertilizacion foliar
(Cuadro 16) encontramos que el porcentaje mayor fue utilizando la cepa de
Rhizobium sp. M4 en un incremento del 99.29% respecto al control, ademas de
los tratamientos con R. tropici CIAT 899, A. brasilense 7A+10B, entre otros y

los tratamientos con menor respuesta fueron K. pneumoniae KMT10-2, T.

47



asperellum Tas-10, las solubilizadoras de fosfatos B35+B40 y las dosis de

fertilizante quimico al 50% y al 100%.

Cuadro 16. Cuantificacion del nimero de nédulos por planta por efecto de la
inoculaciébn de bacterias, hongos y dos dosis de fertilizacion quimica con y sin

fertilizacion foliar.

Tratamiento

Suelo

F. foliar

Rhizobium sp. M7

R. tropici CIAT 899 (tipo)

A. brasilense 7A+10B

K. pneumoniae KMT10-2
Trichoderma asperellum Tas-10

Rhizobium sp. M4
C. violaceum B35+

A. calcoaceticus B40
M7+CIAT+7A+10B
F. Q. 100%

F. Q. 50%
T. asperellum Tas-10+
A. brasilense 7A+10B

Control

145.40+34.72 ab
207.40£92.93 ab
131.60+26.05 ab
130.80+16.32 ab
136.40+26.73 ab
171.60+128.45 ab

132.80+19.20 ab
113.80+10.73 b

174.40+64.28 ab
148.40+29.04ab

237.40+41.33 a
164.60+22.45 ab

Nodulos
Porcentaje
-11.66 23.06
26.00 62.02
-20.04 39.94
-20.53 17.44
-17.13  15.33
4.25 99.29
-19.31 -6.61
-30.86 28.12
5.95 17.29
-9.84 -5.20
44.22  30.94

175.00+63.99 ab
230.40£29.27 ab
199.00+93.43 ab
167.00+60.22 b
164.00+£39.43 b
283.40+47.54 a

132.80+40.65 b
182.20+76.89 ab
166.80+14.79 b
134.80+25.61 b

186.20+56.59 ab
142.20+£35.23 b

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviacion estandar; letras iguales
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 segun la prueba de Tukey
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9. DISCUSION.

Existe una amplia gama de interacciones entre especies de
microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagénicas, de
competencia fisica y bioquimica, moduladas por multiples y complejos factores
bidticos y abioticos. En la rizosfera, uno de los principales sitios donde se
presentan microorganismos, especificamente funcionales como fijadores de
nitrégeno, solubilizadores de fosfatos, promotores de crecimiento vegetal,
biocontroladores y especies patégenas, normalmente, compiten por espacio y
por nutrimentos. Estas interrelaciones entre los microorganismos inciden en la
interaccién suelo-planta-microorganismo-ambiente y repercuten de forma
directa en el crecimiento y en el desarrollo de las especies vegetales. Muchos
microorganismos rizosféricos como Rhizobium sp., Klebsiella sp., Azospirillum
sp. y Trichoderma sp. utilizados en el presente trabajo, catalogados como
promotores del crecimiento vegetal y como agentes de control biolégico
dependen de los factores mencionados para expresar sus potenciales efectos
benéficos. Sin embargo, en la interaccion de estos microorganismos, se
pueden presentar efectos sinérgicos que potencialicen los beneficios o, por el
contrario, efectos antagénicos o simplemente que no ocurra ningun efecto
benéfico en el crecimiento y en el desarrollo de las plantas (Cano, 2011).

Al llevar a cabo la prueba de sanidad de las semillas de frijol se pudo
observar que la germinacién de estas fue de un 80% en promedio (Figura 8),
por lo tanto este resultado se le puede atribuir a los hongos que se hallaron en
esta prueba porque como lo describe De La Parte et al., (2014) el hongo
Penicillium es considerado como agente de enfermedades de almacenamiento
de productos vegetales y legumbres, el cual no tiene gran importancia durante
el ciclo del cultivo pero afectan negativamente la calidad de la semilla y su
germinacion. Por otra parte, Navarrete-Maya, et al., (2009) describe al hongo
Fusarium como causante de enfermedades en las plantas de frijol como por
ejemplo la pudricion de la raiz y tallo lo cual puede disminuir y retrasar el

desarrollo de las plantas.
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Figura 8. Pruebas de sanidad en semillas de frijol.

En relacion al porcentaje germinacion de semillas de frijol inoculadas con
diferentes bacterias solas o en co-inoculacion, se encontraron valores de 70 al
100%, aunque en dos de los tratamientos fueron de 50 y 60% menores al
control con 70% vy las primeras semillas germinadas se presentaron a los 5 dias
con la inoculacién de la cepas KMT10-2 de Klebsiella pneumoniae y 7A+10B
de A. brasilense, lo que sugiere que en esta primera etapa la germinacién
puede no depender directamente de las bacterias, sino mas bien puede
implicar algunos reguladores del crecimiento presentes en el medio de cultivo
como productos de excrecidon al observar la diferencia con los tratamientos
inoculados y el control, lo que puede influir en el potencial de los reguladores
del crecimiento apoyando el papel potencial de la bacterias y los reguladores
del crecimiento en la mejora de la tasa de germinacion y principios de
desarrollo de estructuras de la planta, sin dejar de mencionar factores como: la
calidad de la semilla, la humedad y la temperatura que también pudieron
repercutir en el porcentaje de germinacion. Los datos mostrados coinciden con
lo reportado por Cassan et al., (2009) al inocular semillas de maiz y soya con
cepas de Azospirillum brasilense y Bradyrhizobium japonicum, ya sea solas y
en combinacién, observando una mejora en la germinacion hasta el dia 7 para
maiz y soya en el dia 4 en comparacion con el control que alcanzaron un bajo
porcentaje de germinacion.

En relacion a la inoculacién de semillas de frijol utilizadas procedentes
de la regién del municipio de Hueytlalpan, Puebla, se adicionaron 110.0 x10°
UFC g de la cepa Rhizobium sp. M7, 50.0 x 10° UFC g™ para Rhizobium sp.
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M4, 20.0 x 10° UFC g™ de la cepa R. tropici CIAT 899, 3.6 x 10° UFC g™ de A.
brasilense 7A, 2 x 10° UFC gde la cepa A. brasilense 10B, 13.0 x 10° UFC ¢
'de K. pneumoniae, 60.0 x 10° UFC g* para C. violaceum BUAP 35, 2.3 x 10°
UFC g™ para la cepa A. calcoaceticus BUAP 40, del hongo T. asperellum se le
agregd en forma liquida a una concentracion de 16.3 x 10° UFC mL™. Hungria
et al., (2013) menciona que para una respuesta en las plantas por efectos de la
inoculacién con Rhizobium tropici se requieren poblaciones de 1.2 x 10° UFC g
'y que para la inoculacién con A. brasilense se requieren 2.5 x 10° UFC g.
Los datos de poblaciones bacterianas en los inoculantes con Rhizobium sp,
Azospirillum brasilense y otras bacterias benéficas también coinciden con lo
descrito por Okon y Labandera-Gonzalez (1994), quienes mencionan que las
concentraciones éptimas pueden ser en promedio de 10’ UFC por semilla o por
planta, y que existen diferentes preparaciones bioldégicas con poblaciones de
10° UFC g™ hasta 10™ UFC g™.

Se ha demostrado que los microorganismos promotores de crecimiento
vegetal, incluyendo las rizobacterias y bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, bacterias diazotroficas, fijadores de nitrogeno de vida libre y hongos
formadores de micorrizas, tienen un efecto directo o primario en la nutricion
vegetal y, por ende, en la estimulacion del crecimiento de las plantas; no
obstante, estudios recientes muestran la potencialidad del uso de estos
inoculantes, como agentes de control biolégico, considerandolo como un efecto
secundario de esta interaccién (Sturz y Christie, 2003).

En la evaluacién de los parametros fenoldgicos encontramos que en la
medicién de altura la cepa con mejor respuesta pertenece al grupo de
Rhizobium sp. (M4), esto puede ser a causa de que diversas rizobacterias
entre ellas las pertenecientes al género Rhizobium sp., tienen la capacidad de
sintetizar y liberar auxinas como metabolitos secundarios (Patten y Glick,
1996). Generalmente, el AIA secretado por rizobacterias interfiere con los
muchos procesos de desarrollo de la planta (Glick, 2012; Spaepen et al., 2007).
El 80% de las bacterias aisladas de la rizésfera de varias plantas producen
auxinas. La produccion de auxinas varia grandemente entre especies incluso
entre cepas de la misma especie y también influye las condiciones de la
colonia, etapa de crecimiento y disponibilidad de los sustratos. El acido indol-3-

acetico es considerado fisiolégicamente la auxina mas activa en plantas, y
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también es reconocido como un producto metabolico de varios
microorganismos en presencia de peptona o triptofano y se conocen
comunmente como fitohormonas. Rhizobium es capaz de sintetizar AIA en
ausencia de triptéfano, pero la aplicacion de este incrementa la produccion de
AlA siendo esta una de las sustancias causantes del encorvamiento del pelo
radical (Frankenberger y Arshad, 1995). En consecuencia, la AlA juega un
papel muy importante en las interacciones planta-rizobacterias (Spaepen et al.,
2011).

De la misma forma también podemos sugerir que la produccion de AlA
de las cepas de A. brasilense provocaron que la cantidad de ramas en las
plantas inoculadas con estas cepas al final del experimento fueran las de mejor
respuesta ya que de acuerdo con Ahemad y Kibret (2014) el AIA producido por
rizobacterias, interfieren los procesos fisioldgicos de las plantas superiores,
modificando la divisién celular de la planta, la extension, y la diferenciacion,
estimula la germinacion de semillas que coincidentemente en nuestro
experimento con A. brasilense presentd mayor porcentaje de germinacion;
aumenta la tasa de xilema y desarrollo de las raices, controla los procesos de
crecimiento vegetativo, inicia la formacion de raices laterales; media la
respuesta a la luz, la gravedad y la florescencia; afecta a la fotosintesis, la
formacion de pigmento, la biosintesis de diversos metabolitos, y la resistencia a
condiciones de estrés, por lo tanto también podemos decir que la sintesis y
liberacion de fitohormonas (auxinas) mediada por las cepas de A. brasilense
juega un papel importante en cuanto a la formacion de vainas ya que las
plantas inoculadas con estas cepas obtuvieron el mayor nimero de vainas en
comparacion con el control.

El efecto de la inoculacion de Rhizobium tropici CIAT 899 en cuanto a
floracion pudo notarse en ambas condiciones, es decir, con y sin fertilizacion
foliar, sin embargo, la diferencia entre uno y otro es notable ya que al utilizar la
fertilizacion foliar favorecio el incremento de la floracién; y también al utilizar la
cepa Klebsiella pneumoniae KMT10-2 junto a la fertilizacion foliar se noto6 el
incremento en el nidmero de ramas en comparacion con el tratamiento
inoculado solo con Klebsiella pneumoniae KMT10-2 sin agregar algun
nutriente, lo que quiere decir que la fertilizacion foliar tiene un gran aporte en la

nutricion vegetal como complemento a la biofertilizacion del suelo, como lo
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menciona Franco y Morales (2006) en un experimento donde la inoculacién de
A. brasilense junto a la fertilizacion foliar incrementa el peso de la biomasa
aérea seca, en este caso el efecto solo se observo en la cuantificacion de
vainas, también en un ensayo de fertilizacion edafica y fertilizacion foliar sobre
el desarrollo y rendimiento de frijol (Phaseolus vulgaris L.) Giskin et al. (1984)
reportaron un incremento en el ndmero de vainas al complementar la
fertilizacion edéfica con la fertilizacién foliar.

Cabe mencionar que al utilizar A. brasilense mezclado con el hongo T.
asperellum tiene una respuesta positiva ante la formacién de nédulos, ya que
como hemos visto en algunos otros parametros las cepas de A. brasilense por
si solas tienen la mejor respuesta pero al ser mezclada con el hongo podriamos
decir que sigue siendo favorable y que de alguna forma T. asperellum tiene
efectos como control bioldégico y promocién del crecimiento, las especies del
género Trichoderma se caracterizan como hongos filamentosos que se pueden
aislar del suelo, son capaces de colonizar las raices y los residuos vegetales,
son genéticamente diversas con un gran numero de capacidades, entre ellas el
control biolégico que puede atribuirse a la competencia por los nutrimentos, la
liberacién de hidrolisis extracelular, enzimas y metabolitos secundarios toxicos
a los patégenos de plantas en concentraciones muy bajas, también inducen
respuestas de defensa de las plantas hospedantes por ejemplo la resistencia
sistémica adquirida, como ingrediente de control biolégico actia como
elemento de disuasion y proteccion del sistema de la raiz contra agentes
patdgenos (Tataranni et al., 2012). Por su parte Cano (2011) describe que los
microorganismos promotores de crecimiento vegetal, incluyendo a las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, bacterias diazotroficas, fijadores de nitrégeno de vida libre
y hongos formadores de micorrizas, tienen un efecto directo o primario en la
nutricion vegetal y por ende en la estimulacion del crecimiento de las plantas,
ademas de que estos inoculantes tienen gran potencialidad como agentes de
control bioldgico y lo considera como efecto secundario de esta interaccion, por
lo tanto Trichoderma spp. puede controlar enfermedades en plantas siendo
esto un efecto primario.

En este trabajo Rhizobium sp. tuvo un efecto significativo en el desarrollo

de las plantas y en su productividad, que es muy coincidente con los trabajos
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de Guo et al. 2004, Aliye et al. 2008 y Yasir et al. 2009 en los que afirman que
Rhizobium spp y Glomus spp. pueden promover el crecimiento de las plantas y
su productividad como efecto primario pero también pueden reducir
enfermedades el cual seria un efecto secundario.

Al observar los datos de masa seca el tratamiento que mostr6 mayor
cantidad de masa seca de raiz fue utilizando la combinacion de las cepas de A.
brasilense 7A+10B con R. tropici CIAT 899+M7, de esta manera se confirma lo
descrito en el trabajo de Oliver-Rodriguez (2004) donde al combinar cepas de
estos mismos géneros (CIAT 899 + 10B) obtiene la mejor respuesta ante los
demas tratamientos en masa seca de raiz; la inoculacion doble de plantas
leguminosas con Rhizobium sp. y Azospirillum sp. pueden ser fundamentadas
en distintas variables, como el incremento en el crecimiento de la planta
cuando se compara con la inoculacion Unica. Azospirillum es considerado como
un ayudante de Rhizobium para la estimulaciéon de la nodulacion, la funcion del
nédulo y posiblemente en el metabolismo de la planta. Las fitohormonas
producidas por Azospirilum promueven diferenciacion en las células
epidermales de los pelos radiculares incrementando su numero y sitios
infectados por Rhizobia (Bashan y Holguin, 1997).

Ademas en el experimento de Oliver-Rodriguez (2004) también utilizé la
mezcla de Azospirillum brasilense y Klebsiella pneumoniae mostrando
diferencias significativas con el resto de los tratamientos en cuanto al nimero
de nodulos y masa seca de nddulos, y en la masa seca de la parte aérea
Klebsiella pneumoniae presentd diferencias significativas respecto al control, lo
gue coincide con los resultados del nimero de ramas y el nimero de vainas
donde la cepa KMT10-2 presentd la mejor respuesta.

Ahora haciendo mencién de los resultados de las cepas junto a la
fertilizacion foliar pudimos observar que en la mayoria de los parametros
medidos las cepas con las mejores respuestas junto con la fertilizacién foliar
fueron K. pneumoniae KMT10-2 y en un poco porcentaje la cepa Rhizobium
tropici CIAT 899. La eficiencia de aprovechamiento de un nutrimento se eleva
al ser aplicado foliarmente. Asi lo demostré Chonay (1981) al fertilizar el frijol
(Phaseolus vulgaris L.) al suelo y follaje.

Como lo mencionan White y Broadley (2009) las plantas s6lo pueden

adquirir elementos minerales suministrados a ellos en formas quimicas
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especificas. Para obtener una estrategia de biofortificacion exitosa, es
necesario estar al tanto de los elementos minerales adquiridos por las raices de
las plantas, de sus limitaciones y de su fitodisponibilidad en la solucién de la
rizosfera ya que pueden ser limitados en los cultivos y entonces es necesario
aplicar fertilizante foliar.

La mayoria de las especies de Rhizobium tienen la capacidad de
producir AIA y muchos estudios indican que los cambios en la concentracion de
auxina endogena son un requisito para la organogénesis del nddulo
(Lambrecht et al. 2000). En este trabajo la cepa CIAT 899 (R. tropici) fue el
segundo tratamiento con mejor respuesta en la cuantificacién de nodulos, lo
que coincide con el trabajo de Oliver-Rodriguez (2004) donde los tratamientos
inoculados con CIAT 899 presentan un mayor numero de nodulos en
comparacion con los demas tratamientos. Mientras que Rhizobium sp. (M4)
junto a la fertilizacion foliar seguido de la CEPA 899 (R. tropici) también con
fertilizacion foliar obtuvieron un mayor nimero de nédulos lo que una vez mas
confirma lo antes mencionado, sin embargo, al revisar en otros parametros
medidos en este experimento, podemos ver que en floracién, en cuantificacion
de masa seca de tallo y la cuantificaciéon de masa seca de raiz (mencionando
que en este ultimo fue mezclado con otra cepa de Rhizobium sp., y A.
brasilense.) la cepa de R. tropici CIAT 899, obtuvo la mejor respuesta referente
al control, por lo tanto podemos decir que estos resultados fueron a
consecuencia de la fijacion biolégica de nitrégeno como estrategia viable que
incrementa la produccion y contribuye a la sostenibilidad de la productividad de
los cultivos (Acufia y Uribe, 1996). También demostraron que al inocular
distintas cepas de Rhizobium sp. como CR 477 y CIAT 613 en plantas de frijol
mostraron una respuesta altamente significativa ante el tratamiento testigo en
cuanto a valores de peso seco de la parte aérea y el peso seco de nodulos.
Pero ellos mencionan que debe tomarse en cuenta que para que la fijacién
bioldgica de nitrogeno sea efectiva y se obtengan mejores resultados se tienen
gue considerar 3 factores, el primero es la interaccion entre la cepa de
Rhizobium, el genotipo de la planta y por ultimo el medio ambiente, esto debido
a que en muchos estudios realizados no han tenido resultados favorables

porque no se considerd alguno de los factores que antes se mencionaron.
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10. CONCLUSIONES.

1. La inoculacion de microorganismos benéficos a las semillas de frijol,
favorece la germinacion de las semillas con poblaciones de 10° UFC g o
mL.

2. En la evaluacion de las etapas fenoldgicas de las plantas de frijol
inoculadas, los tratamientos inoculados con Klebsiella pneumoniae
KMT10-2, Azospirillum brasilense 7A+10B solas y en combinacion de
Trichoderma asperellum Tas-10 y la cepa de Rhizobium tropici CIAT 899
fueron las que mostraron mayor porcentaje en numero de ramas,
floracion, numero de vainas, masa seca de vainas, masa seca de tallo y
en el numero de nédulos, respecto al control de cada tratamiento.

3. Al utilizar A. brasilense 7A+10B combinadas con el hongo T. asperellum
Tas-10 se pudo observar en el numero de ramas y en el numero de
nédulos que la diferencia era significativa respecto al control, lo que
sugiere que la inoculacién tiene un fuerte efecto benéfico en plantas de
frijol.

4. Al adicionar nutrientes via foliar a las plantas a través del proceso de
biofortificacién, se obtuvo mayor efecto en el nimero de ramas y
floracion mostrando en algunos tratamientos diferencias significativas
respecto al control, sugiriendo que la biofertilizacion del cultivo se puede

mejorar complementando a través de la nutricion foliar.
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11. SUGERENCIA

Llevar a cabo este mismo experimento pero en condiciones de campo,
especificamente en el municipio de Hueytlalpan de donde las semillas son
nativas para que de esta manera se puedan comparar los efectos de estos
microorganismos en condiciones de campo con los obtenidos en condiciones

de invernadero.
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12. ANEXO
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