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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 más importante por: la superficie que 

se siembra, la actividad económica que genera y porque constituye la principal 

fuente de proteína en el sector de la población de bajos ingresos. 

Existen microorganismos que  pueden utilizarse en sustitución de los 

fertilizantes minerales solubles, ya que tienen la capacidad de promover el 

crecimiento vegetal debido a la solubilización de fosfato y la fijación biológica 

del nitrógeno entre otros mecanismos. 

El grupo de bacterias al que se conoce como Rhizobium, induce en las 

raíces de las leguminosas, la formación de estructuras especializadas llamadas 

nódulos dentro de los cuales, el nitrógeno 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 fijación biológica de nitrógeno. 

En este trabajo se utilizó frijol criollo negro nativo del municipio de 

Hueytlalpan Puebla, el frijol se inoculó con microorganismos fijadores de 

nitrógeno y solubilizadores de fosfatos para obtener una mejor producción y  al 

mismo tiempo disminuir el uso de fertilizantes químicos. Los microorganismos 

utilizados fueron: Klebsiella pneumoniae, Rhizobium sp. Rhizobium tropici, 

Trichoderma asperellum, Azospirillum brasilense, Acinetobacter calcoaceticus y 

Chromobacterium violaceum. Se determinó el efecto de la aplicación de 

microorganismos benéficos y la biofortificación en el desarrollo de plantas del 

cultivo de frijol criollo negro en un ensayo de invernadero hasta la etapa de 

formación de vainas. Esta investigación se realizó en invernadero a una 

temperatura promedio de 28 °C, se utilizaron 12 tratamientos con 10 

repeticiones en un diseño de bloques al azar. Cinco repeticiones de cada 

tratamiento se trataron con fertilización foliar y los parámetros evaluados 

fueron: el porcentaje de germinación, número de hojas, número de ramas, 

altura, el número de vainas, masa seca de raíz, y vainas, posteriormente se 

realizó el análisis estadístico.  

De los microorganismos benéficos aplicados en plantas de frijol, los que 

presentaron un mayor porcentaje en los parámetros evaluados fueron la cepa 

KMT10-2 de K. pneumoniae con y sin fertilización 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 fertilización foliar respecto a los demás 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 más A. 

calcoaceticus BUAP 40 adicionando la fertilización foliar también presentó un 

incremento en comparación al control. La mezcla de Trichoderma asperellum 

con Azospirillum brasilense presentó incremento significativo con respecto al 

control en el número de ramas, sin embargo, a las plantas que se les aplicó la 

fertilización foliar la respuesta más óptima se observó en el tratamiento con K. 

pneumoniae. Las cepas que presentaron mejor respuesta en cuanto al número 

de hojas en plantas sin fertilización foliar fueron las cepas solubilizadoras de 

fosfatos, mientras tanto la fertilización foliar con K. pneumoniae resultó ser la 

más representativa. 

 

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

       biofortificación. 
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1. INTRODUCCIÓN  

El frijol en México se considera como estrategia en el desarrollo rural y 

social del país, ya que representa toda una tradición productiva y de consumo, 

cumpliendo diversas funciones tanto de carácter alimentario como para el 

desarrollo socioeconómico.  

La planta de frijol es anual, herbácea, aunque es una especie termófila, es 

decir que no soporta heladas; se cultiva esencialmente para obtener la semilla, 

las cuales tienen un alto grado de proteínas de aproximadamente un 22%. 

La creciente necesidad de producir alimentos a nivel mundial, nos impulsa a 

ser eficientes y efectivos en la generación de nuevas y mejores alternativas 

tecnológicas de producción de frijol, para ponerlas a disposición de los 

grandes, medianos y pequeños productores a nivel nacional. El frijol es vital en 

la dieta diaria de la población, superado en consumo solamente por el maíz 

(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 infección del tejido vegetal por patógenos. Los 

microorganismos de vida libre se asocian a partículas del suelo por lo que 

interactúan con las raíces de las plantas al encontrarse en los gránulos de 

suelo adheridos a las mismas en la rizósfera donde son capaces de ejercer un 

conjunto de interacciones producto de la competencia por nutrientes. Por medio 

de esta interacción se liberan compuestos orgánicos solubles por exudación de 

la raíz 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 así como evitar la infección del tejido vegetal por otros organismos 

patógenos del suelo (Peña y Reyes, 2007). 

El nitrógeno es un elemento necesario en la composición química de 

proteínas, ácidos nucleicos y otros componentes celulares, siendo así una 

molécula esencial para el crecimiento de todos los organismos. En la atmósfera 

el nitrógeno ocupa aproximadamente el 80% en la forma diatómica N≡N; sin 

embargo, debido al triple enlace entre los dos átomos de nitrógeno, hace a la 

molécula inerte por lo que no puede ser aprovechado por la mayoría de las 
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formas vivientes, sino sólo por un pequeño 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 (NO-

3). 

El proceso a través del cual esos microorganismos reducen el nitrógeno hasta 

una forma utilizable es conocido como Fijación Biológica de Nitrógeno. 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 nitrógeno atmosférico 

sino también revertir o reducir la degradación del suelo (Parsons y Sunley, 

2001). 

Los altos costos de producción y los precios relativamente bajos del frijol 

que han prevalecido en los últimos años  han originado que el cultivo del frijol 

haya sido desplazado, por otros más remunerativos. Los retos en el cultivo del 

frijol consisten en resolver los problemas del productor minifundista así como 

del productor de escala comercial, y en este último caso, generar tecnología 

que permita abatir los costos de producción del grano para que sean 

competitivos (Oliver-Rodríguez, 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 implementación de biotecnologías que tengan bajos costos de producción y 

que no afecten el medio ambiente. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Origen del frijol 

A partir del siglo XX los científicos empezaron a aceptar al Nuevo Mundo 

como centro de origen del frijol común basándose en las observaciones en 

restos arqueológicos, primero del Perú y tiempo después del Suroeste de los 

EE. UU. Y se concluyó que el frijol común se había originado en las Américas, 

lo que llevó a contradecir la creencia de un origen asiático que se había 

sostenido por muchos siglos, por ejemplo, como lo había sugerido Linneus que 

su origen había sido en la India. Más tarde fueron adicionando evidencias que 

afirmaban que  P. vulgaris era de origen americano, basándose principalmente 

en datos arqueológicos, botánicos, históricos y lingüísticos (Rosas, 2003). 

Los frijoles del género Phaseolus se domesticaron hace más de 7000 

años. Durante este proceso el frijol se convirtió en uno de los tres cultivos 

principales de la milpa porque además de ofrecer vainas tiernas para su 

consumo inmediato, o semillas secas para su almacenamiento y 

posteriormente consumirlas, ayuda a fijar en el suelo el nitrógeno que el maíz 

requiere para crecer (Muñoz, 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. El consumo de 

frijol en el mundo no se ha generalizado como sucede con otros granos como 

el trigo o el maíz, sin embargo, es un grano cuyo consumo se encuentra 

localizado en algunos países de América y África. El grano de frijol contiene un 

20-25% de proteínas, 1.6% de lípidos, aproximadamente un 60% de 

carbohidratos, además de calcio, fósforo y hierro, entre otros. Se considera que 

la rotación de cultivos (gramínea-leguminosa) es una alternativa de producción 

de la leguminosa, ya que reporta utilidades económicas y aporta nitrógeno al 

suelo (Salinas-García et al., 2005). 

Desde el punto de vista alimenticio, el género Phaseolus es muy 

importante, se siembra en todas las regiones agrícolas de México. Por lo que el 

frijol representa gran importancia desde enfoques diferentes como económico, 

biológico, 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 más de un millón de hectáreas de frijol, 

localizadas principalmente en la región del altiplano semiárido entre 1800 y 

2200 msnm, con una precipitación 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-1 (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 producción 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. Así mismo, como factores edáficos 

que varían entre localidades como: topografía, profundidad del suelo, para 

formar un ambiente de producción complejo del cultivo de esta leguminosa 

durante el año (INIFAP, 2004). 

La producción de frijol tiene enorme tradición en México nuestro país, ya 

que por muchos años ha sido la principal fuente de alimentación. A pesar de su 

importancia, la leguminosa sigue siendo un producto muy sensible tanto a los 

aspectos climáticos, como a los económicos y comerciales. El frijol es quizá el 

ejemplo más típico del gran número de encadenamientos que origina una 

diversidad de agentes y un mercado con alto grado de intermediación (Barreiro, 

1997).  

El frijol constituye una de las leguminosas comestibles más importantes 

por ser un complemento nutricional indispensable en la dieta de los pobladores 

de México. El cultivo está concentrado en agricultores de pequeñas 

extensiones, la mayoría de los cuales no dispone de recursos técnicos ni 

financieros para su producción y comercialización (Acuña y Uribe, 1996). 

De acuerdo a la bibliografía 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 Goñi, 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 fríjol, de manera fundamental por su alto contenido en 

proteínas 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 alimentación en el fríjol y el maíz, al 

igual de la razón por la que en la actualidad continúa siendo complemento 

básico entre la población de Mesoamérica.  

México ocupa el quinto lugar en producción de frijol a nivel mundial 

(Reyes-Rivas et al., 2008). Como el frijol y el maíz son la base de la 

alimentación en México, su cultivo es de suma importancia socioeconómica, 

tanto por la extención de tierra que se ocupa para su producción así como por 

el consumo per cápita (Lara-Flores, 2015). Si se considera la preparación del 

terreno, la siembra, la fertilización, la labor del cultivo, el riego, el control de 

plagas y enfermedades y la cosecha; la producción de frijol tiene un costo 

directo aproximado a $15,000.00 pesos por hectárea (SAGARPA, 2011-2012).  

2.3. Fertilizantes químicos. 

 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 tendrán mejor 

desarrollo y rendimiento. Eel crecimiento de las plantas es limitado y su 

rendimiento se reducirá 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 químicos generados en el suelo por el uso de los 

fertilizantes varían de acuerdo a la dinámica propia de cada elemento, la dosis 

y fuentes empleadas, los sistemas de aplicación y las características 

particulares del suelo, clima, entre otros. El incremento en el nivel del 

nutrimento aplicado, así como su persistencia y residualidad a través del 

tiempo, son aspectos importantes a tener en cuenta, junto con el efecto del 
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fertilizante sobre la reacción del suelo y la disponibilidad de otros elementos 

(Sadeghian, 2003). 

La fórmula de fertilización recomendada para el cultivo de frijol en 

condiciones de riego es 60-40-00 (unidades de nitrógeno, fósforo y potasio),  se 

aplica al momento de la siembra en el fondo del surco a una profundidad de 10 

centímetros; lo que equivale a 130 kilogramos de urea y 87 kilogramos de 

superfosfato de calcio triple por hectárea ó 293 kilogramos de sulfato de 

amonio mezclados con 205 kilogramos de superfosfato de calcio simple. Bajo 

condiciones de temporal, se sugiere utilizar la fórmula 40-40-00, aplicando al 

momento de la siembra 87 kilogramos de urea más 87 kilogramos de 

superfosfato de calcio triple, ó 195 kilogramos de sulfato de amonio con 205 

kilogramos de superfosfato de calcio simple por hectárea. El fertilizante debe 

cubrirse con una capa de tierra de seis centímetros de espesor para evitar que 

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

2.3.1. Daños ambientales que ocasionan los fertilizantes químicos.  

Los fertilizantes químicos, los abonos orgánicos 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 contaminación de aguas freáticas, eutrofización, aumento de gases 

de invernadero y acumulación de sustancias toxicas en la cadena trófica, son 

algunos de los graves problemas que se presentan por el uso indiscriminado de 

agroquímicos.  

Los daños al medio ambiente también incluyen: ensalitramiento de los 

suelos, pérdida de la fertilidad natural, lixiviación de nutrimentos más allá de la 

zona radical de los cultivos, emisión de gases efecto invernadero y, 

contaminación de cuerpos de agua superficiales y subterráneos. Los daños en 

animales y humanos están 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 ubicación incorrecta, en la forma química 

inadecuada, sin conocer las propiedades físicas del suelo, entre muchas otras, 
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por ello, es recomendable informarse de todos estos factores antes de aplicar 

cualquier fertilizante químico (Stewart, 2007). 

El nitrógeno es uno de los principales contaminantes de las aguas 

subterráneas, las plantas solo aprovechan aproximadamente un 50% del 

nitrógeno 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 acuíferos, ríos, embalses, etcétera, 

contaminando así el agua que es para el consumo humano (Stewart, 2007). 

El exceso de la fertilización nitrogenada y su incorrecta aplicación son 

las causas que contribuyen a la contaminación por nitratos de las aguas 

subterráneas. 

Los nitratos pueden ser reducidos a nitritos en el interior del organismo 

humano, especialmente en los niños menores de tres meses de edad y en 

adultos con ciertos problemas de salud. Los nitritos producen la transformación 

de la hemoglobina a metahemoglobina. La hemoglobina se encarga del 

transporte del oxígeno a través de los vasos sanguíneos 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 acción es cancerígena. Se ha comprobado que 

cuando las embarazadas ingieren cantidades altas de nitratos se eleva la 

mortalidad durante los primeros días de vida del hijo, principalmente debido a 

malformaciones que afectan al sistema nervioso central, al muscular o al óseo 

(Stewart, 2007). 

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

Se siembra en Puebla  60,000 hectáreas promedio con una producción 

de 24,000 toneladas y un rendimiento medio de 400 kilogramos por hectárea. 

En el estado de Puebla se recomienda usar la fórmula 50-40.5-00 (N-P2O5-

K2O) y al momento de la siembra se aplican 108 kg de urea y 89.5 kg de 

superfosfato de calcio triple por hectárea. El fertilizante debe cubrirse con una 

capa de tierra de ocho cm de espesor para evitar que “queme” la semilla en 

germinación (INIFAP, 1997). 
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Debido a que no existe una fórmula de fertilización para las siembras de 

frijol bajo temporal en el Distrito de Desarrollo Rural 02 de Zacatlán, se tomó 

como referencia las dosis para los distritos 04 Libres, 05 Cholula y 07 

Tecamachalco de los cuales se tomó  una media y  la dosis que se utilizó fue 

50-50-00 (N-P2O5-K2O) (INIFAP, 1997). 

2.4. Biofortificación.  

La biofortificación, es la adición de elementos nutritivos a las plantas, 

mejorando en micronutrientes a las variedades de cultivos básicos, aumenta el 

valor nutricional de los alimentos que provienen de los vegetales. Es el 

desarrollo y la difusión de variedades de cultivos básicos mejorados en 

micronutrientes, es una intervención basada en la alimentación 

complementaria. El objetivo de la biofortificación es mejorar el contenido de 

micronutrientes en los cultivos de alimentos básicos 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 fortificación comercial o 

alimentos fortificados, la biofortificación se dirige especialmente a las zonas 

rurales donde la producción y el consumo de cultivos de alimentos básicos  son 

importantes (Meenakshi et al., 2010). 

Actualmente, la sociedad no solo demanda una gran producción, sino que 

necesita productos con una alta calidad nutricional, capaces de satisfacer las 

necesidades de alimento humanas tras su consumo. Los humanos requieren 

más de 22 elementos minerales para cubrir sus necesidades fisiológicas 

alimentarias. Algunos elementos requeridos en mayores cantidades son el 

Calcio (Ca) y el Fósforo (P), sin embargo, otros como las vitaminas, hierro (Fe), 

Zinc (Zn), Cobre (Cu) y Selenio (Se) sólo son necesarios en pequeñas 

cantidades (Welch y Graham, 2004; White y Broadley, 2005). 

Las estrategias para aumentar la diversificación de la dieta, la 

suplementación mineral y el enriquecimiento de los alimentos no siempre han 

tenido éxito. Por esta razón, la biofortificación de cultivos a través de la 

aplicación de fertilizantes minerales complejos, en combinación con las 

variedades de reproducción con una mayor capacidad para adquirir elementos 

minerales, se defiende como una estrategia inmediata no sólo para aumentar 
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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 captación por las raíces 

(de minerales presentes en la solución del suelo) o de las hojas (por foliar 

minerales aplicados), una redistribución efectiva dentro de la planta a la parte 

comestible y la acumulación en los tejidos comestibles no debe ser tóxica 

(Welch y Graham, 2005).  

Estudios en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) 

mostraron que ciertas variedades de frijol común tenían entre el 60 y 80% más 

de zinc que los de las variedades cultivadas comercialmente. Los esfuerzos de 

mejoramiento se pueden emplear para incorporar niveles más altos de zinc en 

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

2.4.1. Macroelementos y microelementos. 

La nutrición 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 característica 

particular de las plantas verdes es que las sustancias requeridas para su 

alimentación son exclusivamente de tipo mineral o inorgánico. 

Recientemente se han descrito elementos los cuales son esenciales en 

las funciones específicas en la vida de las plantas y de los que se pensaba les 

serian tóxicos, como por ejemplo el níquel (Ni), considerado un elemento tóxico 

para las plantas superiores, sin embargo, estimula la germinación y el 

crecimiento de varios cultivos, además de ser esencial para un gran número de 

bacterias, como componente metálico 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 

que presentan como una necrosis en la punta de las hojas provocada por la 

acumulación de niveles tóxicos de urea, por lo tanto, se requiere un suministro 

adecuado de Ni para maximizar el crecimiento de las plantas y la absorción de 

urea en la raíz. Se ha demostrado que la adición de Ni en solución de 

nutrientes no sólo alivia los síntomas de toxicidad asociados con la 



 
 

10 
 

acumulación de urea, sino también mejora el crecimiento de las plantas 

alimentadas con urea como fuente única de nitrógeno (Kutman, et al., 2014). 

El cobalto (Co) es benéfico y aplicado en la agricultura en varios cultivos 

junto con el molibdeno (Mo), además es esencial para fijadores libres y 

simbióticos en el proceso de fijación biológica de N atmosférico e interviene en 

el metabolismo de los carbohidratos y de las proteínas en la vida de las plantas 

superiores (Ortega y Malavolta, 2012). 

El magnesio (Mg) participa  en el crecimiento de las plantas 

principalmente en la formación de raíces, clorofila y fotosíntesis. Por 

consecuente si el Mg es deficiente entonces los procesos fisiológicos y 

bioquímicos que realiza en la planta serán 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. Fertilización foliar. 

La fertilización 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 fertilización foliar consiste de la aplicación de los 

fertilizantes para que sean absorbidos por las hojas ya que de esta forma es 

más rápido, se suelen aplicar para resolver alguna deficiencia nutricional. Las 

principales razones para el uso de la fertilización foliar son: 

1. Limitación 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 interactúan para limitar el 

suministro de nutrientes a los órganos vitales de la planta.  

En los últimos años 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 fertilización 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 patógeno y por la 

resistencia que otorga en el hospedero (Malavolta y Moraes, 2005). 
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En los cultivos de leguminosas que forman nódulos 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 dinámicas con la atmósfera y con los estratos que están debajo 

de él, que influye en clima y en el ciclo hidrológico del planeta, y que sirve 

como hábitat de diversos organismos. Además se puede considerar como un 

reactor bio físico-químico donde se lleva a cabo la descomposición 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 orgánicos, que cubren mucha de la superficie terrestre, 

que contienen materia viva y que pueden soportar vegetación en forma natural, 

y en algunos lugares han sido transformados por la actividad humana (Soil 

Survey Staff, 1995). 

2.5.1. El fósforo en el suelo. 

La disponibilidad del fósforo en el suelo es esencial para el crecimiento 

vegetal ya que constituye más de un 0.2% del peso seco de la planta. Después 

del nitrógeno, el fósforo es el elemento más crítico para la producción 

agropecuaria, pero debido a la insuficiencia de sus fuentes naturales, a su 

relativa escases edáfica, a la elevada retención de la matriz del suelo, la falta 

de reposición natural y por su baja movilidad en comparación con otros 

nutrientes, su disponibilidad ha ido disminuyendo (Beltrán, 2014).  

El fósforo es un nutriente importante en las plantas para que lleven a 

cabo diversos procesos metabólicos tales como la división celular, el transporte 

de energía, transducción de señales, la biosíntesis macromolecular, la 

fotosíntesis y la respiración. La presencia de fósforo  en el suelo es en forma 

orgánica e inorgánica, lo que representa el 0.05% de la composición del suelo 

aproximadamente, sin embargo, sólo el 0.1% del fósforo total está 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 raíces 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 están involucrados en un amplio rango de procesos que afectan la 

transformación del fósforo, debido a que son componentes integrales del ciclo 

edáfico de este nutriente (Fankem et al., 2006). Los MSF movilizan fosfato 

inorgánico insoluble desde la matriz mineral hasta el suelo donde puede ser 

absorbido por las raíces, y las plantas les suministran compuestos carbonados 

que 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 rizósfera dónde existe la mayor diversidad microbiana. Se puede 

considerar que el suelo es como “un ser vivo” ya que cumple con las 

descripciones clásicas para ello: “nace, crece, se reproduce y muere”. Es decir, 

el suelo presenta una dinámica como un ecosistema  estable y sustentable 

para el grupo microbiano, los aportes de materia orgánica e inorgánica 

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 allí se transforman,  por la presencia 

de los microorganismos. Por otro lado, los microorganismos liberan sustancias 

útiles para las plantas de tal manera que sin la actividad microbiana del suelo la 

vida se extinguiría gradualmente (Toro y Daniel, 2004).  

Los microorganismos se encuentran prácticamente en todas las regiones 

del planeta, desde ambientes bajo el punto de congelación y muy secos, hasta 

con temperaturas altas y con elevada precipitación pluvial. Su presencia y 

actividad es esencial para la salud y funcionamiento adecuado de todos los 

ecosistemas, degradan la materia orgánica haciéndola nuevamente disponible 

para las plantas, otros han jugado un papel significativo en relación con el 

hombre y su productividad, participan en la agricultura y en la elaboración 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 proliferación de alguno de esos grupos. 

La diversidad microbiana favorece la búsqueda de microorganismos con 

actividad fisiológica específica. En el suelo existen bacterias y hongos 

benéficos que mediante su uso es factible la obtención de incrementos 

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

2.5.2.1. Microorganismos benéficos. 

Entre los microorganismos benéficos están aquellos que fijan nitrógeno 

atmosférico, descomponen desechos y residuos orgánicos, desintoxican el 

suelo de pesticidas, suprimen enfermedades de plantas y patógenos del suelo, 

incrementan el reciclaje de nutrientes y producen componentes bioactivos 

como vitaminas, hormonas y enzimas que estimulan el crecimiento de las 

plantas. La aplicación de microorganismos benéficos como proveedores de 

nutrientes presenta una estrategia económica y ambientalmente prometedora 

que puede ayudar en la reposición y el mantenimiento de la fertilidad del suelo 

a largo plazo, proporcionando buena actividad biológica del mismo mediante la 

supresión de los microorganismos patógenos que existen en el suelo a través 

de la actividad microbiana en la rizósfera; 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 solubilización de fosfato inorgánico, disminución de los 

niveles de etileno en plantas, fijación de nitrógeno atmosférico, biocontrol de 

enfermedades de plantas y producción de fitohormonas, sideróforos y ácidos 

orgánicos (Ahemad y Kibret, 2014). 

Una clasificación más específica 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 aplicación de microorganismos 

benéficos incluyendo a los ME es factible, como inoculantes microbianos para 

lograr un equilibrio microbiológico del suelo de manera que puedan mejorar su 

calidad, incrementando la producción y protección de los cultivos, conservando 

los recursos naturales y creando una agricultura y medio ambiente más 

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

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de 

microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagónicas, de 

competencia física y química, moduladas por múltiples y complejos factores 

bióticos y abióticos. En la rizósfera, uno de los principales sitios donde se 

presentan microorganismos, especialmente funcionales, como fijadores de 

nitrógeno, solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal, 

biocontroladores  y especies patogénicas, normalmente compiten por espacio y 

por nutrientes. Estas interrelaciones entre microorganismos inciden en 

interacción 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 relación a la productividad agrícola y de 

manera no contaminante. El uso indiscriminado de insumos inorgánicos ha 

alterado significativamente los constituyentes orgánicos y vivos del suelo, y con 

ello su equilibrio, modificando principalmente las actividades metabólicas de las 

diferentes poblaciones microbianas del agroecosistema. Barea et al. (2005), 

señalan que la disponibilidad de nutrimentos en el suelo a través de las 

interacciones biológicas benéficas (sinérgicas) entre los diversos componentes 

que promuevan los procesos ecológicos, debe ser comprendida y manejada en 

la explotación sostenible de los suelos. En general, los microorganismos 

desarrollan actividades relacionadas con los procesos de descomposición y 

mineralización de complejos orgánicos y la translocación de bioproductos y 

elementos minerales que conllevan la movilización de los nutrimentos en el 

ecosistema suelo-planta. Se plantea que el uso constante de agroquímicos en 

la agricultura ha motivado a mejorar la comprensión 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 tróficas del suelo, los microorganismos deben entenderse como 

asociaciones microbianas que interactúan entre sí (Barea et al., 2005). El suelo 

es un sistema complejo donde un gran número de poblaciones microbianas 

interactúan con los diversos sustratos, estando muchas de estas poblaciones 

asociadas a las raíces de las plantas en la zona rizosférica. En la rizósfera hay 
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expresión de relaciones simbióticas mutualistas entre microorganismos y 

plantas, debido a la exudación de nutrimentos orgánicos útiles para el 

metabolismo microbiano ya que la raíz proporciona un nicho ecológico. Los 

microorganismos, a la vez, participan en numerosos beneficios, como: 

influencia en el crecimiento radical, regulación de la actividad metabólica de la 

raíz e influencia en las propiedades físicas y químicas del suelo, así como de 

los contaminantes (González-Chávez, 2005).  

La síntesis de fitohormonas como las auxinas, particularmente el ácido 

indol-3-acético (AIA), promueven el crecimiento de las raíces y la proliferación 

de pelos radicales, lo que mejora la absorción de agua y minerales del suelo y 

con ello el  desarrollo de las plantas (Caballero-Mellado, 2006).  

Se ha encontrado además que las PGPR pueden suprimir enfermedades 

producidas por microorganismos fitopatógenos a través de la producción de 

sideróforos, síntesis de antibióticos, enzimas y/o compuestos fungicidas 

(Lugtenberg y Kamilova, 2009).  

La información 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 producción de plantas libres 

de microbios, indica la sólida asociación 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 o 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 detección, o incapacidad 

de las bacterias para ser cultivadas. Estos factores subrayan la importancia de 

mejorar los métodos de detección y de desarrollar marcadores altamente 

sensibles y específicos para las bacterias. Los métodos moleculares son 

prometedoras herramientas para la exploración 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 interactúan entre sí para establecer relaciones benéficas, 

especialmente con las raíces de las plantas objetivo.  

Las bacterias solubilizadores de fosfato pueden ser de vida libre en el 

suelo o establecer relaciones simbióticas con algunas plantas, son capaces de 

adaptarse, colonizar y persistir en la rizósfera de la planta y favorecer su 

crecimiento o desarrollo por medio de la solubilización de fosfato inorgánico de 

diferentes compuestos como son el fosfato dicálcico, fosfato tricálcico y rocas 

fosfóricas (Patiño, 2010). 

La actividad de los microorganismos promotores de crecimiento vegetal 

en general se inicia con mecanismos de quimiotaxis que están relacionados 

con la presencia de flagelos, quimiorreceptores y sistemas de regulación 

codificados genéticamente. Estos factores tienen gran importancia sobre la 

habilidad de colonizar la rizósfera y mantener la comunicación entre las células 

de la raíz con los microorganismos presentes en el suelo (Camelo, 2011). Las 

bacterias capaces de interactuar con las raíces de las plantas, son atraídas por 

sustancias excretadas por la raíz, que ocasionan el movimiento de la bacteria 

hacia el rizoplano de la planta y de esta forma dan inicio a una relación de 

beneficio mutuo. Las metodologías usadas para determinar la respuesta 

quimiotáctica de los microorganismos han evolucionado y actualmente hay 

algunas herramientas claves que dan claridad sobre este fenómeno (Ahmad, 

2006).  

La atmósfera contiene un 79% de nitrógeno, el nutrimento más limitante 

para el crecimiento de los organismos, el nitrógeno es uno de los elementos 

principales en el crecimiento vegetal. Las bacterias capaces de fijar nitrógeno 

atmosférico se conocen como diazótrofos, 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 más importantes. Sin embargo, sólo con el 

género Rhizobium simbionte de las leguminosas, se ha podido establecer un 

sistema de inoculación que se utiliza en muchas regiones del mundo.  

La relación simbiótica que hay entre el género Rhizobium y las 

leguminosas como  el frijol, ha tomado gran interés tanto en la producción 

como en la comercialización, debido a que los fertilizantes químicos conllevan a 

más contaminación, por lo que los microorganismos han tomado un lugar 

importante en biofertilizantes como alternativa ante los fertilizantes químicos 

(Hernández et al., 2001).  

La fijación de nitrógeno es un proceso tan importante para el desarrollo 

de las plantas y la industria ha creado numerosos fertilizantes químicos, como 

el nitrato de potasio (un compuesto asimilable por las plantas). En la atmosfera 

existe una gran cantidad de nitrógeno no asimilable (N2). Para poder 

descomponer los enlaces en una molécula de N2 son necesarias dos 

atmósferas de presión y una temperatura de 550 ºC. Además, al ser mal 

utilizados, se infiltran en los mantos freáticos, contaminándolos y robando  el 

oxígeno a la fauna acuática, especialmente a los peces. Por lo tanto, es muy 

importante el estudio de la fijación de nitrógeno hecha por los microorganismos, 

como Rhizobium; para que de tal manera el uso de fertilizantes químicos pueda 

reducirse, ayudando así al ambiente (Gartland et al., 2011). 

Para que se lleve a cabo la infección de  Rhizobium a la planta de frijol 

primeramente es atraída por un compuesto químico liberado por la planta 

cuando a ésta le falta nitrógeno. La bacteria se introduce a la planta por el pelo 

de la raíz 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 endocítico, en el cual están involucradas una serie de proteínas que 

inhiben la maduración del endosoma evitando que éste sea degradado en la 

vacuola. Estando la bacteria en la raíz de la planta formará nódulos en éstas; y 

ahí, se llevará a cabo la fijación de nitrógeno. 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. 

 Azospirillum es la bacteria asociativa más estudiada. Afecta 

positivamente a una gran diversidad de plantas agronómicamente importantes. 

Ha sido aislada de diferentes regiones geográficas a partir de una gran 

variedad de cultivos pertenecientes a diferentes familias botánicas. La primera 

especie de Azospirillum fue aislada en Holanda por Beijerinck (1925) a partir de 

suelos arenosos, pobres en nitrógeno 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 

morfológicas y fisiológicas entre varias cepas aisladas y en experimentos sobre 

homología del ADN (Falk et al., 1986), distinguiendo dos especies: A. 

brasilense y A. lipoferum. Siendo que la mayoría de las cepas aisladas  

pertenecen a las especies A. brasilense o A. lipoferum (Krieg y Döbereiner, 

1986). Posteriormente se han descrito tres especies más: A. amazonense (Falk 

et al., 1985; aislada de pastos en el área del Amazonas en Brasil; la especie 

halo-tolerante A. halopraefereans, asociada exclusivamente a raíces del pasto 

Kallar (Reinhold et al., 1987) y la especie que degrada pectina aislada a partir 

de raíces 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 

están ampliamente distribuidas, especialmente en los suelos tropicales, 

subtropicales y regiones templadas de todo el mundo, donde están 

frecuentemente asociadas a gramíneas, cereales, y otros cultivos de 

importancia agroeconómica; así como de suelos contaminados con 

hidrocarburos (de-Bashan, 2007). 

Carcaño-Montiel, 2003; Osorio-Tepeyahuitl, 1998 comentan que la 

bacteria fijadora de nitrógeno del género Azospirillum ha tenido mucha atención 

por encontrarse asociada con gran cantidad de plantas importantes 

agronómicamente. Además, ha sido asociada con la raíz, el tallo y las semillas 

de diversas plantas como el maíz (CONABIO, 2011).  
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El nombre Azospirillum proviene del francés Azote, que significa 

nitrógeno y del grupo Spirillum, pequeña espiral. Las bacterias pertenecientes a 

este género son organismos fijadores de N2 que poseen una amplia 

distribución ecológica, ya que ha sido posible detectar su presencia en zonas 

templadas, tropicales y subtropicales (Pazos, 2000; Velazco, 2001.)  

 La inoculación de plantas con Azospirillum puede provocar cambios 

significativos en varios parámetros 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, además de producir asociaciones con varias 

plantas suculentas desérticas (Dosreis, 2000). 

2.7.3. Klebsiella. 

Klebsiella es una bacteria fijadora de nitrógeno 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 terrígena y Klebsiella mobilis, son bacilos Gram negativos, aeróbicos 

y anaerobios facultativos, sin movilidad, entre otras características (Mantilla et 

al, 2007). 

Los microorganismos del género Klebsiella son bacilos Gram negativos 

inmóviles que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. El género Klebsiella 

está formado por varias especies, entre las que se encuentran K. pneumoniae 

y K. oxytoca, La capa más externa de Klebsiella spp. está formada por una 

gran cápsula de polisacáridos 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, además de que dan positivo en la prueba de 

coliformes termotolerantes. Klebsiella oxytoca también se ha identificado como 

microorganismo patógeno (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., 
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2009). Sobre la base de gen rpoB surgió 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 mayoría pertenecen a K. 

pneumoniae, K. oxytoca y K. granulomatis (Carter et al. 1999), pero una 

proporción menor corresponde a Raoultella planticola y R. terrígena. Los 

análisis filogenéticos basados en genes evolutivamente conservados han 

permitido establecer relaciones evolutivas entre estas especies, en los cuales 

se evidencía una alta heterogeneidad genotípica y el carácter polifilético de 

algunas especies en el género Klebsiella (Arenas et al., 2009). Recientemente 

en base a las secuencias genéticas y usando el sistema de árboles 

filogenéticos del complejo Klebsiella/Raoultella muestran que las especies del 

género Raoultella son: R. ornithinolytica, R. planticola, R. terrígena y R. 

eléctrica (Kimura et al., 2014). 

2.8. Microorganismos solubilizadores de fosfatos. 

El fósforo (P) es abundante en el suelo, su disponibilidad es limitada en 

las plantas debido a la fijación por otros elementos del suelo, tales como 

fosfatos insolubles de hierro, aluminio y calcio. La fracción de fósforo disponible  

y la concentración en la solución del suelo pueden ser insuficientes para 

satisfacer requerimientos de la planta (Beltrán, 2014).  

La deficiencia de fósforo puede limitar severamente el crecimiento de la 

planta y la productividad particularmente en las legumbres, en donde las 

plantas y las bacterias simbióticas se ven afectados, y esto puede tener un 

efecto perjudicial sobre la formación de nódulos, el desarrollo, y la función 

(Divito y Sadras, 2014). 

 La habilidad de la planta para sobrevivir en suelos con baja 

disponibilidad de fósforo está asociada con la presencia de ácidos orgánicos 

que forman complejos con el hierro o aluminio dando como resultado la 

liberación del fósforo (Noriharu, et al., 1990). 

Los mecanismos microbianos para llevar a cabo la solubilización de 

fosfatos parecen estar basados en el hecho de que estos microorganismos 

producen ácidos orgánicos como: cítrico, málico, oxálico, glucónico, glutárico, 

que hacen disponible el fósforo para las plantas (Storcksdieck y Hurrell, 2008). 

Sin embargo, Illmer y Schinner (1995), han demostrado que algunos de estos 
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microorganismos son muy efectivos en la solubilización de fosfatos insolubles 

de calcio sin que produzcan ácidos orgánicos. Muchas raíces de las plantas y 

microorganismos del suelo pueden incrementar la disolución de compuestos 

fosforados por la liberación de CO2 y ácidos orgánicos en la solución del suelo, 

el HCO3 promueve la disolución ácida de fosfatos de calcio y magnesio. 

Similarmente la acidez producida por bacterias nitrificantes y oxidantes del 

azufre promueve la solubilización de sales de fósforo soluble. Un amplio rango 

de ácidos orgánicos son producidos por microorganismos y plantas y muchos 

actúan como agentes quelantes para solubilizar fosfatos de aluminio, hierro, 

calcio y magnesio resultando en la liberación de fosfatos a la solución del suelo 

(Illmer y Schinner, 1995). 

Otro de los mecanismos que pudieran estar involucrados en la 

solubilización de fósforo es la actividad de enzimas fosfatasas que liberan al 

fósforo de los sustratos orgánicos y que actúan en muchos sustratos, debido a 

que su acción es específicamente sobre los enlaces tipo éster que unen la 

fracción orgánica con la mineral, La actividad de esta enzima en la rizósfera 

puede originarse de la raíz, de hongos (ectomicorrizas) y/o de bacterias 

(Chabot et al., 1996). 

Las bacterias solubilizadoras de fósforo movilizan este elemento a 

formas solubles a través de acción enzimática. Así la interrelación de los 

procesos antes mencionados da como resultado una mayor disponibilidad del 

fósforo para los cultivos; por otro lado el efecto de la fosfosolubilización parece 

ser el mecanismo más importante en la promoción del crecimiento de las 

plantas, cuando la disponibilidad de fósforo se ve incrementada por la acción 

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

2.8.1 Acinetobacter calcoaceticus. 

El género Acinetobacter está formado por cocobacilos (con forma de 

bastón corto y grueso)  Gram negativos, oxidasa negativa, no móvil y no 

fermentativa. Aerobios estrictos y patógenos oportunistas en humanos 

(Singleton, 1997). Algunas cepas pueden utilizar un límite restringido de 

azúcares además de ser resistentes a la penicilina (Brock y Madigan, 1993). 

Las especies de este género están ampliamente distribuidas en la naturaleza y 

en los ámbitos hospitalarios son los segundos más comunes (Murray et al., 
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1999). Ha sido aislado de superficie de hojas, rizósfera del suelo, agua dulce y 

ambientes estuarinos (Austin y Priest, 1992). Se encontraron dos especies 

diferentes A. calcoaceticus y A. baumanii, ambas resistentes a antibióticos 

(Murray et al., 1999) y que de acuerdo a las pruebas complementarias del 

sistema API la diferenciación se hace por el crecimiento de A. calcoaceticus a 

42°C. La cepa BUAP 39 se identificó como A. baumanii, considerada como una 

especie clínica no hemolítica 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 afiliación taxonómica incierta (Brock y Medigan, 1993). 

Aislado de superficies de hojas, rizósfera 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 maíz y se identificó mediante el sistema API 20 E. como C. 

violaceum. Su capacidad como microorganismo solubilizador de fosfatos 

insolubles es desconocido, sin embargo, la cepa BUAP 35 solubilizó 

Ca₃(PO₄)₂, el AlPO₄, el FePO₄ y el fosfato orgánico en la fosfosolubilización in 

vitro, a pesar de que no se detectó actividad fosfatasa por lo que la 

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

2.9. Control biológico. 

El control biológico es un método en el que se emplean organismos 

vivos para reducir la densidad de la población de otros organismos plaga. Una 

plaga es cualquier organismo que produce daño 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 producción 

(Fischbein, 2012). 

El concepto de control biológico involucra la acción de organismos 

benéficos sobre organismos plaga. Van Driesche et al., (2007) definen el 

control biológico como el uso de enemigos naturales, para disminuir la 

población de uno o más 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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biológico, enfatizando en el uso de enemigos naturales para el control de 

insectos plaga (Rodríguez y Arredondo, 2007).  

2.9.1. Trichoderma. 

Trichoderma es un género de hongos que se encuentra en los suelos de 

todas las zonas climáticas del mundo y son importantes descomponedores de 

materiales leñosos y herbáceos. Trichoderma es un hongo invasor oportunista, 

que se caracteriza por su rápido crecimiento, por la capacidad de asimilar una 

amplia gama de sustratos y por la producción de una variedad de compuestos 

antimicrobianos. Algunas cepas han sido explotadas como agentes de control 

biológico de patógenos, incluyendo hogos y nemátodos, todo mediado por la 

producción de enzimas de degradación de la pared celular, como: celulosas, 

quitinasas, glucanasas, entre otras, y la producción de antibióticos. También 

han sido usadas en biorremediación, por su capacidad de degradar 

hidrocarburos, compuestos clorofenólicos, polisacáridos y los plaguicidas 

xenobióticos, 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 aeróbico, con capacidad para resistir un 

amplio intervalo de temperaturas, así por ejemplo, Adelman  aislaron una cepa 

en suelo de Alaska, con crecimiento a 4 oC y que toleró hasta 33 oC (Adelman, 

1992).  

Se han implementado estrategias de control biológico 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 inoculación de plantas con Trichoderma 

son: control biológico de enfermedades causadas por patógenos en la raíz y en 

algunos foliares; inducción de resistencia sistémica en las plantas; cambios en 

la composición de la microbiota de las raíces; mejora la absorción de 
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nutrientes, incluyendo, al nitrógeno; mejora de la solubilidad de los nutrientes 

del suelo; mayor desarrollo de las raíces; aumento de la formación de pelos 

radiculares; más profundo enraizamiento (Stewart, 2007). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La producción en el cultivo de frijol ha disminuido al paso de los años por 

factores como: enfermedades, plagas, insumos nutricionales de alto costo,  mal 

manejo de pesticidas, entre otros, aunado a la nula aplicación de 

biotecnologías, conlleva a una baja rentabilidad del cultivo ya que la mayoría de 

las veces no se cuentan con los insumos suficientes para aplicarlos,  

principalmente en los lugares con bajos recursos. Además de que al usar y dar 

un mal manejo de los fertilizantes químicos pueden ocasionar algunos 

problemas de contaminación ambiental. Se busca implementar nuevos 

recursos biotecnológicos con el objetivo de obtener mejor producción, por ello 

se pretende buscar microorganismos fijadores de nitrógeno, solubilizadores de 

fosfatos, entre otros, que tengan especificidad y efectividad en las plantas del 

cultivo de frijol, y de esta manera mejorar la producción, reducir costos con 

menor impacto ambiental. 
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4. JUSTIFICACIÓN. 

Desde hace muchos años se ha buscado obtener mejor producción en el 

cultivo de frijol mediante el uso de fertilizantes químicos y pesticidas. Al paso 

del tiempo, la producción se ha mantenido y en algunos lugares la ha 

disminuido, debido en parte a problemas de contaminación, erosión de suelos y 

problemas en la salud humana y animal. Por lo tanto, en este trabajo se usa 

como forma alternativa a la producción de frijol, a los microorganismos 

benéficos como  los fijadores de nitrógeno y solubilizadores de fosfatos por su 

función estimulante del crecimiento vegetal y junto a ellos complementar con 

una nutrición foliar y así obtener una mejor producción con la disminución de 

fertilizantes químicos y protegiendo al ambiente. 
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5. HIPÓTESIS. 

La inoculación de microorganismos benéficos y la adición de elementos 

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

6.1. OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar el efecto de la aplicación de microorganismos benéficos y la 

biofortificación sobre el desarrollo de plantas del cultivo de frijol. 

 

6. 2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Seleccionar bacterias solubilizadoras de fosfatos, fijadoras de nitrógeno y 

hongos benéficos para inoculación de plantas de frijol. 

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

benéficos, agregando solución nutritiva. 

3. Evaluar las etapas fenológicas de plantas de frijol tomando en cuenta el 

porcentaje de germinación, altura, número de ramas, número de hojas, masa 

seca de raíz, vainas, tallo, y número de nódulos. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS. 

7.1. Material biológico: Selección de semillas. 

Las semillas de frijol criollo negro se seleccionaron tomando en 

consideración el tamaño uniforme y ausencia de daño 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 plástica “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. Selección de bacterias y hongo.  

Se trabajó con cinco bacterias fijadoras de nitrógeno y dos bacterias 

solubilizadoras de fosfatos así como una cepa de Trichoderma asperellum. 

Todos los microorganismos usados forman parte del cepario del Laboratorio de 

Microbiología de Suelos “Dr. Jesús Caballero Mellado” del Centro de 

Investigaciones en Ciencias Microbiológicas del Instituto de Ciencias de la 

Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. Las semillas de frijol criollo 

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

Cuadro 1. Cepas bacterianas y fúngicas utilizados en el experimento de inoculación 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. Propagación de bacterias.  

Las dos bacterias del género Azospirillum brasilense fueron 

seleccionadas por su capacidad de fijar nitrógeno atmosférico y de procedencia 
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geográfica diferente y dos bacterias con  actividad solubilizadora de fosfato 

tricálcico. Las cepas de Azospirillum brasilense se propagaron en medio NFb 

líquido 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 procedió a realizar diluciones decimales 

y se sembró 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 así como 

medio Extracto de Levadura Manitol Rojo Congo (ELMARC) para Rhizobium 

sp. para que de esta manera se pudiera propagar la población bacteriana. 

Trichoderma asperellum se propago en caldo papa y dextrosa mediante 

incubación en agitación a 180 rpm a 30°C por 24 h. Posteriormente se dejó el 

cultivo en crecimiento estático 15 días hasta la esporulación, confirmando la 

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

7.5. Preparación de biofertilizantes. 

Se mezclaron los caldos de cultivo con el sustrato “Peat moss” 

previamente estéril. Para tener un porcentaje de absorción del 80%. Se 

tomaron 50 mL de cada caldo para 60 g de sustrato, esto se colocó en bolsitas 

de plástico, una vez terminadas las mezclas se llevaron a incubación y se 

dejaron en maduración durante tres días (Oliver-Rodríguez 2004). 

7.6. Preparación de semillas. 

Se seleccionaron las semillas de frijol criollo negro, posteriormente se 

verificó que no tuvieran algún daño mecánico o aparente daño por hongos. 

7.7. Inoculación de los microorganismos a las semillas. 

Se prepararon 12 bolsitas de plástico 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 último, se colocó 1  mL de  

T. asperellum a las bolsitas correspondientes, y de esta manera se inocularon 

las semillas. 
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7.8. Preparación del suelo. 

Se utilizó suelo procedente de San José Teacalco Tlaxcala, el cual se 

tamizó y posteriormente se llenaron 120 macetas conteniendo 2.0 kg de suelo 

aproximadamente el cual se humedeció 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. Diseño experimental. 

Se trabajó con 12 tratamientos diferentes (Cuadro 2), con 10 

repeticiones cada uno, a 5 repeticiones solo se les agregaron bacterias u 

hongo según correspondió, a las 5 repeticiones restantes se les aplico una 

solución nutritiva a base de N, P, K, Ca, Mg, Mn, Zn, Fe, Mo, B, Co vía foliar 

con atomización. 

Cuadro 2. Diseño experimental para la inoculación de biofertilizantes con bacterias, 

hongos a dos dosis de fertilización química en el cultivo de frijol, complementado con 

una biofortificación a base de una solución 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 

Fertilización Química 100% 

Fertilización  Química 50% 

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

Control 

Tratamientos con 10 repeticiones, en 5 repeticiones se adicionó fertilización foliar.  
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7.11. Evaluación de parámetros fenológicos de las plantas de frijol.  

Se sacaron las plantas de las macetas cuidando que no sufrieran algún 

daño, se eliminó el suelo y posteriormente se lavó la raíz con agua de la llave 

hasta dejarla totalmente limpia. La masa seca se cuantificó después de la 

cosecha, separando la raíz, 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 procedió a pesarlas. Una vez que las raíces se secaron se 

llevó a cabo la separación de los nódulos para su posterior conteo. 

7.12. Análisis estadísticos. 

Una vez obtenidos los datos se les realizó un análisis de varianza y la 

prueba de comparación de medias de Tukey a P ≤ 0.05 para ver la diferencia 

de tratamientos (Olivares-Sáenz, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

33 
 

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. Preparación de inóculos. 

Se llevó a cabo el conteo microbiano de cada biofertilizante, expresando 

los valores en unidades formadoras de colonias UFC g-1 y en el caso de T. 

asperellum, en UFC mL-1 como se observa en el Cuadro 3.   

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

 

 

 

 

 

 

8.3. Porcentaje de germinación. 

El porcentaje de germinación se determinó a  los días 5 y 7 después de 

la siembra. Se observó que el tratamiento con la cepa KMT10-2 y el tratamiento 

con las cepas de A. brasilense 7A+10B en combinación con T. asperellum Tas-

10 fueron los primeros en germinar. También se notó que de los 12 

tratamientos utilizados, en 8 de ellos el porcentaje de germinación fue mayor o 

igual a 80%, mientras que en los 4 tratamientos restantes el porcentaje de 

germinación fue baja con valores de 50 a 70% como se describe en el Cuadro 

4. 

 

 

CONTEO MICROBIANO 

Biofertilizantes UFC 

Rhizobium sp. M7 110.0 x 106 UFC g-1 

Rhizobium tropici CIAT 899 (tipo) 20.0 x 106 UFC  g-1 

Azospirillum brasilense 7A 3.6 x 106 UFC  g-1 

Azospirillum brasilense 10B 2 x 106 UFC  g-1 

Klebsiella pneumoniae KMT10-2 13.0 x 106 UFC  g-1 

Trichoderma asperellum 16.3 x 106 UFC mL-1 

Rhizobium sp. M4 50.0 x 106 UFC  g-1 

Chromobacterium. violaceum BUAP 35 60.0 x 106 UFC  g-1 

Acinetobacter calcoaceticus BUAP 40 2.3 x 106 UFC  g-1 
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Cuadro 4. Porcentaje de germinación 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 químico 100% 90% 

R.  tropici CIAT +Rhizobium sp. M7+ 
A. brasilense 7A +A. brasilense 10B 

80% 

Fertilizante químico 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. Medición de altura. 

Al evaluar la altura de las plantas de frijol en suelo sin adición de ningún 

nutrimento (Cuadro 5), observamos a los 15 días después de la germinación, 

que con la inoculación de diferentes rizobacterias en las plantas encontramos 

que en altura no existen diferencias estadísticas 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 días 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 más baja fue utilizando el fertilizante 

químico al 50%. Y al llevar a cabo la medición  a los 65 días, se observó 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 químico al 100%, Trichoderma 

asperellum Tas-10 y el fertilizante químico al 50%. 

Al evaluar la inoculación junto con la fertilización foliar  (Cuadro 6) con 

diferentes Rizobacterias en plantas de frijol encontramos que en altura  a los 15 

días después de la germinación, la respuesta óptima 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 químico al 50% y Trichoderma 

asperellum Tas-10. 

 

Cuadro 5. Efectos de la inoculación de bacterias un hongo y dos dosis de fertilización 
química en la medición de la altura en plantas de frijol. 

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

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

 
Cuadro 6. Efectos de la inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización 
química junto con la fertilización foliar en la mediación de la altura en plantas de frijol. 

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

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

 

 

 

  
          Suelo 

 Tratamiento              Días    

 
15 45 65 

Rhizobium sp. M7 9.35±2.02 a 20.20±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±3.99 d 
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 27.50±3.05 abc 

                                                    Fertilización foliar 

Tratamiento              Días   

  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) 9.70±0.76 abc 22.00±1.52 ab 28.35±2.42 ab 

A. brasilense 7A+10B 9.75±0.68 abc 21.30±2.22 abc 29.45±3.29 ab 

K. pneumoniae KMT10-2 11.70±1.39 a 21.90±1.04 c 28.35±0.98 ab 

Trichoderma asperellum Tas-10 8.45±0.65 c 21.17±1.40 c 26.25±3.34 b 

Rhizobium sp. M4 11.25±1.16 ab 20.85±1.32 abc 26.50±1.15 b 
C. violaceum B35+ 
A. calcoaceticus B40 9.40±0.49 abc 24.10±9.39 bc 30.10±2.23 a 

M7+CIAT+7A+10B 10.35±0.70 abc 20.78±1.17 ab 27.75±3.07 ab 

F. Q. 100% 10.50±1.53 abc 22.50±0.68 a 27.95±1.29 ab 

F. Q. 50% 8.65±1.74 c 20.00±1.39 abc 27.00±2.48 ab 
T. asperellum Tas-10+ 
A. brasilense  7A+10B 10.25±2.11 abc 22.00±1.08 ab 26.15±3.06 b 

Control 9.40±0.45 abc 20.80±1.54 c 27.25±2.86 ab 
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        Figura 1. Comparación de altura entre 3 tratamientos distintos y el control. 

Figura 2. Comparación de altura y parte foliar de los tratamientos M4 y la mezcla de T. 

asperellum más A. brasilense 7A+10B respecto al control. 

 

En la evaluación del día 45 encontramos que la mejor respuesta fue 

utilizando la fertilización química 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 día 65 

encontramos que en altura, la cepa B35+B40 correspondiente a los 

solubilizadores obtiene el mayor porcentaje incrementándose 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 número de ramas formadas por efectos de la inoculación.  

Al evaluar el número de ramas formadas por procesos de la inoculación 

con diferentes rizobacterias en plantas de frijol sin agregar ningún nutrimento 

(Cuadro 7), en los primeros 15 días, se observa que en el número de ramas el 

tratamiento con mayor porcentaje fue la mezcla de T. asperellum Tas-10 y las 

cepas de A. brasilense 7A+10B incrementándose en un 10.14% respecto al 

control. Sin embargo los tratamientos con las cepas de Rhizobium sp. M7, A. 

brasilense 7A+10B y el fertilizante químico al 100% fueron los que obtuvieron la 

respuesta más baja. En el día 45 encontramos que la mezcla T. asperellum 

Tas-10 y 7A+10B tuvo un incremento del 25% respecto al control 

representando el mayor porcentaje (Figura 3) y el tratamiento con la respuesta 

más baja fue la mezcla de las cepas M7+CIAT+7A+10B. Sin embargo, a los 65 

días 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 más baja.  

Cuadro 7. Efectos de la inoculación de bacterias, un hongo y dos dosis de fertilización 
química en el número de ramas en plantas de frijol. 

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

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

En el mismo parámetro al evaluar la inoculación junto con la fertilización 

foliar con diferentes rizobacterias en plantas de frijol (Cuadro 8), encontramos 

que en el número de ramas en el día 15 el tratamiento con mayor porcentaje 

 

                                Suelo 
 Tratamiento 

 
           Días  

  15 45 65 

Rhizobium sp. M7 12.00±1.87 bcd 19.60±3.78 ab 32.00±3.94 ab 

R.  tropici CIAT 899 (tipo) 13.60±1.95 abcd 19.80±5.22 ab 30.20±8.53 ab 

A. brasilense 7A+10B 11.20±3.56 cd 20.80±5.93 ab 34.20±8.44 a 

K. pneumoniae KMT10-2 14.00±3.87 abc 22.40±4.56 ab 33.80±6.76 a 

Trichoderma asperellum Tas-10 14.20±2.49 abc 20.40±2.41 ab 31.20±3.11 ab 

Rhizobium sp. M4 13.60±3.85 abcd 22.80±6.57 ab 31.40±6.50 ab 
C. violaceum B35+ 
A. calcoaceticus B40 12.60±0.55 abcd 22.40±2.07 ab 33.20±2.39 ab 

M7+CIAT+7A+10B 12.20±1.30 abcd 15.60±2.07 b 21.60±5.18 b 

F. Q. 100% 10.80±2.39 d 16.60±6.27 ab 27.20±5.59 ab 

F. Q. 50% 14.60±1.67 ab 18.80±2.49ab 31.20±2.77 ab 
T. asperellum TTas-10+ 
A. brasilense  7A+10B 15.20±3.27 a 25.00±3.24 a 33.60±3.13 a 

Control 13.80±0.84 abcd 20.00±2.92 ab 33.00±4.18 ab 
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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 día 45, se 

observó 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 más baja, 

mientras que a los 65 días, el tratamiento que presentó un porcentaje mayor 

fue nuevamente la cepa KMT10-2 incrementando en un 32.25% respecto al 

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

 

Cuadro 8. Efectos de la inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización 
química junto con la fertilización foliar en el número de ramas en plantas de frijol. 

                                               Fertilización foliar 

Tratamiento 
 

Días 
   15 45 65 

Rhizobium sp. M7 11.20±5.50 ab 20.20±7.82 abc 31.40±7.40 bc 
R.  tropici CIAT 899 (tipo) 14.40±1.52 ab 19.00±3.24 bc 35.60±5.55 abc 
A. brasilense 7A+10B 15.20±3.63 a 24.60±4.16 ab 36.60±5.81 ab 
K. pneumoniae KMT10-2 14.00±2.45 ab 27.00±6.63 a 41.00±9.03 a 
Trichoderma asperellum Tas-10 14.40±0.55 ab 19.80±3.70 abc 32.40±7.89 bc 
Rhizobium sp. M4 10.80±2.59 b 18.00±8.37 bc 27.40±6.19 c 
C. violaceum B35+ 
A. calcoaceticus B40 14.80±1.10 ab 21.60±2.97 abc 32.40±6.39 bc 
M7+CIAT+7A+10B 13.60±4.72 ab 20.60±9.89 abc 30.40±9.07 bc 
F. Q. 100% 14.80±3.70 ab 19.80± 5.45 abc 29.40±3.36 bc 
F. Q. 50% 12.80±3.11 ab 19.80± 4.87 abc 36.00±5.92 ab 
T. asperellum Tas-10+ 
A. brasilense  7A+10B 13.80±2.17 ab 16.80±4.49 c 28.80±7.40 bc 

Control 13.60±2.51 ab 22.60±4.88 abc 31.00±3.00 bc 
Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

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

 

Figura 3. Comparación del número de ramas entre la mezcla de A. brasilense con T. 
asperellum respecto al control. 
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8.6. Evaluación del número de hojas de plantas de frijol por efectos de la 

inoculación. 

En los primeros 15 días al evaluar la inoculación con diferentes 

Rizobacterias en plantas de frijol y sin adicionar algún nutriente (Cuadro 9), se 

observa que en el número de hojas, los tratamientos que presentaron mayor 

porcentaje fueron las cepas CIAT 899, M4, la mezcla M7+CIAT+7A+10B y 

también el fertilizante químico al 50% y el tratamiento con T. asperellum Tas-10 

obtuvo la respuesta más baja. En el día 45, los tratamientos no presentaron 

diferencias estadísticas pero si ligeras diferencias numéricas donde las 

bacterias solubilizadoras de fosfatos B35+B40 incrementan en un 17.69% 

respecto al control, a los 65 días nuevamente la mezcla de B35+B40 son las 

que 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  y el fertilizante químico al 100% presentaron una baja 

respuesta. 

Al evaluar la inoculación junto con la fertilización foliar con diferentes 

rizobacterias en el número de hojas en las plantas de frijol (Cuadro 10), 

encontramos que en el día 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 químico al 50%, M7, B35+B40, Tas-10 +7A+10B, 

T. asperellum y el control. Mientras tanto en el día 45 no hubo diferencias 

estadísticas entre los tratamientos pero si diferencias numéricas, a los 65 días  

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 más las cepas de A. brasilense 7A+10B. 
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Cuadro 9. Efectos de la inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización 
química en el número de hojas en plantas de frijol. 

 
          Suelo 

 Tratamiento 
 

Días 
 

 
15 45 65 

Rhizobium sp. M7 8.00±2.55 ab 38.00±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 46.50±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 57.20±5.76 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 c 
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 desviación estándar; letras iguales 

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

 

Cuadro 10. Efectos de la inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización 
química junto con la fertilización foliar en el número de hojas en plantas de frijol. 

                                                                               Fertilización foliar 

Tratamiento 
 

Días 
   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±1.79 d 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 62.80±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 bcd 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 5.40±1.34 cd 49.00±6.44 a 63.80±15.96 ab 
Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 según la prueba de Tukey 
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8.7. Evaluación de la floración de plantas de frijol 

Al evaluar la floración en los tratamientos sin fertilización foliar  (Cuadro 

11) encontramos que el mayor porcentaje se presentó 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 

parámetro, la mezcla de las cepas M7+CIAT+7A+10B, B35+B40 y el fertilizante 

químico al 100% presentaron las respuestas más bajas. 

Cuadro 11. Efectos de la inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización 
química con y sin fertilización foliar en la floración de plantas de frijol. 

                                                                                          Floración 

 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+ 
A. calcoaceticus B40 

5.00±1.83 cd -28.57 10.34 8.00±1.83 ab 

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 7.00±1.83 b 

F. Q. 50% 8.75±0.96 ab 25.00 31.03 9.50±1.00 ab 

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

6.25±2.63 abcd -10.71 6.89 7.75±1.50 ab 

Control 7.00±2.16 abcd -- -- 7.25±2.75 b 

Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

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

 

Cuando se realizó la inoculación junto con la fertilización 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 demás 

tratamientos,  mientras que las cepas con baja respuesta fueron la mezcla de 

las cepas M7+CIAT+7A+10B y el fertilizante químico al 100%. 
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Figura 4. Comparación en la etapa de floración entre el tratamiento 7A+10B y el 
control. 

 

8.8. Cuantificación del número de  vainas en plantas de frijol inoculadas.  

Al cuantificar el número de vainas sin adición de ningún nutrimento 

(Cuadro 12) solo por efecto de la adición de inóculos, encontramos que el 

porcentaje mayor fue utilizando las cepas de A. brasilense 7A+10B que 

incrementó en un 150% respecto al control (Figura 5), mientras que la mayoría 

de los tratamientos restantes presentó una respuesta variable con tendencias 

positivas. Y en algunos tratamientos mostraron valores inferiores respecto al 

control.  

En la evaluación del número de vainas con inoculación y fertilización 

foliar (Cuadro 12) se observó 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 observó una respuesta menor en los tratamientos B35+B40, la mezcla de 

las cepas M7, CIAT, 7A+10B, el fertilizante químico al 100% y el tratamiento de 

Tas-10+7A+10B. 

 

 

 



 
 

43 
 

 

 

 

Figura 5. Comparación del número de vainas entre la mezcla de A. brasilense y el 
control. 

 

 

Figura 6. Comparación del número de vainas de K. pneumoniae y la mezcla de T. 
asperellum más A. brasilense ambas con fertilización foliar ante el control. 
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Cuadro 12. Efectos de la inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de 
fertilización química con y sin fertilización foliar en el número de vainas de plantas 
de frijol. 
                                                                                Número 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±3.11 ab 116.66 96.66 14.75±5.91 a 

Trichoderma asperellum Tas-10 3.50±1.73 cde 16.66 16.66 8.75±4.03 bcd 

Rhizobium sp. M4 4.50±3.11 bcd 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±1.71 de -25.00 -23.33 5.75±4.19 d 

F. Q. 50% 5.25±3.30 abc 75.00 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 desviación estándar; letras iguales 

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

8.9. Cuantificación de la masa seca de las vainas, raíz y tallo de plantas de 

frijol. 

En la masa seca de vainas de las plantas de frijol inoculadas con 

diferentes rizobacterias sin agregar fertilización 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 número de vainas y los tratamientos que 

presentaron bajas respuestas fueron B35+B40, las dos dosis de fertilizante 

químico 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 aplicó fertilizante 

foliar (Cuadro 13) no se hallaron diferencias estadísticas entre todos los 

tratamientos, pero si diferencias numéricas 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 inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización 
química con y sin fertilización foliar en la cuantificación 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 2.09±0.78 a 

M7+CIAT+7A+10B 0.56±0.61 c -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 desviación estándar; letras iguales 

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

En la masa seca de raíz sin ningún nutrimento adicional (Cuadro 14) el 

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

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

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

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

combinación de T. asperellum Tas-10 + A. brasilense 7A+10B y la fertilización 

química al 100%.  

Figura 7. Comparación de raíz entre el control  y la mezcla de Rhizobium y 
Azospirillum. 
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En el mismo parámetro al evaluar la masa seca de raíz por efecto de 

inoculación de diferentes rizobacterias junto con la fertilización foliar (Cuadro 

14) en plantas de frijol, se observa que no existen diferencias estadísticas entre 

los tratamientos, pero si las hay numéricas, encontramos que el tratamiento 

con mejor porcentaje fue utilizando el fertilizante químico al 50% presentando 

un incremento de un 46.04% respecto al control, además de los tratamientos 

con T. asperellum + A. brasilense, fertilización química al 100%, Rhizobium sp. 

M4 y la mezcla de B35+B40, entre otras.  

Cuadro 14. Cuantificación de masa seca de raíz de plantas de frijol derivado de la 
inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización química con y sin 
fertilización foliar. 

                                                                                    Masa seca raíz 

 Suelo     F. foliar 

Tratamiento  Porcentaje  

Rhizobium sp. M7 4.78±0.40 a -0.82 10.20 5.29±0.34 a 

R. tropici CIAT 899 (tipo) 4.78±0.44 a -0.82 3.95 4.99±0.74 a 

A. brasilense 7A+10B 4.66±0.85 a -3.31 -1.87 4.71±0.37 a 

K. pneumoniae KMT10-2 5.16±0.94 a 7.05 14.79 5.51±0.18 a 

Trichoderma asperellum  Tas-10 4.97±1.01 a 3.11 11.04 5.33±0.93 a 

Rhizobium sp. M4 6.13±4.32 a 27.17 23.95 5.95±4.28 a 
C. violaceum B35+ 

A. calcoaceticus B40 4.78±0.96 a 

 
-0.82 

 
21.25 5.82±2.44 a 

M7+CIAT+7A+10B 7.30±2.18 a 51.45 11.66 5.36±0.46 a 

F. Q. 100% 6.11±4.14 a 26.76 35.41 6.50±3.84 a 

F. Q. 50% 4.55±0.56 a -5.60 46.04 7.01±3.21 a 
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 desviación estándar; letras iguales 
dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 según la prueba de Tukey 

 

En el caso de la evaluación de la masa seca de tallo por efecto de 

inoculación 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  fueron las que presentaron mayor porcentaje incrementando en 

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 

químico al 50% y 100% presentaron las respuestas más bajas. 
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Respecto a la masa seca de tallo con la adición de fertilizante foliar 

(Cuadro 15) los tratamientos que presentaron mayor porcentaje fueron 

utilizando Trichoderma asperellum, Tas-10 fertilizante químico al 100%, K. 

pneumoniae KMT10-2 y R. tropici CIAT 899 sobre el control y la respuesta más 

baja se presentó en el tratamiento con la cepa Rhizobium sp. M4. 

Cuadro 15. Cuantificación de masa seca de tallo de plantas de frijol derivado de la 

inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización química con y sin 

fertilización foliar. 

                                                                                 Masa seca tallo 

 Suelo  F. foliar 

Tratamiento  Porcentaje  

Rhizobium sp. M7 9.77±1.23 bc -7.74 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 c -14.54 -14.92 8.55±1.15 b 
C. violaceum B35+ 

A. calcoaceticus B40 9.61±0.95 c 

 
-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 c -9.91 9.05 10.96±0.90 a 

F. Q. 50% 9.12±1.23 c -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 desviación estándar; letras iguales 

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

8.10. Cuantificación de nódulos. 

En la evaluación del número de nódulos sin fertilización foliar (Cuadro 

16) el mayor porcentaje se observó 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 presentó 

una baja respuesta. 

Respecto al número de nódulos con la adición de la fertilización 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, además 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. 
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asperellum Tas-10, las solubilizadoras de fosfatos B35+B40 y las dosis de 

fertilizante químico al 50% y al 100%. 

 

Cuadro 16. Cuantificación del número de nódulos por planta por efecto de la 
inoculación de bacterias, hongos y dos dosis de fertilización química con y sin 
fertilización foliar. 

                                                                                        Nódulos 

 Suelo  F. foliar 

Tratamiento  Porcentaje  

Rhizobium sp. M7 145.40±34.72 ab -11.66 23.06 175.00±63.99 ab 

R. tropici CIAT 899 (tipo) 207.40±92.93 ab 26.00 62.02 230.40±29.27 ab 

A. brasilense 7A+10B 131.60±26.05 ab -20.04 39.94 199.00±93.43 ab 

K. pneumoniae KMT10-2 130.80±16.32 ab -20.53 17.44 167.00±60.22 b 

Trichoderma asperellum Tas-10 136.40±26.73 ab -17.13 15.33 164.00±39.43 b 

Rhizobium sp. M4 171.60±128.45 ab 4.25 99.29 283.40±47.54 a 
C. violaceum B35+ 

A. calcoaceticus B40 132.80±19.20 ab 

 
-19.31 

 
-6.61 132.80±40.65 b 

M7+CIAT+7A+10B 113.80±10.73 b -30.86 28.12 182.20±76.89 ab 

F. Q. 100% 174.40±64.28 ab 5.95 17.29 166.80±14.79 b 

F. Q. 50% 148.40±29.04ab -9.84 -5.20 134.80±25.61 b 
T. asperellum Tas-10+ 
A. brasilense  7A+10B 237.40±41.33 a 

 
44.22 

 
30.94 186.20±56.59 ab 

Control  164.60±22.45 ab -- -- 142.20±35.23 b 
Valores promedio de 5 repeticiones por tratamiento seguido de su desviación estándar; letras iguales 

dentro de la misma columna no existen diferencias significativas a P=0.05 según la prueba de Tukey 
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9. DISCUSIÓN.  

Existe una amplia gama de interacciones entre especies de 

microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagónicas, de 

competencia física y bioquímica, moduladas por múltiples y complejos factores 

bióticos y abióticos. En la rizósfera, uno de los principales sitios donde se 

presentan microorganismos, específicamente funcionales como fijadores de 

nitrógeno, solubilizadores de fosfatos, promotores de crecimiento vegetal, 

biocontroladores y especies patógenas, normalmente, compiten por espacio y 

por nutrimentos. Estas interrelaciones entre los microorganismos inciden en la 

interacción 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 biológico 

dependen de los factores mencionados para expresar sus potenciales efectos 

benéficos. Sin embargo, en la interacción de estos microorganismos, se 

pueden presentar efectos sinérgicos que potencialicen los beneficios o, por el 

contrario, efectos antagónicos o simplemente  que no ocurra ningún 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 germinación 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 

germinación. 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 pudrición de la raíz 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 relación al porcentaje germinación de semillas de frijol inoculadas con 

diferentes bacterias solas o en co-inoculación, se encontraron valores de 70 al 

100%, aunque en dos de los tratamientos fueron de 50 y 60% menores al 

control con 70% y las primeras semillas germinadas se presentaron a los 5 días 

con la inoculación de la cepas KMT10-2 de Klebsiella pneumoniae y 7A+10B 

de A. brasilense, lo que sugiere que en esta primera etapa la germinación 

puede no depender directamente de las bacterias, sino más bien puede 

implicar algunos reguladores del crecimiento presentes en el medio de cultivo 

como productos de excreción 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 germinación 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 germinación. Los datos mostrados coinciden con 

lo reportado por Cassan et al., (2009) al inocular semillas de maíz y soya con 

cepas de Azospirillum brasilense y Bradyrhizobium japonicum, ya sea solas y 

en combinación, observando una mejora en la germinación hasta el día 7 para 

maíz y soya en el día 4 en comparación con el control que alcanzaron un bajo 

porcentaje de germinación. 

En relación a la inoculación de semillas de frijol utilizadas procedentes 

de la región del municipio de Hueytlalpan, Puebla, se adicionaron 110.0 x106 

UFC g-1 de la cepa Rhizobium sp. M7, 50.0 x 106 UFC g-1 para Rhizobium sp. 
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M4, 20.0 x 106 UFC g-1 de la cepa R. tropici CIAT 899, 3.6 x 106 UFC g-1 de A. 

brasilense 7A, 2 x 106 UFC g-1de la cepa A. brasilense 10B, 13.0 x 106 UFC g-

1de K. pneumoniae, 60.0 x 106 UFC g-1 para C. violaceum BUAP 35, 2.3 x 106 

UFC g-1 para la cepa A. calcoaceticus BUAP 40, del hongo T. asperellum se le 

agregó en forma líquida a una concentración de 16.3 x 106 UFC mL-1. Hungría 

et al., (2013) menciona que para una respuesta en las plantas por efectos de la 

inoculación con Rhizobium tropici se requieren poblaciones de 1.2 × 106 UFC g-

1 y que para la inoculación con  A. brasilense se requieren 2.5 x 105 UFC g-1. 

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-González (1994), quienes mencionan que las 

concentraciones óptimas pueden ser en promedio de 107 UFC por semilla o por 

planta, y que existen diferentes preparaciones biológicas con poblaciones de 

105 UFC g-1 hasta 1011 UFC g-1. 

Se ha demostrado que los microorganismos promotores de crecimiento 

vegetal, incluyendo las rizobacterias y bacterias promotoras del crecimiento 

vegetal, bacterias diazotróficas, fijadores de nitrógeno de vida libre y hongos 

formadores de micorrizas, tienen un efecto directo o primario en la nutrición 

vegetal y, por ende, en la estimulación del crecimiento de las plantas; no 

obstante, estudios recientes muestran la potencialidad del uso de estos 

inoculantes, como agentes de control biológico, considerándolo como un efecto 

secundario de esta interacción (Sturz y Christie, 2003).  

En la evaluación de los parámetros fenológicos encontramos que en la 

medición 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 rizósfera de varias plantas producen 

auxinas. La producción 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 ácido indol-3-

acetico es considerado fisiológicamente la auxina más activa en plantas, y 
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también es reconocido como un producto metabólico de varios 

microorganismos en presencia de peptona o triptófano y se conocen 

comúnmente como fitohormonas. Rhizobium es capaz de sintetizar AIA en 

ausencia de triptófano, pero la aplicación de este incrementa la producción de 

AIA siendo esta una de las sustancias causantes del encorvamiento del pelo 

radical (Frankenberger y Arshad, 1995). En consecuencia, la AIA juega un 

papel muy importante en las interacciones planta-rizobacterias (Spaepen et al., 

2011). 

De la misma forma también podemos sugerir que la producción de AIA 

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 fisiológicos de las plantas superiores, 

modificando la división celular de la planta, la extensión, y la diferenciación, 

estimula la germinación de semillas que coincidentemente en nuestro 

experimento con A. brasilense presentó mayor porcentaje de germinación; 

aumenta la tasa de xilema y desarrollo de las raíces, controla los procesos de 

crecimiento vegetativo, inicia la formación de raíces laterales; media la 

respuesta a la luz, la gravedad y la florescencia; afecta a la fotosíntesis, la 

formación de pigmento, la biosíntesis de diversos metabolitos, y la resistencia a 

condiciones de estrés, por  lo tanto también podemos decir que la síntesis y 

liberación de fitohormonas (auxinas) mediada por las cepas de A. brasilense 

juega un papel importante en cuanto a la formación de vainas ya que las 

plantas inoculadas con estas cepas obtuvieron el mayor número de vainas en 

comparación con el control. 

El efecto de la inoculación de Rhizobium tropici CIAT 899 en cuanto a 

floración pudo notarse en ambas condiciones, es decir, con y sin fertilización 

foliar, sin embargo, la diferencia entre uno y otro es notable ya que al utilizar la 

fertilización foliar favoreció el incremento de la floración; y también al utilizar la 

cepa Klebsiella pneumoniae KMT10-2 junto a la fertilización foliar se notó el 

incremento en el número de ramas en comparación con el tratamiento 

inoculado solo con Klebsiella pneumoniae KMT10-2 sin agregar algún 

nutriente, lo que quiere decir que la fertilización foliar tiene un gran aporte en la 

nutrición vegetal como complemento a la biofertilización del suelo, como lo 
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menciona Franco y Morales (2006) en un experimento donde la inoculación de 

A. brasilense junto a la fertilización foliar incrementa el peso de la biomasa 

aérea seca, en este caso el efecto solo se observó en la cuantificación de 

vainas, también en un ensayo de fertilización edáfica y fertilización foliar sobre 

el desarrollo y rendimiento de frijol (Phaseolus vulgaris L.) Giskin et al. (1984) 

reportaron un incremento en el número de vainas al complementar la 

fertilización edáfica con la fertilización foliar.  

Cabe mencionar que al utilizar A. brasilense mezclado con el hongo T. 

asperellum tiene una respuesta positiva ante la formación de nódulos, ya que 

como hemos visto en algunos otros parámetros las cepas de A. brasilense por 

si solas tienen la mejor respuesta pero al ser mezclada con el hongo podríamos 

decir que sigue siendo favorable y que de alguna forma T. asperellum tiene 

efectos como control biológico y promoción del crecimiento, las especies del  

género Trichoderma se caracterizan como hongos filamentosos que se pueden 

aislar del suelo, son capaces de colonizar las raíces y los residuos vegetales, 

son genéticamente diversas con un gran número de capacidades, entre ellas el 

control biológico que puede atribuirse a la competencia por los nutrimentos, la 

liberación de hidrolisis extracelular, enzimas y metabolitos secundarios tóxicos 

a los patógenos 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 biológico actúa como 

elemento de disuasión y protección del sistema de la raíz contra agentes 

patógenos (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 diazotróficas, fijadores de nitrógeno de vida libre 

y hongos formadores de micorrizas, tienen un efecto directo o primario en la 

nutrición vegetal y por ende en la estimulación del crecimiento de las plantas, 

además de que estos inoculantes tienen gran potencialidad como agentes de 

control biológico y lo considera como efecto secundario de esta interacción, 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 sería un efecto secundario.  

Al observar los datos de masa seca el tratamiento que mostró mayor 

cantidad de masa seca de raíz fue utilizando la combinación 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-Rodríguez (2004) donde al combinar cepas de 

estos mismos géneros (CIAT 899 + 10B) obtiene la mejor respuesta ante los 

demás tratamientos en masa seca de raíz; la inoculación 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 inoculación única. Azospirillum es considerado como 

un ayudante de Rhizobium para la estimulación de la nodulación, la función del 

nódulo y posiblemente en el metabolismo de la planta. Las fitohormonas 

producidas por Azospirillum promueven diferenciación en las células 

epidermales de los pelos radiculares incrementando su número y sitios 

infectados por Rhizobia (Bashan y Holguin, 1997).    

Además en el experimento de Oliver-Rodríguez (2004) también utilizó la 

mezcla de Azospirillum brasilense y Klebsiella pneumoniae mostrando 

diferencias significativas con el resto de los tratamientos en cuanto al número 

de nódulos y masa seca de nódulos, y en la masa seca de la parte aérea 

Klebsiella pneumoniae presentó diferencias significativas respecto al control, lo 

que coincide con los resultados del número de ramas y el número de vainas 

donde la cepa KMT10-2 presentó la mejor respuesta. 

Ahora haciendo mención de los resultados de las cepas junto a la 

fertilización foliar pudimos observar que en la mayoría de los parámetros 

medidos las cepas con las mejores respuestas junto con la fertilización 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. Así lo demostró Chonay (1981) al fertilizar el frijol 

(Phaseolus vulgaris L.) al suelo y follaje. 

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

adquirir elementos minerales suministrados a ellos en formas químicas 
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específicas. Para obtener una estrategia de biofortificación exitosa, es 

necesario estar al tanto de los elementos minerales adquiridos por las raíces de 

las plantas, de sus limitaciones y de su fitodisponibilidad en la solución de la 

rizósfera ya que pueden ser limitados en los cultivos y entonces es necesario 

aplicar fertilizante foliar.  

La mayoría de las especies de Rhizobium tienen la capacidad de 

producir AIA y muchos estudios indican que los cambios en la concentración de 

auxina endógena son un requisito para la organogénesis del  nódulo 

(Lambrecht et al. 2000). En este trabajo la cepa CIAT 899 (R. tropici) fue el 

segundo tratamiento con mejor respuesta en la cuantificación de nódulos, lo 

que coincide con el trabajo de Oliver-Rodríguez (2004) donde los tratamientos 

inoculados con CIAT  899 presentan un mayor número de nódulos en 

comparación con los demás tratamientos. Mientras que Rhizobium sp. (M4) 

junto a la fertilización foliar seguido de la CEPA 899 (R. tropici) también con 

fertilización foliar obtuvieron un mayor número de nódulos lo que una vez más 

confirma lo antes mencionado, sin embargo, al revisar en otros parámetros 

medidos en este experimento, podemos ver que en floración, en cuantificación 

de masa seca de tallo y la cuantificación de masa seca de raíz (mencionando 

que en este último 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 fijación biológica de nitrógeno como estrategia viable que 

incrementa la producción y contribuye a la sostenibilidad de la productividad de 

los cultivos (Acuña 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 nódulos. 

Pero ellos mencionan que debe tomarse en cuenta que para que la fijación 

biológica de nitrógeno sea efectiva y se obtengan mejores resultados se tienen 

que considerar 3 factores, el primero es la interacción entre la cepa de 

Rhizobium, el genotipo de la planta y por último el medio ambiente, esto debido 

a que en muchos estudios realizados no han tenido resultados favorables 

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

1. La inoculación de microorganismos benéficos a las semillas de frijol, 

favorece la germinación de las semillas con poblaciones de 106 UFC g o 

mL. 

2. En la evaluación de las etapas fenológicas de las plantas de frijol 

inoculadas, los tratamientos inoculados con Klebsiella pneumoniae 

KMT10-2, Azospirillum brasilense 7A+10B solas y en combinación de 

Trichoderma asperellum Tas-10 y la cepa de Rhizobium tropici CIAT 899 

fueron las que mostraron mayor porcentaje en número de ramas, 

floración, número de vainas, masa seca de vainas, masa seca de tallo y 

en el número de nódulos, 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 número de ramas y en el número de 

nódulos que la diferencia era significativa respecto al control, lo que 

sugiere que la inoculación tiene un fuerte efecto benéfico en plantas de 

frijol. 

4. Al adicionar nutrientes vía foliar a las plantas a través del proceso de 

biofortificación, se  obtuvo mayor efecto en el número de ramas y 

floración mostrando en algunos tratamientos diferencias significativas 

respecto al control, sugiriendo que la biofertilización del cultivo se puede 

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

Llevar a cabo este mismo experimento pero en condiciones de campo, 

específicamente 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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