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RESUMEN

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es ampliamente cultivado en Cuba principalmente en
pequefas areas de productores privados, debido a su papel como componente principal de la dieta
diaria. El uso de rizobios nativos efectivos como biofertilizantes naturales contribuira positivamente
a la produccion de este grano. Con el objetivo de evaluar el efecto de la inoculacion simple
Rhizobium pisi y EcoMic®sobre variables morfofisioldgicas y el rendimiento del frijol comun, se
desarrollé la presente investigacion en la época de siembra intermedia de la campafa 2015-2016
(noviembre — enero), sobre un suelo Pardo mullido carbonatado, en areas de la CCS “Lino del
Rio”, municipio Placetas, provincia Villa Clara. En el estudio se utilizd el genotipo local Delicia-364
y fueron evaluados los parametros de nodulacién, la biomasa radicular y del follaje, rendimiento
agricola y sus componentes. Todas las variantes de inoculacion incrementaron la nodulacién y por
consiguiente la biomasa seca. Los valores maximos en el nimero de nddulos se lograron con la
inoculacion de la cepa R. pisi 40983. Los componentes del rendimiento agricola y el rendimiento
agricola fueron positivamente estimulados con la inoculacion de R. pisi 40983 (362 kg ha™') y 40982
(357 kg ha™).

Palabras Clave: Rhizobium pisi, frijol comun, EcoMic®, cepas nativas

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is widely cultivated in Cuba principally in small farm areas
because its role as a principal component of the daily diet. The use of effective native rhizobia as
natural biofertilizer will positive contributes to the production of this grain. In order to evaluate the
effect of single Rhizobium pisi and EcoMic® inoculation on morphological parameters and yield of
common bean, was performed the present research at the intermediate sowing season of the 2015-
2016 (November - January). The study was developed in farm’s areas of CCS “Lino del Rio” under
an Inceptisol soil in the municipality of Placetas in Villa Clara province. In the study, the genotype
Delicia-364 was used and the parameters of nodulation, root and shoot biomass and yield were
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evaluated, as well as the possible mechanisms of plant growth promotion of the strains used. All
the inoculation variants increased the nodulation and, consequently, the dry biomass. The maximum
values in the number of nodules were observed with the inoculation of R. pisi 40983. The yield and its
components were positively stimulated with the inoculation of R. pisi 40983 (362 kg ha') and 40982

(357 kg ha™).

Keywords: Rhizobium pisi, common bean, EcoMic®, native strains

INTRODUCCION

El frijol comn (Phaseolus vulgaris L.)
es la especie mas transcendental del género
Phaseolus, cultivada en gran parte del mundo
(Beebe, 2012). Dicha leguminosa es una
fuente importante de proteinas, vitaminas y
minerales para mas 500 millones de personas
en Latinoamérica, Africa y el Caribe (Cortés et
al., 2013), especialmente en Cuba, donde es la
fuente principal de proteinas.

Mediante la formacion de nddulos en las raices
de dicha planta como toda leguminosa, se lleva a
cabo la Fijacion Simbiotica del Nitrégeno (FSN),
en asociacion con rizobacterias denominadas
colectivamente rizobios. Este proceso entre el
frijol comun y bacterias fijadoras de nitrogeno
es crucial en la produccion de otros cultivos
agricolas por su aporte de nitrégeno en el
agroecosistema. Los mayores beneficios de la
interaccion simbidtica, leguminosa — rizobios
son: la reduccion en la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados y las mejoras en el crecimiento y
salud de las plantas.

La Fijacion Biologica del Nitrégeno (FBN)
ha sido extensamente utilizada en lugar de los
fertilizantes nitrogenados en la produccion de
leguminosas por su eficiencia econdmica en los
agroecosistemas sostenibles (Ouma et al., 2016).
El uso de cepas nativas de Rhizobium como
biofertilizantes contribuye al mantenimiento
de la biodiversidad del suelo, mediante la
disminucién de los efectos negativos de los
fertilizantes minerales (Nkot et al., 2015).

Sin embargo, en la provincia de Villa Clara,
aun es insuficiente el uso de variantes de
biofertilizacion que contribuyan al incremento
de los parametros del rendimiento del cultivo del
frijol en diferentes condiciones edafoclimaticas.
Teniendo en cuenta esta problematica, la presente
investigacion fue encaminada a determinar el
efecto de diferentes variantes de biofertilizacion
sobre la nodulacion, variables morfofisiologicas
y el rendimiento del frijol comin en condiciones
de campo.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y caracterizacion de la zona de
estudio

El estudio se llevo a cabo en condiciones de
campo y el experimento fue conducido en un
area perteneciente a un campesino privado de
la Cooperativa de Créditos y Servicios (CCS)
“Lino del Rio”, municipio Placetas (22°18'42" N
79°39'15" O), provincia Villa Clara. En el periodo
comprendido entre noviembre del 2015 y enero
del 2016, correspondiente a la época de siembra
intermedia (noviembre — enero).

Caracterizacion de las propiedades del suelo

El suelo del area de estudio se clasifica como
Pardo mullido carbonatado (Herndndez et al.,
2015). En el estudio fueron determinados los
principales indicadores quimicos de la fertilidad
de suelo. Las muestras de suelo fueron tomadas
antes de la siembra a 20 cm de profundidad, a partir
de una diagonal imaginaria trazada en el campo,
de la cual se tomaron 12 submuestras que se
reagruparon en cuatro muestras. Todas las muestras
fueron secadas al aire y tamizadas a 0,5 mm para
los analisis quimicos que incluyeron el pH (pH
(H20), pH (KCI)); método potenciométrico con
una relacion suelo-solucién 1:2,5, materia organica
(MO), método Walkey y Black, P - Olsen y K20;
Oniani (Tabla 1).

Montaje del experimento y condiciones de
crecimiento

La variedad de frijol empleada en el estudio
fue Delicia-364 (testa roja), teniendo en cuenta
que es la mas generalizada en la region por su
adaptabilidad a las condiciones edafoclimaticas y
resistencia a plagas. Los tratamientos evaluados,
fueron distribuidos en un disefio experimental en
bloques al azar con cuatro réplicas, para un total
de 16 parcelas de 5 m2 (2,5 x 2 m). Conformadas
por siete surcos de 5 m de largo y una distancia
entre estos de 0,70 m, separados cada uno por un
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Tabla 1 - Propiedades quimicas del suelo tomadas a la profundidad de 20 cm en el area
del experimento

Placetas pH MO P,O, K,0
(Miller) (H,0) (KCl) (%) (mg 100g™")

6,16 6,60 349 3, 70A 27,5

N* N M MA

Leyenda: *- categoria de evaluacion, N- neutro, M- mediana, A- alto, MA- muy alto

pasillo de 1 m. Se realiz¢6 la preparacion de suelo
tradicional, con traccion animal. Las labores
agrotécnicas fueron conducidas durante el ciclo
bioldgico del cultivo e incluyeron, dos pases de
guataquea con una diferencia aproximada de
38 dias uno de otro, comenzando a los 15 dias
después de la germinacion. Se tomaron, a los
21,42 y 87 dias después de la siembra (DDS), 5
plantas por parcelas (en los 5 surcos centrales).

Tratamientos:
1.R. pisi (40983)
2.2. R. pisi (40982)
3.3. EcoMic®
4. Control (plantas no inoculadas)

Preparacion del inéculo e inoculacion

Las especies de Rhizobium pisi (40982 y
40983) fueron aisladas denodulos de frijol comun
Phaseolus vulgaris L. en Cuba y seleccionadas
teniendo en cuenta los resultados positivos
obtenidos en investigaciones precedentes (Colas
Séanchez, 2014). Para la elaboracion del indculo
estas fueron crecidas a 30 °C en medio YEM
(extracto de levadura manitol) s6lido/liquido, el
pH fue ajustado a 7 adicionando HCI (1 M).

Para preparar el inoculo, 10 mL crecidos
durante 24 h a 30 °C fueron transferidos a
Erlenmeyer que contenian 250 mL del medio
liquido e incubados a igual temperatura durante
24 h en incubadora zaranda (Gerhardt, THO-
500, Alemania). La titulacion arrojé un minimo
de 109 unidades formadoras de colonias por
ml (UFC ml') para ambas cepas de Rhizobium
pisi. Posteriormente 100 mL del cultivo fueron
mezclados con 115 g de humus, resultando en el
in6culo final.

Las semillas fueron recubiertas con almidén 8
% mezcladas con el humus inoculado y secadas
al aire. Las bolsas con las semillas inoculadas
fueron almacenadas a temperatura ambiente
durante 24 h, hasta el momento de la siembra
que fue realizada de forma manual.
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coMic®: las semillas fueron peletizadas en
el momento de la siembra con este inoculante
solido que contiene propagulos de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), producido
en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA). Se utilizé el 10 % del peso total de la
semilla mezclado con agua, hasta que la mezcla
alcanzo una consistencia pastosa.

Evaluaciones

Las evaluaciones fueron realizadas a los 21,
42 y 87 dias después de la siembra (DDS),
un total de cinco plantas por parcela fueron
removidas por cada tratamiento.

Alos 21 (DDS), fue determinado el peso seco
de laraiz (PSR, g) y el follaje (PSF, g) los cuales
fueron medidos después de mantener las plantas
72 h a 65°C en la estufa, posteriormente fueron
pesadas en una balanza (Kern PRS 3203).
Durante la fase reproductiva 42 DDS, fueron
determinados el nimero de nodulos (NN), peso
seco de los nodulos (PSN, g), peso seco de la
raiz (PSR, g), peso seco del follaje (PSF, g).

En el momento de la cosecha aproximadamente
alos 87 DDS las evaluaciones incluyeron: Numero
de plantas por parcela (NPP), Peso de 100 semillas
(P100, g), nimero de frutos por planta (NFP),
numero de semillas por planta (NSP), peso seco de
los frutos (PSF, g), peso seco de las semillas por
planta (PSSP, g), peso seco de las plantas (PSP, g) y
el peso seco de las semillas por parcela (PSSP, kg).
El rendimiento agricola fue estimado siguiendo la
metodologia propuesta por Remans ef al. (2008).

Procesamiento estadistico

Se utilizo el paquete estadistico
STATGRAPHICS Centurion XV.2.14 sobre el
sistema operativo Windows 7. Las diferencias
estadisticas entre los tratamientos, se determinaron
mediante el andlisis de varianza simple con nivel
de significacion p<0,05, empleando la prueba de
comparacion de medias paramétrica TukeyHSD,
verificando la normalidad y la homogeneidad
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de varianza. Se establecieron las correlaciones
de Pearson entre todas las variables y se realizo
analisis de regresion simple.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las diferentes variantes de inoculacion
sobre la biomasa seca de la raiz y del follaje a los
21 dias después de la siembra (DDS)

El efecto de los tratamientos sobre la biomasa
seca de laraiz y el follaje a los 21 dias después de
la siembra (DDS) fue significativamente superior
respecto al control (Tabla 2).

En el caso especifico del peso seco de la raiz
(PSR) en todos los tratamientos se observaron
diferencias significativas desde el punto de
vista estadistico y numérico respecto al control.
Lograndose los mayores incrementos en los
tratamientos donde fueron inoculadas las semillas
con EcoMic® y R. pisi 40982 respectivamente y
en ambos casos superiores al 50 % con respecto
al tratamiento control.

La respuesta en la estimulacion de la raiz
ocasionada por el EcoMic® pudiera estar
asociada al efecto que ejercen los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) sobre la raiz
de la planta (Abdel-Fattah et al., 2016). Los
mayores resultados obtenidos en la biomasa del
follaje estuvieron asociados a la inoculacién de la
cepa R. pisi 40982 y sin diferencias significativas
con la cepa 40983, alcanzando estos, valores
superiores con diferencias respecto al resto de
las variantes de inoculacion.

Efecto de las diferentes variantes de inoculacion
sobre la nodulacion, la biomasa radicular y del
follaje a los 42 DDS

La respuesta del genotipo al numero de
nodulos mediante la inoculacion de las diferentes
variantes a los 42 dias DDS (Figura 1), demuestra
el efecto positivo de los tratamientos con
respecto al control. La presencia de nddulos en el
tratamiento control indica la existencia de cepas
nativas de Rhizobium spp. en la zona de estudio,
aunque en menor cantidad y masa seca, lo que
indica que se requiere la seleccion de cepas
eficientes para conseguir la maximizacion de la
FBN en el cultivo de frijol. La mayoria de los
nodulos radiculares mostraron coloracion rosada,
lo que indica la presencia de la proteina que
contiene hierro, necesaria para la fijacion efectiva
de nitrégeno. La presencia de la coloracion rosada
en los nodulos es un indicio de la presencia y
expresion activa de los genes nifH que codifican
la sintesis de enzimas nitrogenasas responsables
de lareduccion de N aNH3 (Rondon et al., 2007).

En todos los casos en que fueron inoculadas
las semillas con los diferentes tratamientos
se observaron los mayores incrementos en el
nimero de nodulos, mostrando siempre los
mejores resultados estadisticos, resultados que
coinciden con los obtenidos en el peso seco de
los ndédulos (Tabla 3), parametro que ha sido
declarado como indicador de la efectividad en
la interaccion y que ademds correlaciona con
el nivel de nitrégeno fijado por la planta (Tahir
et al., 2009). Los incrementos en la biomasa

Tabla 2 - Efecto de las diferentes variantes de inoculacion sobre la biomasa radicular y del follaje a los 21 DDS

PSR PSF
Tratamiento
g

R. pisi 40983 0,069 b 0,39 a
R. pisi 40982 0,077 a 0,40 a
EcoMic® 0,087a 0,31b
Control 0,042 c 0,24 c

EE (1) 0,04 0,02

Los valores representan el promedio de 20 plantas

Medias con letras no comunes para una misma columna, difieren por Tukey a (P<0,05)

PSR: Peso seco de la raiz; PSF; Peso seco del follaje
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Figura 1 - Efecto de la inoculacion sobre el nimero de nddulos (NN) y el
peso seco de los nodulos (PSN) a los 42 DDS
a, b: medias con letras no comunes difieren por Tukey-LSD a (P<0.05)

nodular reflejan mayor eficiencia de la FBN que
resulta en un aumento de la biomasa del follaje.
La relacion positiva existente entre la
estimulacion de los parametros de nodulacion,
la biomasa radicular y del follaje han sido
vinculados con los mecanismos directos
que realizan las sustancias excretadas por
las bacterias sobre el sistema radicular y de
modo indirecto sobre el follaje de las plantas,
ademas del incremento de las tasas de N fijado

al follaje como resultado de la eficiencia de la
interaccion.

En esta etapa del ciclo del cultivo fue evaluado
también el PSR sin diferencias significativas entre
los tratamientos y el PSF (Tabla 3) en el que los
mayores incrementos se lograron con la inoculacion
de la cepa Rhizobium 40982.

El efecto positivo de este tratamiento sobre el
follaje pudiera estar atribuido a los aportes de
la inoculacion de la cepa en el contenido de N

Tabla 3 - Efecto de las diferentes variantes de inoculacion sobre la biomasa nodular, radicular y del follaje a los 42 DDS

PSN PSR PSF

Tratamientos

g

R. pisi 40983 0,112 a 0,60 a 3,21b
R. pisi 40982 0,108 a 0,63 a 4,39 a
EcoMic® 0,067 b 0,66 a 3,24 b
Control 0,033 ¢ 0,66 a 3,79b
EE (%) 0,0011 0,027 0,232

Los valores representan el promedio de 20 plantas

Medias con letras no comunes para una misma columna, difieren por Tukey a (P<0,05)

PSN: peso de los nodulos, PSR: Peso seco de la raiz, PSF: Peso seco del follaje
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transferido a través de los nddulos y al resto de la
planta (Groppa et al., 1998).

Efecto delas diferentes variantes deinoculacion
sobre algunos componentes del rendimiento

Al evaluar el efecto de los tratamientos sobre
algunos componentes del rendimiento (Tabla 4)
en el genotipo estudiado a los 87 dias de sembrado
el experimento, fueron observados incrementos
significativos en todos los tratamientos respecto al
control, aunque en algunos casos sin diferencias
estadisticas significativas.

Todos los componentes evaluados fueron
notablemente estimulados con la inoculacion de
la cepa 40983. Los incrementos con respecto al
control fueron de 51 % en el numero de frutos por
planta (NFP), 68 % en el nimero de semillas por
planta (NSP), 53 % en el peso seco de semillas
por plantas (PSSP) y 78 % en el peso seco de los
frutos por planta (PSF). Es importante destacar
el efecto positivo obtenido con la aplicacion de
EcoMic® en todos los indicadores evaluados,
con resultados muy similares a los obtenidos
cuando se inocula la cepa 40983 en la mayoria de
los tratamientos.

El efecto beneficioso de los HMA ha sido
asociado al efecto que estos ejercen en la
rizosfera sobre las cepas de Rhizobium en este
caso las nativas, especificamente en cuanto a la
disponibilidad de P y otros nutrientes necesarios
por las bacterias (Smith, 2002). Resultados

similares fueron obtenidos por Abdel — Fattah
et al. (2016) quienes reportaron incrementos
significativos en componentes del rendimiento
agricola como el nimero de legumbre, largo de la
legumbre, peso de 100 semillas y peso de semillas
por plantas con la inoculacion de HMA.

El efecto de los tratamientos sobre el peso de
semillas por parcela (PPS/PP) y peso de 100
semillas (PSS/100), evidencia que las diferencias
entre los tratamientos no fueron tan marcadas
comparadas con otros indicadores. Para el caso
especifico del PPS/PP (peso seco de las semillas
por parcelas) no se observaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos, excepto con el
control; mientras que para el PPS/100 (peso de cien
semillas) no existieron diferencias significativas.
No obstante, los mejores incrementos en ambos
indicadores coinciden con aquellas plantas que
fueron inoculadas con la cepa R. pisi 40983. El
efecto positivo de esta cepa pudiera estar asociado
a su eficiencia en la interaccién con el genotipo
objeto de estudio.

En concordancia con este estudio resultados
superiores en el peso de 100 semillas fueron
obtenidos por Martins et al. (2017) en plantas
moculadas conaislados de Rhizobium, demostrando
ademds que con la inoculacion se obtuvieron
valores similares en este indicador a los de las
plantas en que se aplico fertilizante nitrogenado,
arazon de 80 kg ha!, como ocurre en el estudio al
compararlo con el EcoMic®.

Tabla 4. Efecto de las diferentes variantes de inoculacion sobre algunos componentes del rendimiento agricola en el frijol

Tratamientos NFP NSP PSSP PSF
R. pisi 40983 9,75 a 48,50 a 10,60 a 3,15a
R. pisi 40982 8,25b 39,85a 9,17b 2,35b
EcoMic® 9,60 ab 44,65 a 8,96 b 2,68b
Control 6,45 ¢ 28.85b 6,89 ¢ 1,76 ¢
EE (%) 0,40 2,36 0,24 0,06

Los valores representan el promedio de 20 plantas

Medias con letras no comunes para una misma columna, difieren por Tukey a (P<0,05)

NFP: Numero de frutos por planta, NSP: nimero de semillas por planta, PSSP: Pesco seco de semillas por planta, PSF: Peso seco de

los frutos por planta
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Efecto de las diferentes variantes de inoculacion
sobre el rendimiento agricola

Coincidentemente el efecto de los tratamientos
sobre el rendimiento agricola fue superior al
control en todas las variantes de inoculacion y
sin diferencias estadisticas entre ellas (Figura 2).
Los mejores resultados fueron alcanzados en las
plantas inoculadas con las cepas de R. pisi 40983
y 40982 respectivamente.

Los resultados coinciden con los obtenidos por
Garduio et al. (2009) estudio, en el que fueron
detectadas diferencias estadisticas significativas,
entre las variables del crecimiento y el rendimiento
agricola del frijol. En un estudio realizado por
Morad et al. (2013), fue demostrado el efecto
positivo de la inoculacion en el rendimiento
de granos y el niimero de legumbres de ftijol
comparado con las plantas no inoculadas, lo
cual estd en concordancia con los resultados del
presente estudio.

Elincremento positivo en el rendimiento agricola
con la inoculaciéon de las especies de Rhizobium
sugiere que pueden ser usadas como estimulantes
del rendimiento agricola, bajo condiciones
similares a las del estudio y sobre todo en una
agricultura sostenible. En sentido general los
resultados obtenidos con la inoculacion de cepas
nativas de Rhizobium demuestran su eficiencia
cuando son usadas en regiones agroclimaticas
similares (Meghvansi ef al., 2010). Ademas de su
interaccion positiva con las bacterias existentes en
el suelo de forma natural, lo cual, segun Tena et

400

al. (2016) resulta en el mejoramiento de la calidad
del suelo, la disponibilidad de nutrientes y el
rendimiento de los cultivos.

Correlacion entre los parametros evaluados
durante el ciclo del cultivo

El analisis de los coeficientes de correlacion
de Pearson entre el rendimiento agricola y los
parametros evaluados durante el ciclo del cultivo
mostro la relacion existente entre los pardmetros
evaluados, tanto en la fase temprana de crecimiento
como en el momento de la cosecha (Tabla 5).

Como puede observarse el nimero de ndédulos
correlaciono significativamente con la mayoria de
los indicadores y generalmente mostrd los mejores
coeficientes, todos superiores a 0,5, mostrandose la
alta relacion lineal de este y su influencia sobre la
produccién de biomasa y el rendimiento agricola,
lo cual de forma indirecta pone de manifiesto su
efecto sobre la fijacion de nitrogeno.

Es de destacar que la correlacion entre el
rendimiento y el PSN (R2 = 0,046, p = 0,0038)
fue significativa, coincidiendo con la correlacion
positiva entre el NN con el PSF y PSP. La
correlacion significativa existente el NN y el
PSF confirma la dependencia de la biomasa de la
planta en la nodulacion y por consiguiente en la
fijacion del nitrégeno (Kawaka et al., 2014).

En este sentido, fue observado una estrecha
relacion entre la nodulacion y la acumulacion
de nitrogeno en la planta (Deli'c et al., 2010) y
coincidentemente con lo reportado por Unkovich

100

Rendimientoagricola (kg ha'')

Conitrol

Ecomic

R. pisi 40982  R. pisi 40983

Tratamientos

Fig. 2 - Rendimiento agricola al momento de la cosecha

a, b: medias con letras no comunes para una misma barra, difieren por Tukey a (p<0,05)
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Tabla 5 - Coeficientes de correlacion de Pearson entre los diferentes parametros evaluados durante el ciclo del

cultivo
Parametro PSS/PP PSS/100 Rdto NN PSN PSR PSF
(kg) (9) (kgha™) (9) (9) (9)
PSS/PP (kg)
PSS/100 (g) 0,2595
Rdto (kgha™) 0,2744 0,2744
NN 0,6400** -0,0140 0,3571
PSN (g) 0,6187* 0,2099 0,6798** 0,5453*
PSR (g) 0,3678 0,0588 0,2260 0,6414*  0,4561
PSF (g) 0,6534** -0,1272 0,1812 0,8593***  0,4826  0,6160*
PSP (g) 0,6252** -0,1646 0,2178 0,8499*** 0,5199* 0,7379** 0,8589***

Nivel de significacion: * 0,05 >P > 0,01, ** 0,01 > P> 0,001, *** P < 0,001
Leyenda: PSS/PP: peso seco de semillas por parcela, PSS/100: peso seco de cien semillas, Rdto: Rendimiento agricola, NN:

numero de nédulos, PSN: peso seco de los nddulos, PSR: peso seco de la raiz, PSF: peso seco del follaje, PSP: peso seco de la

planta

et al. (2010) una fuerte relacion entre la biomasa
seca y el nitrogeno acumulado en la planta.

CONCLUSIONES

Todas las variantes de biofertilizacion
incrementaron la nodulacién de 47,5 a 48,4 %,
los componentes del rendimiento de 21,8 — 44,1
% y el rendimiento agricola de 34,4 — 43,2 %,
especialmente con la inoculacion de las cepas
de R. pisi se observaron los mayores valores,
demostrando su potencialidad como posible
biofertilizante en la variedad Delicia 364.
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