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GLOSARIO

Amonio. Cation que se encuentra adherido a las particulas del suelo y es fuente de

fertilizantes nitrogenados.

Bacillus. Bacterias Gram positivas que se encuentran en el suelo y agua, y
presentan capacidad de formar endosporas ante condiciones ambientales
desfavorables.

Cepa. Conjunto de microorganismos de la misma especie descendientes de una

Unica célula, que comparten caracteristicas genéticas y fenotipicas entre ellas.

Fertirriego. Actividad que consiste en aplicar fertilizantes (quimicos u organicos)
disueltos en el agua, generalmente a través de un sistema de riego presurizado, el
cual consta de tuberias de PVC vy cintillas de riego con emisores (goteros) colocados

a diferentes distancias.

Fertilizacion sintética. Actividad que consiste en utilizar materiales o sustancias
quimicas inorganicas con el propésito de satisfacer las demandas nutrimentales de

las plantas.

Fertilizacion orgénica. Actividad que consiste en utilizar materiales organicos
muertos (vegetal o animal) y/o vivos (microorganismos) con capacidad de sintetizar

elementos nutrimentales para las plantas.

Fijacion simbidtica de nitrogeno (FSN). Asociacion de dos organismos (bacteria-
planta) en la cual el nitrégeno (N.) es tomado del aire presente en el suelo y
cambiado a formas utilizables por las plantas.

Fijacion biolégica de nitrégeno (FBN). Capacidad que posee un grupo
especializado de microorganismos portadores de la enzima nitrogenasa de convertir

el N2 en amonio (NH,), incluye a la fijacion simbi6tica de nitrégeno.
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Inoculacion. Microorganismos aplicados a la semilla o colocados cercas del sistema

radical de las plantas para su infeccién.

Leguminosa. Familia de plantas que se caracterizan en dar su fruto o semilla en el

interior de una vaina, cominmente son conocidas como legumbres.

Leghemoglobina. Proteina de alta afinidad con el oxigeno y se encuentra dentro de

los nédulos simbidticos.
Nodulacién. Formacién de nddulos en raices de plantas leguminosas.

Nodulos. Estructuras ampliamente especializadas formadas en las raices de las
plantas leguminosas en donde vive una colonia de bacterias del género Rhizobium y
se da la FSN.

Nitrogenasa. Enzima responsable de la fijacién de nitrogeno, cataliza la conversion
de N, a formas reducidas (amonio) las cuales son utilizadas para el crecimiento y

desarrollo de organismos superiores.

Nitratos. Aniébn que se mantiene libre en la solucion del suelo y es fuente de

fertilizantes nitrogenados.

Nitrégeno atmosférico. Composicion de dos atomos de nitrdgeno unidos por un
triple enlace, muy dificil de separar; el N, es una fase del ciclo del nitr6geno en la

naturaleza, en la cual éste elemento forma parte del aire.

Rhizobium. Bacterias bacilares que miden de 0.5 a 3 micrometros; son portadoras
de la enzima nitrogenasa y tienen la capacidad de asociarse con plantas de la familia

de las leguminosas para convertir el N, en amoniaco (NH3).

Rizosfera. Zona de interaccidn Unica y dindmica entre raices de plantas, el suelo y
microorganismos. Esta region especializada, esta caracterizada por el aumento de la
biomasa microbiana y de su actividad.
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Bacterias promotoras de crecimiento vegetal. Bacterias con capacidad de

promover el crecimiento vegetal, mediante diversos mecanismos.

Simbiosis. Proceso asociativo entre dos organismos en el cual cada uno obtiene

ventajas para su desarrollo.

Sider6foros. Compuestos que son sintetizados por algunas bacterias muy
particulares y que actian como quelatantes de hierro.
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RESUMEN

En México, el frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa mas importante por su
superficie cultivada y su papel en la alimentacién. En Sinaloa, la superficie cultivada
es superada solamente por el cultivo de maiz; en el ciclo agricola 2009-2010 se
sembraron 139,751hectareas, principalmente bajo régimen de riego, con una
produccion de 216,254 toneladas, la cual fue superada Unicamente por el Estado de
Zacatecas. El frijol es una leguminosa poco eficiente en la fijacion biolégica de
nitrdgeno; debido a ello los productores de la regién recurren al uso de fertilizantes
quimicos sintéticos, principalmente nitrogenados, los cuales elevan los costos de
produccion y afectan negativamente el ambiente. En éste trabajo se comparo la
fertilizacion sintética con organica y su interaccion en el cultivo de frijol en
condiciones de riego por goteo. Los experimentos se realizaron en el Centro
Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR), en
Guasave, Sinaloa. En invernadero se evaluaron 15 cepas nativas de Rhizobiumy 15
aislamientos nativos de Bacillus en base a sus efectos de promocion de crecimiento
en plantas de frijol; posteriormente, para el experimento de campo se realizd un
arreglo factorial con tres factores (Rhizobium, Bacillus y nitrégeno) con 2x2x3 niveles
de cada uno, resultando 12 tratamientos, los cuales fueron distribuidos mediante un
disefio de bloques completos al azar (BCA) con tres repeticiones. Las variables
evaluadas en campo fueron peso seco de follaje, nimero de ndédulos por planta,
peso seco de nodulos, concentracion foliar de nutrimentos y rendimiento de grano.
De los resultados de invernadero se seleccion6 la cepa de Rhizobium CIIDIR 13 vy el
aislamiento de Bacillus Bs 14. En campo, el tratamiento con Rhizobium y Bacillus
(Rz+Bs) presentd el valor mas alto de concentracion foliar de nitrégeno, superando
solamente al testigo (sin inoculacién y sin fertilizacion); ademas, (Rz+Bs) obtuvo la
mayor produccion de biomasa foliar, numero de nédulos por planta, peso seco de
nodulos y rendimiento de grano; para rendimiento de grano, éste tratamiento supero
estadisticamente (p<0.05) al testigo y a la fertilizacion nitrogenada a base de amonio
80N(0:1).

viii



Hugo R. Roblero R. Comparacion de la fertilizacion sintética con...

ABSTRACT

Because the significant cultivated acreage and its role as a food source, Beans
(Phaseolus vulgaris L.) are one of the most important legumes in Mexico. Only In the
state of Sinaloa bean production occupies the second place after Corn regarding to
the cultivated area. During the 2009-2010 growing season the total planted acreage
under watering conditions, reached 345.332 acres, producing 216,254 tons of grain.
Among the legumes, bean plants are quite inefficient in the biological process of fixing
Nitrogen; as a consequence farmers have to use large quantities of artificial synthetic
fertilizers containing Nitrogen (N). This practice increases the cost of production and
negatively affects the environment. As a result the cost of production is highly
affected. The objective of this research was to compare the interaction among
organic and inorganic fertilization under dripping irrigation conditions. The
experimental work was conducted at the Centro Interdisciplinario de Investigacion
para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR), in Guasave, Sinaloa. A first test was
carried out under greenhouse conditions to determine the effect of 15 native isolates
of Rhizobium and 15 native isolates of Bacillus on plant development. In a second
experiment, the same isolates were tested under field conditions. The experimental
plot included three factors (Rhizobium, Bacillus and Nitrogen) under a factorial
experimental design of 2x2x3 making a total of 12 treatments, distributed in a
Randomized Complete Block Design. Data on dry weight, number of nodules per
plant and foliar nutrient concentration as well as final yield were recorded. Under
greenhouse conditions the best treatments were the isolate Rhizobium CIIDIR 13 and
the Bacillus Bs 14. Under field conditions the best treatment was the combination of
Rhizobium and Bacillus (Rz+Bs). This treatment showed the highest dry weight,
number of nodules per plant, foliar nutrient concentration as well as final yield. In
addition, this treatment obtained the highest value of foliar nitrogen concentration.
Statistically, this treatment was better (p<0.05) than the check and the treatment

fertilized with Nitrogen (Ammonium 80N, 0:1).
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I. INTRODUCCION

En México el frijol es la leguminosa mas importante por su papel en la
alimentacion humana; nuestro pais ocupa el quinto lugar en la produccion mundial de

éste grano con 1.12 millones de toneladas (FAO, 2008).

De los principales Estados productores de frijol, Sinaloa ocupa el segundo

lugar en cuanto a superficie sembrada y volumen de produccién (SIAP, 2009).

El frijol pertenece a la familia de las leguminosas, las cuales demandan altas
cantidades de nitrdgeno, ya que este elemento interviene en procesos metabdlicos,
principalmente en la formacion de proteinas que contiene sus semillas (20 al 22%)
(Flor y Thung, 1994). Las aplicaciones de fertilizantes sintéticos nitrogenados (FSN)
en estos cultivos son reducidas y en algunas leguminosas no son necesarias, debido
a que tienen la capacidad de establecer asociaciones simbioticas con bacterias del
género Rhizobium, las cuales inducen en las raices de éstas plantas la formacion de
organos especializados llamados nédulos, en donde el nitrégeno gaseoso (N;) es
reducido a amonio (NH4) por actividad de la enzima nitrogenasa, mediante un
proceso conocido como fijacion biologica de nitrégeno (FBN) (Dobereiner et al.,
1995; Delgadillo-Martinez et al., 2005; De Felipe, 2006). En esta simbiosis, las
plantas huésped obtienen nutrientes nitrogenados de las bacterias y ofrecen a éstas
compuestos de carbono y un ambiente favorable para fijar nitrégeno (Olivares, 2004,
Velazquez, 2006).

Algunos autores mencionan que la FBN puede reducir o sustituir el uso de
FSN, siempre y cuando las condiciones como temperatura, pH, humedad, y
contenido nutrimental en el suelo sean favorables tanto para las leguminosas, como
para sus microsimbiontes (Ofosu-Budu et al., 1992; Dear y Virgona, 1996). Sin
embargo, en el cultivo de frijol la tasa de fijacidbn de nitrébgeno es pobre en

comparacion con otras leguminosas de grano (Buttery et al., 1986; Hardarson, 1993).
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En el Estado de Sinaloa, se siembran genotipos de frijol de altos rendimientos y se
aplican dosis que van de 80 a 120 kg de nitrégeno ha™*, principalmente en forma de
amonio (NH4") (INIFAP, 2000). El uso inadecuado y excesivo de éstos insumos
provoca aumento en los costos de produccién, impacto negativo en el ambiente y en
ocasiones causa dafos directos a la salud humana por el consumo de agua con altos
contenidos de nitratos (OMS, 1995).

Lo anterior se intensifica debido a las bajas eficiencias en las aplicaciones de
estos fertilizantes con los meétodos tradicionales (Cadahia, 2000). Una manera
eficiente para la aplicacion de fertilizantes es mediante el agua de riego, a través del
riego por goteo, con lo cual se tiene la posibilidad de dosificar la fertilizacion en base
a los requerimientos en las etapas de desarrollo de los cultivos; ademéas de que se
pueden obtener ahorros de agua hasta del 80% con respecto a otros sistemas de
riego (Pefia, 1997).

Por otra parte, la aplicacion de microorganismos promotores del crecimiento
vegetal y Rhizobium ha incrementado la nodulacion y fijacion de nitrdgeno en cultivos
de leguminosas tanto en experimentos de invernadero, como en condiciones de
campo (Burdman et al., 1997; Hamaoui et al., 2001; Bai et al., 2003); lo cual se debe
a efectos sinérgicos entre éstos organismos (Bashan et al., 1996b).

Por lo antes mencionado, este trabajo planteé como objetivo general,
comparar la fertilizacion sintética con la biofertilizacion que incluye bacterias del
género Rhizobium y Bacillus en el rendimiento del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) en condiciones de riego por goteo.
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II. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades del Cultivo de Frijol
2.1.1 Importancia del cultivo

El frijol es la leguminosa mas importante por su papel en la alimentacion
humana en México y en otros paises en desarrollo (Broughton et al., 2003). América
Latina es la zona de mayor produccion y consumo, con mas del 45 % del total de la
produccion mundial (Coelho, 1991; Voysest, 2000).

En el pais, el cultivo de frijol ocupa el segundo en superficie sembrada entre
los cultivos de grano y representa ademas la segunda actividad agricola mas
importante por el nimero de productores, lo cual hace que sea el segundo cultivo
mas importante en México (SAGAR, 1998).

Alrededor de un 3% de la produccion nacional de frijol es utilizada como
semilla, 2.4% se pierde en mermas y el resto se destina para el consumo humano,
considerando un consumo aparente promedio anual de 1, 129,085 t. Su composicion
nutritiva es rica en varios elementos esenciales para el hombre. Se estima que 250 g
de frijol cocinado pueden proporcionar hasta el 16% de la proteina requerida por dia
(Morales, 2000).

2.1.2 Cultivo de frijol en México

El frijol pertenece a la familia de las leguminosas, clase Dicotyledoneae,
género Phaseolus y especie vulgaris. En México, se siembran diferentes variedades
de éste cultivo, lo cual depende de las necesidades del mercado y de las condiciones
climaticas de cada region. En Sinaloa, se siembran principalmente los cultivares
Azufrado Noroeste, Azufrado Higuera, Azufrado Regional 87, Azufrado Peruano 87,
Azufrado Pimono 78, Peruano P 80, y del tipo de grano de color negro: Sataya 425,
Negro Sinaloa, Jamapa, Negro Pacifico, Negro Tacana y Negro Sahuatoba. De éste
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grupo de frijoles, los Azufrados son sembrados en mayor superficie y actualmente el

Azufrado Higuera presenta mayor demanda por el mercado regional (INIFAP, 2008).

El frijol se siembra en las diversas condiciones agroecolégicas de casi todo el
territorio nacional. Existen dos periodos de siembra bien identificados, el ciclo
primavera-verano (P-V) y otofo-invierno (O-l); ademas, para cada regiéon en
particular se han desarrollado practicas especificas de manejo del cultivo (INIFAP,
2002).

Son cinco las entidades (Zacatecas, Sinaloa, Durango, Nayarit y Chihuahua)
gue concentran 63.5% de la superficie sembrada y sostienen el 65.3% del total de la
produccion del pais. Sinaloa es el principal Estado productor en el ciclo O-l y se lleva
a cabo principalmente bajo el régimen de riego, logrando altos rendimientos y
mayores posibilidades de mercado (FIRA, 2001). En el ciclo agricola otofio-invierno
2009-2010 en el Estado se sembraron 139,751 ha, con una produccion de 216,254 t
(SIAP-SAGARPA, 2010).

Los rendimientos promedios de frijol a nivel nacional en cultivos de temporal
son de 0.52 a 0.61 t ha', mientras que en la modalidad de riego éstos se
incrementan (0.85 a 1.7 t ha™) (SIAP-SAGARPA, 2008).

2.1.3 Riegos

El contenido de humedad en el suelo al momento de la siembra, debe de ser
adecuado para permitir el paso de maquinaria y favorecer de manera positiva la
germinacion de las semillas, por lo que se recomienda dar un riego de presiembra y
posteriormente los riegos de auxilio, los cuales estan en funcion de las condiciones

ambientales de cada region y de las etapas fenologicas del cultivo (INIFAP, 2008).
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En etapa de floracién, es importante que el cultivo disponga de suficiente
humedad para asegurar una buena formacién de vainas y llenado de frutos, lo cual

definiré la calidad del grano y el rendimiento del cultivo (Rios et al., 2003).

Los riegos, también afectan al contenido de humedad en el suelo y a la vida
de los microorganismos; en éste sentido, el nimero de rizobios disminuye a medida
gue el suelo se seca. Por lo tanto, la fijacién bioldgica de nitrégeno se ve afectada
por el estrés hidrico, en mayor medida que por otros factores (Herman et al., 1993;
Canigia, 2003).

2.2 Bacterias Promotoras del Crecimiento de Vegetal (BPCV)

El término BPCV fue usado por primera vez por Kloepper y Schroth en 1978,
quienes se refirieron al conjunto de microorganismos asociados a la rizosfera de

plantas cultivadas en una region de Francia (Kloepper y Schroth, 1978).

Las BPCV son un grupo heterogéneo de bacterias capaces de colonizar la
zona de la rizosfera y estimular de manera directa e indirecta el crecimiento de las
plantas, mediante mecanismos como la produccidon de sustancias reguladoras de
crecimiento (Arshad y Frankenberger, 1991; Verma et al., 2010), solubilizacién y
mineralizacion de fosfatos (Crowley et al., 1991; Liu et al., 1992; Rodriguez y Fraga,
1999), incremento del volumen de raices (Bowen y Rovira, 1999; Lopez-Bucio et al.,
2009), fijacion bioldgica de nitrdgeno (Boonjawat et al., 1991; Débereiner et al., 1995)
y produccion de sideroforos y antibidticos que afectan negativamente el crecimiento
de hongos fitopatdgenos (Vessey, 2003).

Los efectos de las BPCV son derivados de cambios morfolégicos y fisiolégicos
en las raices de las plantas colonizadas, asi como de la mejora en la toma de agua y
nutrimentos (Sarig et al., 1988).
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El establecimiento de éstos microorganismos en la zona de la rizosfera
depende de muchos factores, entre ellos la liberacién de exudados radicales por
parte de las plantas hospederas y la capacidad de respuesta genética y atrayente del

microorganismo hacia la rizosfera (Bacilio-Jiménez et al., 2003).

Algunos géneros bacterias reportadas como BPCV son Azotobacter,
Azospirillum, Arthrobacter, Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas,
Rhizobium, Klebsiella y Serratia (Dobereiner, 1992).

2.3 Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN)

Es la capacidad que posee un pequefio grupo de microorganismos; incluyendo
algas, bacterias y actinomicetes de convertir el nitrégeno molecular (N2) en amonio
(NH4"), el cual es una forma nitrogenada utilizable por las plantas. La FBN consiste
en una reaccidbn que es catalizada por el complejo enzimatico, nitrogenasa e
involucra pérdidas de energia en forma de ATP (Silvester et al., 1987; Echegaray,
1995; Leigh, 2002).

Reaccion de la fijacidén bioldgica de nitrégeno:

N, + 10H" + 8" + NMgATP — 2NH," + H, + nMgADP + nPi (n 216)

Los sistemas bioldgicos capaces de fijar nitrdgeno atmosférico han sido
clasificados como no simbidticos y simbidticos, dependiendo del requerimiento de
uno o mas organismos para llevar a cabo el proceso. Del total del nitrégeno fijado
biol6gicamente en la Tierra, el 75% se lleva a cabo por los sistemas simbioticos entre
bacterias del género Rhizobium y leguminosas (De Felipe, 2006). Alrededor del 75%
del nitrégeno requerido por las plantas de frijol, proviene de la fijacion simbidtica
(Piha'y Munns, 1987).
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La eficiencia de fijacion de nitrdgeno en las asociaciones Rhizobium-
Leguminosas, depende de la capacidad infectiva y efectiva de las cepas (Thies et al.,
1991), de las condiciones del ambiente (Herman et al., 1993; Sessitsch et al., 2002) y

de la especie vegetal involucrada (Dobereiner y Day, 1975).

La presencia de leghemoglobina, la cual es una proteina de alta afinidad con
el oxigeno, permite un adecuado funcionamiento de la enzima nitrogenasa e
incrementa la actividad de fijacion de nitrégeno. Existe una marcada relacion entre el
contenido de leghemoglobina, el color de los nédulos y el peso seco de éstos, por lo
que éste ultimo es uno de los parametros que se relaciona con la eficiencia de la

FBN en leguminosas (Bergersen et al., 1973; Bergersen y Appleby, 1981).

Algunos factores como temperaturas altas (Ferrari et al., 1967; Ofosu-Budu et
al., 1992), problemas de salinidad (Saadallah et al., 2001), baja disponibilidad de
agua lo cual provoca cambios en la actividad de la nitrogenasa y biomasa de nédulos
(Gonzélez et al., 1998; Ramos et al., 2003), estrés osmaético que disminuye el
namero de noédulos por planta y peso seco de nodulos (Sassi et al., 2008),
deficiencias de fosforo (Remans et al., 2007) y la formacion de nédulos por cepas de
Rhizobium poco eficientes para fijar nitrogeno (Silva et al., 2003), afectan
negativamente la fijacion de nitrégeno en el cultivo de frijol, lo cual hace que sea

considerada la leguminosa de menor eficiencia en la FBN.

2.4 Bacterias del Género Rhizobium

Las bacterias del género Rhizobium son aerobias, de forma bacilar, Gram
negativas y con disposicion de 2 a 6 flagelos peritricos (a los que se atribuye su
movilidad). Las condiciones Optimas para su crecimiento se alcanzan a temperaturas
de 25-30°C, en un rango de pH de 6-7; las colonias son claras, circular, semi
translucidas u opacas y alcanzan un diametro de 2-4 mm en un tiempo de 3-5 dias
en su medio adecuado. Para su crecimiento, estas bacterias pueden aprovechar
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varias fuentes de carbohidratos; generalmente se usa glucosa, manitol o sacarosa en

el medio de cultivo (Somasegaran y Hoben, 1985).

Uno de los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal de éstas
bacterias, es su habilidad de fijar nitrogeno atmosférico en simbiosis con plantas
leguminosas, lo cual ha sido ampliamente estudiado (Brencic y Winans 2005);
ademas, se ha demostrado que algunas cepas de Rhizobium tienen la capacidad de
sintetizar sustancias promotoras de crecimiento vegetal (auxinas, giberelinas y
citocininas) (Santillana et al., 2005; Etesami et al., 2009), enzimas (Mayak et al.,
2004), sideroforos (Carson et al., 2000) y metabolitos que inhiben el crecimiento de
fitopatégenos (Essalmani y Lahlou, 2003). En éste sentido, cepas de Rhizobium
leguminosarum con habilidad de solubilizar fosfatos, aumentaron el rendimiento en
maiz y lechuga (Chabot et al., 1996; Sridevi y Mallaiah, 2007).

De la misma manera, cepas de Mesorhizobium obtenidas de plantas de
garbanzo (Cicer arietinum L.), fueron capaces de solubilizar fosfato inorganico,
presentando diferencias estadisticas significativas entre ellas, en cuanto a distancia

del halo de solubilizacion (Rivas et al., 2006).

En el cultivo de Maiz (Zea mays L.) la inoculacion con Rhizobium en
condiciones normales de campo, increment6 significativamente el peso seco de
follaje y raices; asimismo, al combinar Rhizobium y Pseudomonas bajo condiciones
de salinidad en el suelo, el cultivo respondié favorablemente en absorcion de potasio,
fosforo y calcio, comparado con el testigo sin inocular (Bano y Fatima, 2009).

2.4.1 Clasificacion de especies de Rhizobium

La primera clasificaciéon de especies del género Rhizobium fue en base a la
leguminosa que nodulaba, lo que condujo a la definicion de grupos de nodulacion
cruzada; en donde cada especie de Rhizobium estd constituida por un grupo de

8
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cepas que nodulan a un conjunto particular de leguminosas huésped; por ejemplo, el
cultivo de frijol es nodulado por Rhizobium phaseoli, soya por Rhizobium japonicum,
trébol por Rhizobium trifolli, chicharo por Rhizobium leguminosarum y alfalfa por
Rhizobium meliloti (Somasegaran y Hoben, 1985). La descripcidn de estas especies
se registré en el Manual de Bergey, el cual ha jugado un papel fundamental en la

taxonomia de los rizobios (Kuykendall, 2005).

Dentro de éste sistema de clasificacion, se han definido dos grupos de
bacterias en base a su habito de crecimiento, por ejemplo Rhizobium
leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli, Mesorhizobium loti,
Rhizobium tropici y Sinorhizobium fredii son bacterias de crecimiento rapido; mientras
que, Unicamente las especies del género Bradyrhizobium son consideradas de

crecimiento lento (Canigia, 2003).

El sistema de clasificacion de nodulacién cruzada ha presentado limitaciones
debido a que los mecanismos moleculares involucrados en el proceso simbidtico son
muy complejos y es dificil establecer rangos de leguminosas hospederas (Pueppke y
Broughton, 1999). Aunque probablemente subestimado, estad bien establecido que
muchos rizobios son capaces de nodular diferentes grupos de leguminosas, y por lo
tanto, muchas leguminosas pueden ser noduladas por varias especies de Rhizobium;
como es el caso de Rhizobium etli bv. phaseoli y Rhizobium tropici, los cuales ambos
son microsimbiontes fijadores de nitrégeno en frijol (Poupot et al., 1993; Poupot et
al.,1995).

Actualmente, han surgido nuevas propuestas de clasificacion de los rizobios
basadas en técnicas modernas de biologia molecular, como la amplificacion del DNA
por medio de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion del gene
16S rRNA (Laguerre et al., 1997); asimismo se ha establecido el uso de primers
adecuados para amplificar fragmentos de alrededor de 930 pares de bases para

genes nodC y 780 pares de bases para genes nifH, ambos se encuentran en
9
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plasmidos simbidticos y estan relacionados con la nodulacion y fijacién de nitrégeno,
respectivamente; ademas de la hibridacion DNA-DNA, entre otras (Laguerre et al.,
2001; Palma, 2009).

Mediante la clasificacion de las bacterias en base al gen ribosémico 16S se ha
logrado separar los géneros Mesorhizobium, Rhizobium, Bradyrhizobium vy
Sinorhizobium (Amarger et al., 1997). El género Mesorhizobium se ha asociado como
microsimbionte de algunas especies de trébol (Iribarne et al., 1998), garbanzo y
Caragana spp (Yan et al., 2007); Rhizobium de frijol, trébol, alfalfa, Caragana spp.,
entre otros (Cleyet-Marel et al., 1990; Yan et al., 2007), Bradyrhizobium de soya
(Glycine max) y algunas especies del género Lotus, Vigna, Cicer y Lupinus (Leyet-
Marel et al., 1990; Schmidt et al., 1992) y Sinorhizobium de soya, alfalfa (Medicago
sativa) y frijol (Jones et al., 2007).

Los microsimbiontes de frijol forman un grupo taxonémicamente heterogéneo,
los cuales han sido clasificados en dos géneros, Rhizobium y Sinorhizobium; algunas
especies de Rhizobium se han dividido en biovariedades debido a que existe un

extenso rango de hospederos y gran variabilidad genética (Amarger et al., 1997).

En los centros de origen del frijol, las especies predominantes de Rhizobium
en nédulos de éstas leguminosas corresponden a Rhizobium etli. Adicionalmente, se
han encontrado muchas otras especies tales como Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli, Rhizobium gallicum bv. phaseoli, Rhizobium giardinii bv. phaseoli y
Rhizobium tropici en nodulos de frijol en regiones donde éste cultivo ha sido
introducido y se cree que esas especies de Rhizobium pudieron haber surgido
mediante la adquisicion de plasmidos simbidticos de Rhizobium etli. Debido al
extenso numero de especies de Rhizobium capaces de nodular plantas de frijol, se
ha sefialado a ésta leguminosa como un hospedero promiscuo (Segovia et al., 1993;
Martinez-Romero, 2003; Janczarek et al., 2009).

10
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Lo anterior indica que a pesar de los avances que se han logrado en biologia
molecular, las técnicas moleculares modernas para la clasificacion de especies de
Rhizobium no han satisfecho las expectativas de muchos investigadores; lo cual se
debe a que el comportamiento de las poblaciones de Rhizobium en nédulos de
leguminosas son determinadas por condiciones ambientales y practicas agricolas
(Palmer y Young, 2000). En el cultivo de frijol, para la definicion de especies de
Rhizobium se siguen tomando en cuenta algunos criterios originales de la propuesta

de nodulacién cruzada.
2.4.2 Importancia de la seleccion de cepas de Rhizobium

Existe limitaciébn en cuanto a la distribucion geografica de algunas especies de
rizobios, por ejemplo especies de Sinorhizobium fredii que son capaces de inducir
nodulacion en soya fueron aislados Unicamente de suelos de China (Camacho et al.,
2002).

Muchas leguminosas al crecer en diferentes regiones, adquieren capacidad de
ser noduladas por diferentes especies de Rhizobium, como resultado de la co-
evolucion planta-bacteria (Han et al., 2008). Sin embargo, se ha demostrado que no
todas las cepas de Rhizobium presentan la misma efectividad para fijar nitrégeno, lo
cual depende de su informacion genética (Paffetti et al., 1996; Michels et al., 1998) y
de las condiciones ambientales a las que estan adaptadas (Mora, 1995).

La eficiencia de cepas de Rhizobium para nodular y fijar nitrogeno en
leguminosas hospederas, es influenciada por sus genotipos individuales, los cuales
son muy heterogéneos y presentan elevada diversidad genética (Paffetti et al., 1996;
Michiels et al., 1998).

En el cultivo de Lotus glaber (Miller), se logré incrementar la nodulacion y
fijacion de nitrdgeno con la inoculacidon de cepas nativas de Mesorhizobium spp en

11
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comparacion con la inoculacion de una cepa control USDA3471; en base a ello se
sugiere realizar seleccibn de cepas nativas para la formulacion de inoculantes

comerciales en cada region (Iribarne et al., 1998).

En el caso del cultivo de frijol, uno de los aspectos que contribuye a que sea la
leguminosa de menor eficiencia en fijacion simbibtica de nitrégeno, es la presencia
de cepas nativas poco eficientes y muy competitivas en el proceso de infeccion,
presentando ventajas ante las cepas inoculadas (Castro et al., 2000). Esto se ha
hecho evidente en campos agricolas de América Latina, en donde la gran diversidad
de poblaciones de Rhizobium bien adaptadas a esas regiones son ineficientes en
fijacion de nitrégeno; por lo tanto, es importante seleccionar cepas nativas, pero
ademas efectivas y competitivas para cada regiéon (Graham, 1981; Quadrelli et al.,
1997).

2.5 Bacterias del Género Bacillus

El género Bacillus comprende en un grupo heterogéneo de bacilos Gram
positivos, oxidasa y catalasa positiva (con algunas especies excepcionales),
generalmente se encuentran en el suelo y agua e incluyen un amplio nimero de
especies, algunas de las cuales son: Bacillus thuringiensis, Bacillus lincheniformis,
Bacillus pumilis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Bacillus anthracis. El crecimiento
de las colonias de éstas bacterias es de forma irregular, de color crema, apariencia
ondulada, digitiforme, lobulada o aserrada en los bordes y de consistencia cremosa
(Calvo y Zuniga, 2010).

Algunas caracteristicas particulares de Bacillus como la formacion de
endosporas ante condiciones ambientales desfavorables, la produccion de hormonas
vegetales, de antibiéticos y metabolitos termoestables les confieren la

capacidad de colonizar la zona de la rizosfera en determinados ecosistemas
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agricolas, impidiendo el establecimiento de microorganismos fitopatbgenos
(Petersohn et al., 2001; Todar, 2003).

Mazotto et al. (2010) mencionan que algunas especies de Bacillus producen
elevados niveles de peptinasas y queratinasas, las cuales se involucran en la

degradacion de sustratos organicos tales como queratina y hemoglobina.

2.5.1 Bacterias del género Bacillus como promotoras de crecimiento

Las bacterias del género Bacillus han sido ampliamente estudiadas por sus
efectos directos e indirectos en la promocién de crecimiento vegetal (Arkhipova et al.,
2005; Kaymak et al., 2008). Dentro de los mecanismos directos, se pueden
mencionar a la capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos mediante la produccion
de acidos organicos (Rodriguez y Fraga, 1999; Vazquez et al., 2000) y la sintesis de
fitohormonas reguladoras crecimiento (citocininas, acido abcisico y &acido
indolacético) (Arkhipova et al., 2005), lo cual aumenta el volumen de raices e
incrementa la absorcion de nutrimentos por las plantas, favoreciendo la fisiologia de

éstas (Cassman et al., 1981).

En el cultivo de trigo (Triticum aestivum), la inoculacion con la cepa Bacillus
spp OSU-142 incrementd el rendimiento de grano y otras variables agronémicas en
tres dosis de fertilizaciéon nitrogenada (0, 40 y 80 kg ha), en comparacién con el

control sin inocular (Ozturk et al., 2003).

Arkhipova et al. (2005) reportaron acumulacién de citocininas en plantas de lechuga
(Lactuca sativa) inoculadas con Bacillus subtilis, tanto al inicio como al final del
experimento; lo cual se relaciond con un incremento en peso de materia seca del

follaje y peso de raices de hasta aproximadamente 30%.
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La inoculacion con Bacillus megatorium en el cultivo de menta (Mentha
piperita) incrementd significativamente el porcentaje de elongacién radicular y la
produccion de materia seca, en comparacion con un tratamiento control (Kaymak et
al., 2008). Como efectos indirectos involucrados en la promocion de crecimiento
vegetal, algunas especies de Bacillus producen sustancias con capacidades
antagonicas contra hongos fitopatégenos, lo cual permite prevenir o disminuir los
efectos adversos de las enfermedades sobre el desarrollo de los cultivos (Swain et
al., 2008; Velmurugan et al., 2009).

La cepa EF 617317 de Bacillus subtilis y EF 617325 de Bacillus licheniformis
inhibieron fuertemente el crecimiento micelial de Ophiostama flexuosum, polonicum,
O. tetropii y O. ips en condiciones de laboratorio (Velmurugan et al., 2009). De igual
manera, en experimentos In vitro, cepas de B. subtilis inhibieron el crecimiento de
Fusarium oxysporum y Botryodiplodia theobromae, tanto en medio liquido como en
medio sélido, lo cual se atribuye a la produccion de quitinasa por ésta bacteria
(Swain et al., 2008).

2.6 Sinergismo de Rhizobium y Bacillus en la Fijacién Bioldgica de Nitrégeno

En leguminosas, la co-inoculacion con BPCV y Rhizobium es preferida para
mejorar el rendimiento de las plantas (Garcia et al., 2004). Se han observado efectos
positivos al realizar inoculaciones combinadas de BPCV y Rhizobium sobre la
nodulacion, fijacion simbiotica de nitrégeno (FSN) y crecimiento de plantas tanto en
condiciones controladas en invernadero, como en experimentos de campo (Burdman
et al., 1997; Hamaoui et al., 2001; Bai et al., 2003).

Las BPCV estimulan el desarrollo radicular de las plantas colonizadas,

aumentando la absorcidon de nutrientes y agua, lo cual puede influir indirectamente de

manera positiva en la FSN (Vessey y Buss, 2002).
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En el cultivo de lenteja (Lens esculenta M.) la inoculacion con la cepa NRRL
B-30408 de B. subtilis influyé de manera positiva sobre el crecimiento de plantas,
biomasa foliar, concentracién de leghemoglobina en nédulos y otros parametros de

rendimiento de cultivo en dos afios consecutivos (Rinu y Pandey, 2009).

En plantas de frijol comun y soya se mejoro la FBN en ambos cultivos, al co-
inocular Bacillus con Rhizobium o Bradyrhizobium spp, respectivamente (Srinivasan
et al., 1997; Camacho et al., 2001; Bai et al., 2003).

En experimentos a nivel de invernadero, la co-inoculacion de Rhizobium
phaseoli con Bacillus spp incrementd significativamente el peso seco de raices,
contenido de nitrogeno y fosforo foliar, nodulacién y eficiencia de FBN en plantas de
frijol, en comparacion con la aplicacion individual de Rhizobium (Figueiredo et al.,
2008; Stajkovi¢ et al., 2011).

2.7 Formas Disponibles de Nitrogeno para las Plantas

El suministro de nitrégeno (N) a las plantas se puede hacer por medio de la
fertilizacion organica o inorganica. La primera se basa en el uso de organismos que
liberan sustancias promotoras del crecimiento vegetal y de materiales como
estiércoles, residuos vegetales o compostas que al mineralizarse por accion de
microorganismos dan lugar a la liberacién de pequefias moléculas de N organico
(aminoécidos) y que posteriormente se convertira en amonio (NH4"). En el suelo, el
amonio puede sufrir un proceso de nitrificacion (formacién de nitratos NO3’) o ser

absorbido directamente por las plantas (Lea y Morot-Gaudry, 2001).

Las formas inorganicas de N estan representadas por los nitratos (NO3) y el
amonio (NH4"). La concentracion de ambos iones promueve el balance catién/anion
en las células vegetales (Raven y Smith, 1976; Bloom, 1994). Se ha demostrado que

bajo ciertas circunstancias y con variaciones entre cultivos, un adecuado balance
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entre los iones (nitrato y amonio) beneficia el crecimiento de las plantas (Mengel y
Kirkby, 1987; Lips et al., 1990).

En plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), al estudiar el efecto de
diferentes relaciones NO3:NH4, se encontr6 que una mayor proporcion de éstas
favoreci6é la altura de planta, diametro de tallo, rendimiento y vida de anaquel de
frutos. Ademas, la acumulacion excesiva de amonio causé disminucion de la
concentracion de calcio (Ca) y magnesio (Mg) en los tejidos (Jingquan y Dewei,
1988; Espejel, 2009).

De la misma manera, la respuesta fisiolégica de las plantas leguminosas a la
fertilizacion nitrogenada depende de la fuente de nitrdgeno que se use (Feil, 1994;
Guo et al., 2002; Guo et al., 2007).

Sin embargo, la forma preferente de absorber nitrdgeno por las plantas en
general dependerd de la especie vegetal y de sus caracteristicas fisioldgicas,
alterando la calidad y cantidad de las cosechas (Heeb et al., 2005; Garcia et al.,
2009).

2.7.1 Nitratos

En cuanto al efecto de los nitratos en la nutricién vegetal, se ha observado que
plantas de trigo (Triticum aestivum, L.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) desarrolladas
en un medio fertilizado con amonio (NH4") y nitrato (NO3") por separado, absorbieron
mas agua del medio que contenia nitrégeno en forma de nitratos, lo que se tradujo a

una mayor produccion de materia seca foliar (Feil, 1994; Guo et al., 2002).

En un experimento en hidroponia, el cultivo de nopal (Opuntia ficus-indica)

presentd mayor absorcién de nitratos (NO3’) como fuente de nitrégeno en la solucion
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nutritiva, lo cual se asocié a una mayor produccion de materia seca, en comparacion

con el tratamiento a base de amonio (NH;") (Vazquez et al., 2000).

Por otra parte, la fuente de nitrogeno influye en el contenido de nitratos que se
puede acumular en el follaje de las plantas; por ejemplo, en el cultivo de lechuga
(Lactuca sativa) la fertilizacién con nitrato de calcio incrementd la concentracion de
(NO3") en las hojas, lo cual puede causar problemas de salud al consumir estas
hortalizas (Escalona et al., 2009).

2.7.2 Amonio

Cuando las plantas absorben nitrogeno en forma de amonio (NH;"), las
células vegetales evitan la toxicidad de éste, transformandolo rapidamente en
aminoacidos, para ello se requieren acciones secuenciales de algunas enzimas

como glutamina sintetasa y la glutamato sintetasa (Heldt, 1997).

La fertilizacion nitrogenada a base de NH;" incrementd aproximadamente un
30% en el peso seco de raiz en plantas de Remolacha; en consecuencia, la
concentracion interna de potasio (K) disminuyoé en las plantas tratadas con éste

cation (Causin y Arnozis, 1988).

Guo et al. (2007) reportaron efectos negativos sobre parametros de
crecimiento y area foliar en plantas de frijol cultivadas en un medio con nitrégeno en
forma de amonio; mientras que esos efectos no fueron observados al combinar
amonio Yy nitrato como fuente de nitrégeno. Asimismo, la forma de nitrégeno afecté la

tasa de absorcion de agua, presentando valores mas altos en medios con nitrato.

Por otro lado, la fertilizacién nitrogenada a base de amonio (relacion 0/100)

incrementd significativamente el area foliar y la producciéon de biomasa total en
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cebollin; mientras que en el cultivo de albahaca se obtuvieron esos efectos con la
relacion 20/80 (NO3/NH,) (Garcia et al., 2009).

2.8 Efecto de la Fertilizacion Nitrogenada en la Simbiosis Rhizobium-
Leguminosas

Algunos experimentos han mostrado que la aplicacion excesiva de fertilizantes
nitrogenados en cultivos de leguminosas reduce la infeccién de pelos radicales,
nuamero de nodulos, masa de ndédulos y Fijacion de nitrégeno (Dazzo y Brill, 1978). El
costo energético que invierten las plantas para formar estructuras simbioticas y fijar
nitrogeno atmosférico supera al gasto de energia de éstas en la asimilacion de

nitrégeno mineral disponible (Kretovich, 1994).

Se cree que bajo suministro suficiente de nitrdgeno mineral en el suelo, las
plantas hospederas activan sus sistemas de defensa, al reconocer a las bacterias
noduladoras como patégenos, lo cual previene las fases iniciales de la simbiosis
(Kirichenko, 2001).

Sin embargo, es importante considerar que en etapas iniciales de cultivo, la
fertilizacion nitrogenada a bajas concentraciones beneficia al desarrollo de relaciones
simbidticas entre Rhizobium y leguminosas, lo cual se sustenta en el hecho de que
las plantas requieren de nitrogeno para realizar procesos bioquimicos tales como

fotosintesis (Shumnyi et al., 1991).

En el cultivo de frijol, aplicaciones tempranas de dosis bajas de nitrato de
potasio (KNO3), etapa en la que la planta no puede beneficiarse del N, procedente
de la FBN, favorecieron el desarrollo de nodulos, la fijacion de nitrégeno y la
actividad de la enzima nitrato reductasa, la cual esté involucrada en la asimilacion de

nitrégeno en el metabolismo vegetal (Pliego et al., 2002).
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En general, la sensibilidad de afectacion a la simbiosis Rhizobium-leguminosa
por la fertilizacion nitrogenada, depende de la fuente de nitrégeno (nitrato y amonio)
(Ying et al., 1988). Se ha encontrado que ésta es mayor cuando se aplica nitrégeno
en forma de nitrato (NO3), que en forma de amonio (NH,) (Vessey y Bollman, 2006)
y se puede explicar debido a que el oxido nitroso (NO), que es un subproducto de la
reduccion de nitratos (NO3) a nitrito (NO;) dentro de las plantas, es un metabolito

téxico que modifica el metabolismo vegetal (Dmitriev, 2004; Neill et al., 2008).

2.9 Fertirriego

Se conoce como fertirrigacion a la técnica de aplicar fertilizantes en los
sistemas de riego presurizado (como el riego por goteo), lo cual permite una
dosificacion racional en funcién de la demanda del cultivo, caracteristicas de suelo y
condiciones ambientales especificas. También permite hacer frente a los problemas
de contaminacioén que se pueden originar por un exceso transitorio de fertilizantes en
el suelo (Cadahia, 1998).

El fertirriego es una alternativa para elevar los rendimientos y calidad de las
cosechas. La utilizacion de esta técnica permite obtener alta eficiencia en el uso del
agua de riego y los nutrimentos, debido a su aplicacién localizada de acuerdo a las

necesidades del cultivo (Cadahia, 2000).

Feigin et al. (1982) reportaron que la fertirrigacion (irrigacion y fertilizacion) es

uno de los métodos mas eficientes para la aplicaciéon de fertilizantes.

El riego por goteo ha ganado popularidad debido a su eficiencia en el uso del
agua y a la aplicacion de nutrimentos requeridos por los cultivos en cada etapa
fisiologica (Bar-Yosef y Sheikhoslami, 1976; Mmolawa y Or 2000). El nivel de manejo
de la fertirrigacion para obtener altos rendimientos y mejor calidad del cultivo, es
superior al de cualquier otro método de riego (Granelli et al., 1994).
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El fertirriego en frijol aumentd considerablemente el rendimiento de grano con
respecto al riego por aspersion y al riego rodado. Ademds, las altas eficiencias
permitieron registrar ahorros de agua de hasta 95 y 89% comparado con el riego
rodado y por aspersion, respectivamente. Con esto se justifica que muchos
productores optan por usar esta tecnologia, a pesar de la alta inversion inicial que

requiere (Ugalde et al., 2001).

Este sistema de riego, permite mejorar las condiciones de humedad para los
microorganismos en la zona de la rizosfera, lo cual puede influir de manera positiva
en la simbiosis Rhizobium-leguminosas, ya que ésta es afectada negativamente en

condiciones de estrés hidrico (Herman et al., 1993).
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1. JUSTIFICACION

El frijol es uno de los alimentos basicos mas importantes en la dieta de los
Mexicanos, siendo para muchos la fuente de proteinas mas accesible. Por lo que se
justifica la busqueda de alternativas que aumenten su productividad y rentabilidad
para los productores.

De las leguminosas de grano, el frijol es el cultivo menos eficiente en la fijacion
biolégica de nitrdgeno, razén por la cual algunos productores recurren al uso de
fertilizantes quimicos sintéticos, principalmente nitrogenados, los cuales tienen
efectos adversos en el ambiente y elevan los costos de produccion. Por lo que es
necesario buscar alternativas amigables con el ambiente y econdmicamente
factibles, como son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV);
ademas, con el riego por goteo se favorece las condiciones de adaptacion y
eficiencia de los microorganismos en la zona de la rizosfera de las plantas

inoculadas.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar la fertilizacion sintética con la fertilizacion organica y su interacciéon en el

cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de fertirriego.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener aislamientos nativos de Rhizobium a partir de nodulos de frijol

(Phaseolus vulgaris L.).

2. Seleccionar cepas nativas de Rhizobium en el cultivo de frijol a nivel de

invernadero.

3. Seleccionar el mejor aislamiento nativo de Bacillus spp como promotor de

crecimiento en frijol en condiciones de invernadero.

4. Comparar la fertilizacién sintética con organica y la interaccion de éstas en el

cultivo de frijol con riego por goteo en condiciones de campo.

V. HIPOTESIS

La inoculacién con Rhizobium y Bacillus spp en el cultivo de frijol sustituye la
fertilizacion sintética e incrementa el rendimiento de grano en condiciones de

fertirriego.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Muestreo y Aislamiento de Rhizobium.

Los muestreos de nodulos se realizaron durante los meses de diciembre de
2009, enero y febrero de 2010 en cultivos de frijol que se encontraban en etapa de
floracibn en éareas agricolas del norte de Sinaloa (municipios de Guasave y el
Fuerte). Las muestras, previamente etiquetadas, fueron transportadas al laboratorio
de Nutricion vegetal del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Integral Regional (CIIDIR) unidad Sinaloa. De cada planta se seleccionaron los
nddulos de mayor tamafio y de color rosa. Posteriormente, en una campana de flujo
laminar (TELSTAR Bio-lI-A), los nodulos fueron desinfectados superficialmente con
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5% por 5 minutos, se lavaron con agua destilada
estéril, se maceraron y se realizé la siembra en estrias en cajas petri con medio de
cultivo Extracto de Levadura Manitol Agar Rojo Congo (ELMARC), el cual es
especifico para Rhizobium (Vincent, 1970). Los aislamientos se purificaron de
acuerdo al crecimiento colonial de las bacterias, se pasaron a tubos de ensaye con

medio extracto de levadura manitol y se conservaron a temperatura de 4°C.

6.2 Seleccion de Cepas Nativas de Rhizobium en Invernadero

Los experimentos fueron conducidos durante el mes de junio hasta el 15 de
julio del aflo 2010, en el invernadero del Centro Interdisciplinario de Investigacion
para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) unidad Sinaloa. Se usaron semillas de
frijol variedad Azufrado higuera, las cuales fueron desinfectadas de manera
superficial con hipoclorito de sodio (NaOCIl) al 5% durante 20 minutos y pre-
germinaron en agua agar (Figura 1), para ser posteriormente plantadas en macetas
de plastico de 500 g. Como sustrato se utilizé6 una mezcla de peat moss mas suelo

aluvion (relacion 2:1) con previo tratamiento de solarizacion.

23



Hugo R. Roblero R. Comparacion de la fertilizacion sintética con...

Figura 1. Semillas de frijol variedad azufrado higuera germinadas en agua agar.

Una semana después, se inoculé 1.5 mL de cada aislamiento de Rhizobium
por seleccionar a una concentracién aproximada de 10° ufc mL™, lo cual fue
preparado mediante el siguiente procedimiento; cada aislamiento se hizo crecer en
medio liquido de extracto de levadura manitol (ELMA) con agitacion mecanica a 90

oscilaciones por minuto a temperatura de 25°C durante 48 horas.

En éste experimento se evaluaron 16 tratamientos; 15 de los cuales fueron
representados por cada aislamiento de Rhizobium aplicado, nombrados como CIIDIR
1, hasta CIIDIR 15. El tratamiento nimero 16 consistio en un testigo (sin inocular y
sin fertilizar). Los tratamientos fueron distribuidos en un disefio completamente al

azar (DCA) con tres repeticiones.

A los 15 dias después de la siembra (dds) se aplicé una solucién deficiente de
nitrégeno (solucién Jensen) a todos los tratamientos, incluyendo al testigo (Cuadro
1A del Anexo).

Al inicio de floracion (40 dds) se evaluaron las variables: altura de planta (AP),
peso seco de follaje (PSF), volumen de raices (VR), nUmero de nédulos por planta
(NN), y peso seco de ndédulos (PSN). Para cada variable evaluada se realizd un
ANOVA y una prueba de medias de Tukey (p<0.05), mediante el paquete SAS; la
mejor cepa se uso para el experimento de campo.
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6.3 Seleccion de Aislamientos Nativos de Bacillus spp en Invernadero

En éste experimento se evaluaron 15 aislamientos de Bacillus spp, que fueron
tomados de una coleccidbn de microorganismos adaptados a éstas regiones; los
aislamientos se hicieron crecer en medio liquido de infusion de papa dextrosa (IPD)
con agitacion mecanica a temperatura de 25°C durante 48 horas, donde se obtuvo
una concentracién bacteriana aproximada de 10’ ufc mL™. Se inoculé 1.5 mL de cada
aislamiento en plantulas de frijol (variedad Azufrado higuera), las cuales habian sido
plantadas en macetas de plastico de 500 g que contenian como sustrato peat

moss:suelo (relacion 2:1), con previo tratamiento de solarizacion.

Cada aislamiento de Bacillus evaluado fue nombrado con el codigo “Bs”, con
su respectivo numero de identificacion; asimismo, se incluy6é un tratamiento testigo
(sin inoculacién). Lo cual gener6 un total de 16 tratamientos, que se distribuyeron en
un disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones (Figura 2).

Figura 2. Plantas de frijol en invernadero y distribucion de tratamientos para la seleccién del mejor
aislamiento de Bacillus spp.

En la etapa de floracion (40 dds) se evaluaron las variables altura de planta
(AP) (Figura 3), peso seco de follaje (PSF), diametro de tallo (DT) y volumen de
raices (VR), éste ultimo mediante el desplazamiento del volumen de agua (Figura 4).
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Figura 4. Medicion del volumen de raices de plantas de frijol.

Para cada variable se realizO un ANOVA y una prueba de comparacion de
medias de Tukey (p<0.05) mediante el paquete SAS; el mejor aislamiento de Bacillus

spp se utilizé posteriormente en el experimento de campo.

6.4 Trabajo de Campo
6.4.1 Area de estudio

El experimento de campo se llevd a cabo en las instalaciones del area
experimental del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional (CIIDIR-IPN) unidad Sinaloa, en la ciudad de Guasave, Sinaloa México; la
cual se encuentra ubicada a 25° 25’ de Latitud Norte y 108° 28’ de Longitud Oeste, y

pertenece al municipio de Guasave que se localiza al NE del Estado de Sinaloa
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(Figura 5). El clima es BW(h’) seco muy célido y calido, con una precipitacién pluvial
anual media de 392.8 milimetros (maxima de 760.03 y minima de 231.1 mm) (INEGI,
2005).

‘ Municipio de Guasave, Sinaloa

Figura 5. Ubicacién del municipio de Guasave, Sinaloa, México

6.5 Siembra

Previo a la siembra se realiz6 un muestreo y analisis de las caracteristicas
fisicas y quimicas del suelo, en el Laboratorio de Nutricibn Vegetal del CIIDIR-
SINALOA, en base a los criterios establecidos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-
021-RECNAT-2000). Asimismo, al terreno se le realiz6 un barbecho y rastreo como

lo hacen normalmente los productores de la region.

La siembra se llevo a cabo el dia 1° de noviembre en el ciclo agricola otofio-
invierno 2010; para ello se empleo la variedad de frijol azufrado higuera. Esta
actividad se realizd con una sembradora de precision y consistié en depositar 18
semillas por metro lineal, bien distribuidas, en hilera sencilla, con una distancia de 80

cm entre surcos.
Después de la siembra se instalé un sistema de riego por goteo, que consistio

en una tuberia principal de 4 pulgadas para conducir el agua desde el depésito hasta

el lugar del experimento y cintas de riego con goteros cada 20 cm que fueron
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colocadas entre cada hilera. Los riegos se aplicaron cada tercer dia con una duracién

de tres horas.

6.6 Disefio Experimental

El disefio experimental consistid en un arreglo factorial 2x2x3, en donde los
factores fueron Rhizobium con dos niveles (con y sin Rhizobium), Bacillus con dos
niveles (con y sin Bacillus) y un tercer factor que fue la fertilizacion nitrogenada con
tres niveles (sin nitrégeno, 80 kg de N ha™ (1:0) nitrato y 80 kg de N ha® (0:1)
amonio). De estas combinaciones surgieron 12 tratamientos (Cuadro 1), los cuales
fueron distribuidos en un disefio de blogques completos al azar (BCA) con tres
repeticiones.

Cuadro 1. Descripcion de tratamientos aplicados al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) (variedad

azufrado higuera) en el experimento de campo.
Numero de tratamiento Tratamiento Descripcion

1 Rz + Bs Rhizobium CIIDIR 13 + Bacillus Bs14
2 Rz + Bs + 80 N (1:0) Rhizobium CIIDIR 13 + Bacillus Bs14
+ Nitrégeno en forma de nitratos
3 Rz + Bs + 80 N (0:1) Rhizobium CIIDIR 13 + Bacillus Bs14
+ Nitrégeno en forma de amonio
4 Rz Rhizobium CIIDIR 13
5 Rz + 80 N (1:0) Rhizobium CIIDIR 13 + Nitrégeno en
forma de nitratos
6 Rz + 80 N (0:1) Rhizobium CIIDIR 13 + Nitrégeno en
forma de amonio
7 Bs Bacillus Bs14
8 Bs + 80 N (1:0) Bacillus Bs14 + Nitrogeno en forma
de nitratos
9 Bs + 80 N (0:1) Bacillus Bs14 + Nitr6geno en forma
de amonio
10 Testigo Sin fertilizacién sintética y organica
11 80 N (1:0) Nitrégeno en forma de nitratos
12 80 N (0:1) Nitrégeno en forma de amonio

Rz= Cepa de Rhizobium CIIDIR 13; Bs= Aislamiento de Bacillus Bs 14; 80N= Dosis de Nitrogeno;
Testigo= Sin inoculacion y sin fertilizacién sintética.
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Cada unidad experimental comprendié cuatro surcos de 10 metros de largo,
dejando un espacio de dos metros para la separacién entre bloques. La distribucién
de los tratamientos se hizo en base a un sorteo, quedando una repeticién en cada

bloque (Figura 6).

12 =] 8 5 4 7 3 11 || 10 1 6 2

10 5 =] 4 2 7 6 8 11 1 3 12

BLOQUES
|

4 11 1 8 3 =] 5 2 10 7 12 6

Figura 6. Distribucion de tratamientos aplicados al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en campo

con riego por goteo en un disefio de bloques completos al azar (BCA).

6.7 Aplicacion de los Tratamientos

6.7.1 Fertilizantes quimicos sintéticos

El fertilizante utilizado como fuente de nitratos, fue nitrato de calcio (Ca
(NO3),) y como fuente de amonio, sulfato de amonio ((NH4)2SO.). Estos se
aplicaron de manera manual, a una profundidad de entre 15-20 cm y a una distancia
de 15 cm de las plantas por el lado de la cinta de riego. Todo se hizo en base a la

distribucién de los tratamientos.

6.7.2 Preparacion y aplicacién de Rhizobium

Para el experimento de campo se uso la cepa CIIDIR 13, la cual fue

previamente seleccionada en invernadero.

En un matraz de 1 L de capacidad se preparé medio de cultivo liquido ELMA,
al cual se le inoculd la cepa CIIDIR 13 de Rhizobium y se sometié a agitacion
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mecanica (90 oscilaciones por minuto) durante 48 horas, para obtener una

concentracién aproximada de 10° ufc mL™.

La aplicacion del preparado microbiano se realizé de manera manual, con una
bomba de mochila de 18 litros de capacidad y sin boquilla, a una profundidad de 15-
20 cm y a una distancia de 15 cm de las plantas por el lado de la cinta de riego. Para
los célculos del volumen a aplicar se tomé en cuenta una dosis de 3 L ha™ y las

dimensiones de cada unidad experimental.

6.7.3 Preparacion y aplicacién de Bacillus spp.

En un matraz de 1 L de capacidad se prepar6 medio de cultivo Infusion Papa
Dextrosa (IPD) liquido, y se inoculd el aislamiento Bs 14 de Bacillus, el cual fue el
que resulté con mayor produccion de biomasa plantulas de frijol en invernadero. El
matraz se sometidé a agitacion mecanica (90 oscilaciones por minuto) durante 48

horas hasta obtener una concentracién bacteriana aproximada de 10" ufc mL™.

La aplicacion se realizé de manera manual con una bomba de mochila de 18
litros de capacidad y sin boquilla, a una profundidad de 15-20 cm y a una distancia
de 15 cm de las plantas, por el lado de la cinta de riego; Para los célculos del
volumen a aplicar se consideré una dosis de 6 L ha™ y las dimensiones de cada

unidad experimental.

6.8 Variables Evaluadas
6.8.1 Anadlisis foliar de nutrimentos

Este se realiz en el Laboratorio de Nutricion Vegetal del CIIDIR-IPN Unidad
Sinaloa. ElI material vegetal se colecté en la etapa de floracién, a los 50 dds y
consistié en realizar un muestreo foliar, tomando 30 hojas trifoliadas de cada unidad
experimental, las cuales se secaron en un horno de secado marca Felisa® a

temperatura de 65 a 70°C por 72 horas. Las muestras secas se procesaron en un
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molino eléctrico marca Thomas Scientific, con una malla de 40 cavidades,

obteniendo un polvo fino, el cual se uso posteriormente para las digestiones.

Los elementos analizados fueron: nitrégeno total, fosforo, potasio, calcio,

magnesio y microelementos (Fe, Zn, Mn y Cu)

6.8.1.1 Nitrogeno total (NT)
6.8.1.1.1 Digestion hiumeda de la muestra

La determinacion de éste elemento se realizé por el método Kjeldahl. La
digestion humeda consistié en colocar 0.1 g de muestra en un matraz Kjeldahl, al
cual se le adicion6 1.5 mL de una mezcla de acidos (sulfurico-salicilico). Se agit6
para homogenizar el material con los acidos y se dejo reposar por 24 horas.
Posteriormente se adicionaron 0.2 g de una mezcla de sulfatos (Na,SO4, selenio
metélico y CuSQOy).

Se colocod la mezcla total en un digestor marca Labconco® con capacidad
para 6 matraces; se calentd ligeramente a una temperatura controlada por 5 minutos;
posteriormente se aumentd la temperatura hasta observar el vire de color de la

muestra de negro a verde oscuro (temperatura no mayor de 360°C).

Una vez que la solucién present6 una coloracion verde clara (aspecto acuoso),
se continud calentando por 1 hora mas hasta obtener un volumen aproximado de 3
mL. Finalmente se dejaron enfriar las muestras digeridas y se agregdé 10 mL de agua

destilada. Por ultimo las digestiones fueron transferidas a tubos Falcon de 25 mL.

6.8.1.1.2 Determinacion de nitrégeno total

La solucion digerida se transfirié al equipo de destilacion, se adicionaron 10
mL de NaOH al 50% y se inicio el calentamiento. El destilado se recibié en 20 mL de

solucion de acido borico al 4% mas 0.2 mL del indicador verde de bromocresol-rojo
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de metilo, hasta alcanzar un volumen aproximado de 50 mL a la salida del
refrigerante. Posteriormente, se llevo a cabo la titulacion de cada muestra con la
solucién de H,SO4 0.05 Normal (N), hasta alcanzar un color rosa. Al mismo tiempo
se realizo la titulacion a una muestra blanco, anotando los mililitros gastados en cada

muestra para realizar los calculos correspondientes, mediante la siguiente formula:

%NT = (mL H,SO4x N del H,SO,4 x 1.4)/g. de la muestra

6.8.1.2 Fosforo (P)
6.8.1.2.1 Digestion humeda de la muestra

Se llevo a cabo mediante el método Kjeldahl y consisti6 en el siguiente
procedimiento: se colocaron 0.5 g de muestra en un matraz Kjeldahl de 50 mL, a éste
se adicionaron 10 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado y se dejé reposar por 30
minutos. Seguido de esto, se agregaron 1.5 mL de acido perclérico (HCIO,4) mas 2.0
mL de acido sulftrico (H,SO4), ambos concentrados, y se pusieron a la plancha de
digestion a baja temperatura para lograr una oxidacion completa por la accion del
HNO3. Después se aumento la temperatura, sin exceder los 360°C, teniendo cuidado
de que las muestras no se evaporaran totalmente. La digestibn se considero
completa cuando la solucion present6 un color totalmente cristalino, con un volumen

final entre 1.5y 3.0 mL.

Los digestados fueron transferidos a matraces volumétricos de 25 mL, los
cuales se aforaron con agua des ionizada; después de esto, se mezcld el contenido
de cada matraz y se filtro con papel Whatman No. 42. El filtrado se guardo en frascos
de vidrio, los cuales fueron sellados con parafilm para evitar la evaporacion de los

acidos; posteriormente se llevo a cabo la dilucién correspondiente para su lectura.

6.8.1.2.2 Determinaciéon de fésforo

Se transfiri® una alicuota de 1 mL del filtrado a un matraz volumétrico de 25
mL, mediante el método de Vanadato-Molibdato amarillo. Posteriormente se
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agregaron 0.5 mL de acido nitrico (1:2 de agua destilada), 05 mL de soluciéon de
vanadato de amonio y 0.5 mL de solucion de molibdato de amonio. Después de
agregados los reactivos a la solucion de filtrado, se aforo con agua destilada a la
marca de 25 mL, se agito y se dejo reposar por 30 minutos. Al transcurrir ese tiempo,
se transfirio la solucion a tubos de colorimetro y se leyd la absorbancia en el
espectrofotometro de luz UV visible a 470 nm. La concentraciéon de fosforo se

determino mediante una curva de calibracion en un intervalo de 0 a 25 ppm.

6.8.1.3 Potasio (K)
6.8.1.3.1 Determinacion de potasio

Los materiales filtrados obtenidos mediante la digestion humeda para fosforo,
también se utilizaron para la determinacion de potasio. Para ello, se transfirié 1 mL
de la solucion a matraces volumétricos de 50 mL, los cuales fueron aforados con
agua destilada. De ésta solucién se tomo directamente la lectura de las muestras en

porcentaje de transmitancia.

Se utiliz6 el método de emision de llama-flamometria (flamometro marca Buck
Scientific modelo PFP-7). Previo a la lectura, el equipo fue ajustado con las curvas de
calibracion 5, 15, 20, 25 y 30 ppm con longitudes de onda de 766.5 nm. Los célculos
se hicieron en base a la curva de calibracion obtenida tomando en cuenta la

siguiente formula:

%K = Lectura de transmitancia x Vol. Digestién x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x peso de la muestra (g) x Alicuota
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6.8.1.4 Calcio (Ca) y magnesio (Mg)
6.8.1.4.1 Determinacidn de calcio y magnesio.

A patrtir de la digestion obtenida para la determinacion de fosforo, se colocaron
alicuotas de 1 mL en matraces volumétricos de 25 mL, los cuales se aforaron con
agua destilada. De ésta solucion se realizo una segunda dilucidn, la cual consistié en
colocar alicuotas de 1 mL en matraces volumétricos de 10 mL, a los cuales se
agrego 1 mL de reactivo de oxido de lantano y se llevo al volumen final con agua
destilada. Se mezclaron perfectamente y después se realizaron los ajustes
correspondientes al equipo espectrofotdmetro de absorcion atdbmica (Spectr AA, 50B,
marca Varian®) tomando en cuenta la escala de absorbancia. Las muestras tuvieron
una dilucion tal, que permitié ajustarlas dentro de la curva de calibracion, para calcio
fue de 0-10 ppm y para magnesio fue de 0-1 ppm. Los célculos se obtuvieron

mediante la siguiente formula:

%Cay Mg = Absorbancia x Vol. Digestion x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x peso de la muestra (g) x Alicuota

6.8.1.5 Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Zinc (Zn) y Cobre (Cu)
6.8.1.5.1 Determinacion de hierro, manganeso, zinc y cobre.

De la misma soluciéon proveniente de la digestion hiumeda realizada para la
determinacion de fosforo, se filtro y se procedié a tomar directamente (sin realizar
diluciones) las lecturas en el espectrofotometro de absorcién atdmica, previo a ello se
utilizo una curva de calibracion con las concentraciones siguientes: para (Fe) se
utilizé de 1-10 ppm, Mn de 1-10 ppm, Cu de 1-5 ppm y para Zn se utilizé la
concentracion de 0.1-1.3 ppm. Los célculos se efectuaron mediante las curvas de
calibracion, utilizando un factor obtenido de la pendiente, considerando siempre las
diluciones hechas durante la determinacion de cada micronutriente, y se obtuvieron

los resultados en base a la siguiente férmula:
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%Fe, Mn, Cu y Zn = Absorbancia x Vol. Digestion x 100
Pendiente x peso de la muestra (g) x Alicuota

6.8.2.1 Peso seco de follaje

Del area util de cada unidad experimental se seleccion6 una planta completa
(tallos, hojas y vainas), excluyendo la raiz. EI material vegetal se llevo al horno de
secado a temperatura de 65 a 70°C por 48 horas; posteriormente se midié la variable
peso seco de follaje (PSF) con el uso de una balanza analitica marca Scout pro® con
capacidad de hasta de 200 g.

6.8.2.2 Numero de nddulos por planta

En la etapa reproductiva (80 dds), se seleccion6 una planta de cada unidad
experimental con el objetivo de realizar el muestreo de nédulos; éste consistié en
extraer el sistema radicular con todo y cepellén a una profundidad aproximada de 15
cm, con el uso de una pala. Posteriormente, las raices con el suelo adherido se
introdujeron en un recipiente con agua, con el fin de desprender el suelo, teniendo
cuidado de que los nédulos no se desprendieran. Para cada planta se realizé el

conteo del niumero de nédulos (NN) (Figura 7).

Figura 7. NO6dulos formados en raices de plantas de frijol variedad azufrado higuera.
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6.8.2.3 Peso seco de nédulos

Después de colectar los ndédulos de cada planta, éstos se etiquetaron de
acuerdo a su tratamiento correspondiente y se llevaron al horno de secado marca
flisa®, en donde se mantuvieron a temperatura de 65 a 70°C por 48 horas;
finalmente se tomo la variable peso seco de nodulos (PSN) con el uso de una
balanza analitica.

6.8.2.4 Rendimiento de grano

La cosecha se realiz6 de manera anticipada por la presencia de un fenémeno
ambiental (helada) que se present6 en la etapa final de la maduracién del grano, la
cual afecté de manera uniforme la calidad del grano y el rendimiento de todos los

tratamientos en el experimento.

La cosecha se realiz6 el dia 18 de Febrero del 2011 y se hizo de manera
manual. En cada unidad experimental se consider6 como parcela util los dos surcos
centrales, a los cuales se les elimind los dos primeros metros en cada orilla
(quedando finalmente, como parcela util, dos surcos de seis metros de largo en cada
unidad experimental), esto con el objetivo de disminuir posibles contaminaciones

entre tratamientos y eliminar el efecto de orilla (Figura 8).

Figura 8. Cosecha de frijol variedad azufrado higuera bajo riego por goteo.
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El peso del grano cosechado en cada unidad experimental se obtuvo con el

uso de una balanza granataria.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Muestreo y Aislamiento de Rhizobium

Se obtuvo un total de 15 aislamientos de Rhizobium a partir de nédulos de
plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) de diferentes regiones del norte de Sinaloa, lo
gue indica que éstos microorganismos estan adaptados a las condiciones
ambientales y al tipo de suelo que predomina en el norte del Estado.

7.2 Etapa de Invernadero
7.2.1 Seleccién de cepas nativas de Rhizobium en invernadero

7.2.1.1 Altura de plantay peso seco de follaje

El mayor valor de altura de planta (54.6 cm) se encontré en el tratamiento
inoculado con la cepa CIIDIR 13, lo cual superd estadisticamente (p < 0.05) a los
tratamientos CIIDIR 9, CIIDIR 12, CIIDIR 14, CIIDIR 15 y al testigo. El testigo
presentd el valor mas bajo de ésta variable con un promedio de 23.66 cm y
Unicamente tuvo diferencias estadisticas significativas con los tratamientos CIIDIR 13
y CIIDIR 7 (Figura 9 y Figura 10).

ALTURA DE PLANTA (cm)

CEPAS DE Rhizobium (CIIDIR 1-15)

Figura 9. Medias de la variable altura de planta en frijol (Phaseolus vulgaris) inoculadas con diferentes
cepas de Rhizobium en invernadero. Letras iguales sobre las barras son estadisticamente iguales,
Tukey (P<0.05).
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Figura 10. Comparacion entre una planta inoculada con la cepa CIIDIR 13 de Rhizobium y testigo.

En lo que respecta a peso seco de follaje (PSF) (tallos y hojas), el tratamiento
inoculado con la cepa CIIDIR 13 de Rhizobium fue el que present6 el valor méas alto
(3.4 g) y supero6 estadisticamente a los tratamientos (CIIDIR 1, CIIDIR 3, CIIDIR 4,
CIIDIR 5, CIIDIR 8, CIIDIR 9, CIIDIR 12, CIIDIR 14, CIIDIR 15 y testigo) como se
puede observar en la Figura 11; lo anterior significa que las cepas de Rhizobium
actuaron de manera diferente en la promocion de crecimiento de plantulas de frijol,
resultados similares fueron reportados por Mora, (1995) y en el cultivo de soya en

condiciones de campo (Appunu et al., 2008).

PESO SECO DE FOLLAIE (g)

CEPAS DE Rhizobium (CIIDIR 1-15)

Figura 11. Medias de la variable peso seco de follaje de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris)
inoculadas con diferentes cepas de Rhizobium en invernadero. Letras iguales sobre las barras son
estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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7.2.1.2 Volumen de raices, numero de nddulos por planta y peso seco de
nédulos

Para la variable volumen de raices no se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p < 0.05); sin embargo, el testigo fue el que tuvo
el valor mas bajo (17.33 mL) en comparacion con las 15 cepas de Rhizobium

evaluadas.

En cuanto a nimero de nédulos por planta, la cepa de Rhizobium CIIDIR 13
no presentd los valores mas altos, ya que fueron los tratamientos inoculados con las
cepas (CIIDIR 1, CIIDIR2, CIIDIR 7 y CIIDIR 12) los que obtuvieron la mayor
nodulacién. En el caso del tratamiento testigo, se presentd nédulos Unicamente en
una de las repeticiones (cinco nédulos), lo cual representé un promedio de 1.66
nédulos por planta, y se atribuye a la solarizacién del sustrato utilizado en el

experimento de invernadero.

Investigaciones previas sugieren que la variable nimero de nodulos por planta
no es la mas adecuada para definir la eficiencia de fijacion de nitrdgeno en una
asociacion Rhizobium-Leguminosa y que las mejores asociaciones deben definirse

en base a otros parametros (Hefny et al., 2001).

Para el peso seco de ndédulos (variable relacionada con el contenido de
leghemoglobina en los nédulos y con la eficiencia de fijacibn de nitrégeno en
leguminosas) no se encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)
entre Rhizobium CIIDIR 13 (0.16 g) y las cepas que presentaron mayor nodulacion
(CIIDIR 1, CIIDIR2, CIIDIR 7 y CIIDIR 12) (Cuadro 2). Lo que significa que la cepa de
Rhizobium CIIDIR 13 presentd el mayor peso seco por nédulos (0.00148 g), por lo
tanto es una cepa con caracteristicas de eficiencia en el proceso de FBN en frijol
(Johnson y Hume, 1973); éstos resultados indican que existe variacion en la
efectividad o capacidad para fijar nitrdgeno atmosférico entre algunas cepas de
Rhizobium y coincide con lo reportado por (Mora, 1995).
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El valor mas bajo de peso seco de nédulos se presento en el testigo, lo cual se
debe a que fueron pocos nédulos y de tamafio muy pequefio en comparacion con los
nédulos formados en los demas tratamientos.

Cuadro 2. Efecto de la aplicacién de cepas de Rhizobium en el volumen de raices (VR), nimero de
nédulos por planta (NN) y peso seco de nédulos (PSN) en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.).
CEPAS DE
Rhizobium

(CIIDIR 1-15)

29.66 ab

435 a 0.25 abcd

47 a 408 a 0.26 abc
38.66 ab 230.33 abcd 0.08 abcde
24.66 ab 129.67 bcd 0.03e
42.33 ab 156 bcd 0.09 abcde

30.66 ab 235 abcd 0.03 de
33.33ab 52.67 cd 0.05 cde
21.33 ab 269.33 abc 0.30 a
38.66 ab 116.67 bcd 0.03 e
11 35.66 ab 308.67 ab 0.16 abcde
12 35.33 ab 405.33 a 0.11 abcde
13
14 27 ab 89 bcd 0.03e
15 22.33 ab 236.33 abcd 0.06 bcde
TESTIGO 17.33 ab l1.66d 0.00 e

Medias con letras iguales en cada columna son iguales estadisticamente, Tukey (P<0.05)
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La cepa de Rhizobium CIIDIR 13 fue la que presentd la mayor capacidad de
fijacion de nitrogeno en plantulas de frijol, ademas de presentar la mayor altura de
plantas y peso seco de follaje; por lo tanto, ésta cepa fue elegida para ser usada en
el experimento de campo.

7.2.2 Seleccién de aislamientos nativos de Bacillus spp. en invernadero
7.2.2.1 Altura de plantay peso seco de follaje

El valor mas alto en altura de planta se obtuvo con el tratamiento BS 29 (45.66
cm), el cual super6 estadisticamente (p < 0.05) a los tratamientos Bs 31 y testigo. El
tratamiento testigo presentd los valores mas bajo de altura de planta (29.83 cm)
(Figura 12).

ALTURA DE PLANTA (cm)

T T S SR S VRN S G- SN SR R PR S VR SO
SN TN N N I ) T A B I A RN A e
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AISLAMIENTOS DE Bacillus spp.

Figura 12. Medias de la variable altura de planta en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) inoculadas
con diferentes aislamientos de Bacillus spp en invernadero. Letras iguales sobre las barras son
estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

Para la variable peso seco de follaje (PSF) (tallos y hojas), se encontré que la
mayor acumulacion de materia seca de la parte aérea fue obtenida con el
tratamiento BS14 (2.63 g) y super6 estadisticamente al tratamiento Bs 31 (1.49 g) y
al testigo (1.50 g) (p < 0.05), los cuales presentaron los valores mas bajos de PSF
(Figura 13).
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PESO SECO DE FOLLAJE (g)

AISLAMIENTOS DE Bacillus spp.

Figura 13. Medias de la variable peso seco de follaje de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris)
inoculadas con diferentes aislamientos de Bacillus spp en invernadero. Letras iguales sobre las barras
son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

Los resultados obtenidos en éste experimento coinciden con lo reportado por
algunos autores como Arkhipova et al. (2005) y Kaymak et al. (2008), quienes
encontraron efectos positivos de bacterias del género Bacillus al promover el
crecimiento de plantas no leguminosas, en comparacién con los tratamientos control,
sin inoculacion; lo cual se debe a la capacidad de éstas bacterias de promover el
crecimiento vegetal mediante mecanismos como la sintesis de hormonas vegetales y

solubilizacion de nutrimentos (Rodriguez y Fraga, 1999; Vazquez et al., 2000).
7.2.2.2 Volumen de raices y Diametro de tallo

Los resultados de éste experimento no presentaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos para la variable volumen de raices. Sin embargo,
cabe resaltar que el tratamiento Bs 14 fue el que tuvo el mayor valor de ésta variable.

Para diametro de tallo, no se presentaron diferencias estadisticas significativas

entre los tratamientos (p<0.05) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacion de aislamientos de Bacillus spp en el volumen de raices (VR) y
diametro de tallos en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en invernadero.

AISLAMIENTOS
DE Bacillus spp.
(Codigos BS)

14

16

19

22

26

27

29

30

31

32

35

44

47

TESTIGO

Medias con letras iguales en cada columna son iguales estadisticamente, Tukey (P<0.05).

El tratamiento Bs 14 fue el que presentd la mayor capacidad de promover el
crecimiento de plantulas de frijol, debido a que se ubicé en los valores mas altos de
altura de planta y presentd el mayor valor de PSF; por lo tanto, éste aislamiento (Bs

14) fue elegido para ser usado en el experimento de campo.
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7.3 Trabajo de Campo
7.3.1 Propiedades fisicas y quimicas del suelo

El resultado del analisis de suelos indicd que se trata de un suelo de textura
media (de facil laboreo), con pH neutro, sin problemas de sales (CE inferior a dos
mmhos cm™), con bajo contenido de materia organica (como es el caso de la
mayoria de los suelos de la region), con alto contenido de fosforo, potasio, calcio y

magnesio (Cuadro 4).

En cuanto al contenido de elementos menores (Hierro, Cobre, Zinc y
Manganeso), el suelo contenia las cantidades necesarias para el buen desarrollo del
cultivo y para el establecimiento de una fijacién simbiética de nitrégeno adecuada, ya
que ésta puede ser afectada por la ausencia de alguno de éstos nutrimentos (Daza
et al., 2003).

Cuadro 4. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo del area experimental del CIIDIR Sinaloa,

ubicado en el municipio de Guasave, Sinaloa, México.
Determinacion Resultado

Materia organica 0.80 %
pH 7.1
CE 1.73 mmhos cm™

Fosforo (P)

22.90 ppm

Textura FRANCO-LIMOSO
Potasio (K) 0.84 Cmol kg™
Calcio (Ca) 33.25 Cmol kg™

Magnesio (Mg) 8.64 Cmol kg™
Sodio (Na) 2.0 Cmol kg™
Hierro (Fe) 5.63 ppm
Cobre (Cu) 4.87 ppm

Cinc (Zn) 2.13 ppm

Manganeso (Mn) 0.85 ppm
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7.3.2 Andlisis foliar de nutrimentos
7.3.2.1 Concentracién de nitrégeno total

Las mayores concentraciones foliares de nitrdgeno se encontraron en los
tratamientos Rz+Bs (Rhizobium CIIDIR 13 + Bacillus Bs 14) (4.43%) vy
Rz+Bs+80N(1:0) (Rizobium CIIDIR 13 + Bacillus Bs 14 + 80 kg de N ha™ en forma de
nitratos) (4.86%); los cuales superaron estadisticamente (p<0.05) al testigo (1.91%)
(Figura 14).

% DE NITROGNENO

B <P Q q_‘\rx ? 3°

TRATAMIENTOS

Figura 14. Efecto de la aplicacién de diferentes tratamientos sobre la concentracion foliar de nitrégeno
total en el cultivo de frijol azufrado higuera con riego por goteo. Letras iguales sobre las barras son
estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

El valor mas bajo de concentracion foliar de nitrdgeno se presento en el testigo
(1.91 %).

En trabajos previos llevados a cabo a nivel de invernadero, se ha reportado
qgue la combinacién de BPCV con Rhizobium increment6 el contenido de nitrégeno
en plantas de frijol, en comparaciéon con la aplicacion individual de Rhizobium
(Stajkovi¢ et al., 2011); por otro lado (Figueiredo et al., 2008) encontraron resultados
contrastantes al estudiar el efecto de algunas BPCV en inoculacion combinada con

Rhizobium en el cultivo de frijol en condiciones de invernadero, ya que las co-
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inoculaciones no superaron estadisticamente en acumulacién foliar de nitrégeno a la

inoculacion individual de Rhizobium.

Un aspecto muy importante a considerar es que se ha encontrado que algunas
cepas, tanto de Rhizobium como de Bacillus, presentan produccion de sideroforos
(Carson et al.,, 2000; Wahyudi et al., 2011), compuestos relacionados con la
disponibilidad de Fe para las plantas y que influyen de manera positiva con la

eficiencia de fijacién de nitrdgeno en leguminosas (Duhan et al., 1998).

7.3.2.2 Fésforo (P)

Se presentaron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre el
tratamiento Bs+80 N (1:0) (Bacillus Bs 14 + nitrdgeno en forma de nitratos) y el
testigo. La mayor concentracion de fésforo se presenté al aplicar el tratamiento
Bs+80 N (1:0) con un promedio de 0.46%.

A pesar de que el suelo contenia cantidades elevadas de fosforo, la
concentracion foliar mas baja de éste nutrimento se presenté en el tratamiento
testigo (0.29%) (Figura 15); lo cual puede atribuirse a que el fosforo es un elemento
qgue reacciona facilmente con el calcio en un medio alcalino, formando fosfato de
calcio (Cas(PO4)2, compuesto insoluble que limita la disponibilidad del fosforo para
las plantas. En los tratamientos en donde se aplicé Bacillus y que presentaron
valores altos de concentracion foliar de P, se atribuye a la capacidad que tienen
éstas bacterias de solubilizar fosfatos inorganicos, mediante la produccién de acidos

organicos (Rodriguez y Fraga, 1999; Vazquez et al., 2000).
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Figura 15. Efecto de la aplicacién de diferentes tratamientos sobre la concentracion foliar de fésforo en
el cultivo de frijol azufrado higuera con riego por goteo. Letras iguales sobre las barras son
estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

7.3.2.3 Potasio (K)
La mayor concentracion foliar de potasio se encontré al aplicar el tratamiento
Bs+80N(1:0) (7.88%); el cual supero estadisticamente (p<0.05) a otros tratamientos,

excepto al testigo (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la aplicacion de diferentes tratamientos sobre la concentracion foliar de potasio
en el cultivo de frijol azufrado higuera con riego por goteo. Letras iguales sobre las barras son
estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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La aplicacion de nitrogeno en forma de amonio (NH,4"), afecté negativamente a
la concentracion de potasio en el follaje, o cual se debe al antagonismo entre
cationes (Causin y Arnozis, 1988; Guo et al., 2007).

7.3.2.4 Calcio, magnesio y microelementos (hierro, zinc, manganeso y cobre)

La mayor concentracion foliar de calcio se encontré con el tratamiento
Rz+Bs+80N(1:0) (4.62%); en contraste, éste valor no superé estadisticamente al
testigo (2.71%), lo cual se atribuye a que el suelo en el que se establecio el
experimento contenia cantidades suficientes de calcio para abastecer las
necesidades del cultivo. En magnesio, el valor mas alto se obtuvo en el tratamiento
Rz+Bs (1.19 %).

Para el caso del hierro (Fe), el valor méas alto (524.83 ppm) se encontré en el
tratamiento Rz+Bs+80N(1:0) y no super0 estadisticamente al tratamiento Rz+Bs
(501.71 ppm). Los valores mas bajos de Fe correspondieron al testigo y a los
tratamientos 80N(1:0) y 80N(0:1); lo anterior se atribuye a que algunas cepas de
Rhizobium (Rossum et al.,1994; Carson et al., 2000) y algunas especies de Bacillus
(Wilson et al., 2010; Wahyudi et al., 2011) han demostrado ser capaces de producir
compuestos sideréforos, los cuales incrementan la disponibilidad de hierro para las

plantas.

Para Zinc, Manganeso y Cobre, no se presentaron diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos (p<0.05) (Cuadro 5).

49



Hugo R. Roblero R. Comparacion de la fertilizacion sintética con...

Cuadro 5. Efecto de los tratamientos (fertilizacion quimica sintética, fertilizacion bioldgica y la
combinacion de ambos) en la concentracion foliar de calcio (%), magnesio (%), hierro (ppm), zinc
(ppm), manganeso (ppm) y cobre (ppm) en las plantas de frijol variedad azufrado higuera en
condiciones de campo.

TRATAMIENTOS Ca Mg Fe Zn Mn Cu
(%) (%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

RENEES 268ab  191a 501.7lab  16.34a 37.00a  9.16a

p RO 4628 142ab 524.83a  14.90a 39.69a  844a
s 101 1.15b 37467bc 1860 a 4191a  9.88a
X2 3.32ab 1.49 ab 268.24 c 17.36 a 46.88 a 9.34a
20N EUE T 181ap 120b 331.25¢  1945a  4195a  840a
G 1 g4ap 1.34b 28593¢  22.65a 4737a  6.95a
&8s 223ab  124b  36387bc  20.53a 4829a  9.49a

2 GO N (0 1.64b  129b  369.12bc  20.1la 4192a  1097a
S W 196ab 114b  28934c  2216a  5352a  6.88a
Testigo 27lab  15lab  261.36c  17.45a 436l1a  10.3la
DR 244ab  134b  231.75¢  17.07a 4763a  934a

80N (0:1) 244ab  154ab  256.75c  17.07a 51.45a  7.95a

Medias con letras iguales en cada columna son iguales estadisticamente, Tukey (p<0.05).

7.3.3.1 Peso seco de follaje

En el tratamiento Rz+Bs se obtuvo la mayor produccién de biomasa foliar con
un promedio de 50.19 g, lo cual super6 estadisticamente al testigo (26.04 g) y a los
tratamientos Rz+80N(0:1) (32.343 g) y 80N(0:1) (31.003 g) (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la aplicacién de diferentes tratamientos sobre materia seca de follaje en el cultivo
de frijol azufrado higuera con riego por goteo. Letras iguales sobre las barras son estadisticamente
iguales, Tukey (P<0.05).

El valor mas bajo de PSF se presentd en el testigo y fue superado

estadisticamente por los tratamientos Rz+Bs y Rz+Bs+80N(1:0).

Stajkovi¢ et al. (2011) reportaron resultados similares en la produccion de
biomasa foliar en plantas de frijol al ser inoculadas con Rhizobium phaseoli més
Pseudomonas o0 Rhizobium phaseoli mas Bacillus spp en condiciones de
invernadero. ademas, algunos autores han citado que cepas de Rhizobium y Bacillus
son capaces de sintetizar sustancias promotoras del crecimiento vegetal (fito-
hormonas), las cuales estimulan el crecimiento de las plantas, incrementando la toma
de agua y nutrientes, lo que se traduce a una mayor produccion de biomasa aérea
(Arkhipova et al., 2005; Etesami et al., 2009).

7.3.3.2 Numero de ndédulos por plantay peso seco de nédulos

El tratamiento Rz (Rhizobium CIIDIR 14) present6 el mayor numero de
nodulos por planta (31.33) y no presento6 diferencias significativas con el tratamiento
Rz+Bs (29.33); sin embargo, ambos superaron estadisticamente a los demas
tratamientos. En éste experimento, la fertilizaciéon nitrogenada afecté negativamente
la formacién de ndodulos y coincide con lo reportado por Buttery et al. (1986); el
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tratamiento sin fertilizacion nitrogenada y sin inoculacion (testigo) presenté muy baja
nodulacién (0.33) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Medias de las variables numero de nddulos por planta y peso seco de nddulos de plantas
de frijol variedad azufrado higuera en condiciones de campo, bajo riego por goteo.

TRATAMIENTO NUMERO DE NODULOS POR PESO SECO DE NODULOS
PLANTA 9)
29.33a 0.016 a
Rz + Bs + 80 N (1:0) 8.00b 0.002 ¢
Rz + Bs + 80 N (0:1) 2.00b 0.0006 c
31.33a 0.010b
Rz +80N (1:0) 3.33b 0.0006 ¢
Rz + 80 N (0:1) 1.00b 0.00 ¢
Bs 0.00 b 0.00 ¢
Bs + 80 N (1:0) 0.00b 0.00 c
Bs + 80 N (0:1) 1.00 b 0.001c
Testigo 0.33b 0.00 c
80 N (1:0) 0.00 b 0.00 ¢
80 N (0:1) 0.00 b 0.00 ¢

Medias con letras iguales en cada columna son iguales estadisticamente, Tukey (p<0.05).

Los tratamientos con Bacillus no incrementaron la nodulacion; sin embargo,
existen reportes en los que la inoculacion de Bacillus spp. incrementa el nimero de
nodulos por planta en frijol, que previamente habian sido inoculadas con Rhizobium
tropici (Camacho et al., 2001), resultados similares se encontraron en alfalfa
(Stajkovi¢ et al., 2009). En general, el efecto de las BPCV sobre la nodulacion
depende de muchos factores en los cuales se involucra a las cepas usadas, la

especie vegetal y variedad, y las condiciones ambientales.

La variable peso seco de ndédulos, se incrementd significativamente en el

tratamiento Rz+Bs (0.016 g) con respecto al tratamiento Rz (0.010) (p<0.05); es
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importante mencionar que existe una alta relacion entre el peso seco de nédulos y el
contenido de la proteina leghemoglobina en éstos, por lo que éste parametro se
relaciona con el proceso de fijacion simbiética de nitrdgeno (Huang et al., 1988).

Los nédulos obtenidos en el tratamiento Rz+Bs presentaron el mayor peso
seco unitario (0.00054 g) en comparacion con el peso seco de los nédulos en el
tratamiento Rz (0.00031 g).

Aln se desconoce con certeza sobre los mecanismos especificos que estan
involucrados en la inoculaciéon de BPCV y Rhizobium al incrementar la fijacion
simbidtica de nitrégeno; sin embargo, son atribuidos efectos particulares como la
inhibicién del crecimiento de fito-patdégenos, la capacidad de solubilizar fosfatos y de
sintetizar hormonas vegetales lo cual permite un adecuado establecimiento de lo
rizobios en la zona de la rizosfera e incrementa la disponibilidad de nutrimentos tanto
para éstos microorganismos, como para las plantas hospederas (Camacho et al.,
2001); ademas, existen hipétesis de que algunos mecanismos como la produccion de
metabolitos del tipo sideroforos, fitoalexinas y flavonoides pueden mejorar la

formacion de nédulos en leguminosas (Garcia et al., 2004).

7.3.3.3 Rendimiento de grano

Se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
(p<0.05). El tratamiento Rz+Bs presentd el mayor rendimiento de grano (2.32 t ha™),
y superé estadisticamente a los tratamientos Rz, Rz+80N(0:1), 80N(0:1) y testigo. El
valor mas bajo de rendimiento de grano (1.14 t ha™) se obtuvo con la fertilizacion
nitrogenada a base de amonio 80N(0:1) y en el testigo (1.08 t ha™) (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la aplicacion de diferentes tratamientos sobre el rendimiento del cultivo de frijol
azufrado higuera con riego por goteo. Letras iguales sobre las barras son estadisticamente iguales,
Tukey (P<0.05).

En éste experimento, no se presentaron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos correspondientes a la fertilizacion nitrogenada, tanto en forma
de nitratos 80N(1:0) (1.77 t ha™) como en forma de amonio 80N(0:1) (1.14 t ha™),

como se ha reportado en experimentos a nivel de invernadero (Guo et al., 2002).

La mayoria de los trabajos que han estudiado el efecto de alguna BPCV con
Rhizobium en el cultivo de frijol, se han llevado a cabo en condiciones controladas
(Figueiredo et al., 2008); existen muy pocos reportes en condiciones de campo
(Buttery et al., 1986; Camacho et al., 2001).

La fertilizacion nitrogenada a base de nitratos 80N(1:0) no afectd la fijacion
simbidtica de nitrdgeno en éste cultivo, en comparacion con la aplicacion de amonio
(NH,), esto es contrario a lo que mencionan algunos autores (Vessey y Bollman,
2006).

Cabe mencionar que cuando el cultivo se encontraba en etapa reproductiva,
proximo a la cosecha, se presentd un fenomeno de baja temperatura (hasta -4°C), lo
cual afect6 de manera uniforme al rendimiento en todos los tratamientos del

experimento.
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VIIIl. CONCLUSIONES

Cada una de las 15 cepas nativas de Rhizobium evaluadas en invernadero
actué de manera diferente en la fijacion biolégica de nitrégeno y promociéon de

crecimiento de plantas de frijol.

Cada uno de los 15 aislamientos nativos de Bacillus evaluados en

invernadero tuvo diferente efecto en el crecimiento y desarrollo del cultivo de frijol.

En campo, el tratamiento que incluyé la combinacion de Rhizobium y
Bacillus increment6 la FBN y el rendimiento de grano del cultivo de frijol, en

comparacion a la aplicacion individual de Rhizobium.

El tratamiento con fertilizacion sintética a base de amonio afect6 a la FBN y

a la concentracion de potasio y calcio en el follaje.
El aislamiento Bs14 de Bacillus aument6 la concentracion foliar de fésforo.

Las fuentes de fertilizantes nitrogenados (nitratos y amonio) afectaron el

rendimiento del cultivo de frijol.
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Cuadro 1A: Solucion nutritiva Jensen, deficiente en nitrégeno (VINCENT, 1970)

X.  ANEXOS

Ca HPO, 10g

Mg SO, . 7 H,0 02g

Na CI 0.2¢g

Fe Cl3 01lg

Sol. De Oligoelementos* 1.0 ml
Agua destilada 1000.0 ml
pH 6.7-7.0
* Solucién de oligoelementos

H; BOs 059

Zn SO, 0.05¢g
Mn SO, . H,0O 0.5 g

Cu SO4 . 5H,0 0.02g

Na Mo O4 0.05¢
Agua Destilada 1000.0 ml
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