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RESUMEN

El nitrogeno en el suelo es crucial para la agricultura, pero a menudo es limitante, afectando el
rendimiento de los cultivos. La deficiencia requiere fertilizantes sintéticos, pero su uso inadecuado
causa dafios ambientales y costos elevados. Las bacterias del género Rhizobium, simbiontes
de leguminosas, ofrecen una solucion al fijar nitrogeno de manera sostenible, reduciendo la
dependencia de fertilizantes. Esta investigacion determiné el nimero mas probable (NMP) de
células de Rhizobium spp. procedente de dos biofertilizantes comerciales de origen ecuatoriano y
mexicano en condiciones de invernadero. Para esto, se realizo la inoculacion directa con disoluciones
seriadas (10" a 107°) en macetas con pomina esterilizada al vapor, donde se germinaron plantas de
frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.) de la variedad Blue Lake. A los 45 dias después de siembra (DDS)
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se evaluaron los siguientes indicadores morfologicos: area foliar, peso de la planta en himedo, altura
de planta y namero de flores, determinandose diferencias estadisticas entre el tipo de biofertilizante
y la concentracion de cada dilucion. El experimento se adecud a un disefio de bloques completos
al azar con arreglo de parcela dividida con tres repeticiones por dilucion, en consideracion de las
fluctuaciones de temperatura presentes en la zona de estudio. E1 NMP, al 95% de confianza, fue
de 4,45x107 rizobios g' de pomina en una dilucién 10° para el biofertilizante mexicano, y 1,48x10°
rizobios g*' de pomina en una diluciéon 10 para el biofertilizante ecuatoriano. La dilucién éptima
estimada para ambos productos fue de 10%.

Palabras clave: Rhizobium, leguminosas, dilucidn, simbiosis, sustratos, dosis.
ABSTRACT

Soil nitrogen is crucial for agriculture, but it is often limited, affecting crop yields. Deficiency
requires synthetic fertilizers, but their improper use results in environmental damage and high
costs. Bacteria of the genus Rhizobium, symbionts of legumes, offer a sustainable solution by fixing
nitrogen, thus reducing dependence on fertilizers. This research determined the most probable
number (MPN) of cells of Rhizobium spp. from two commercial biofertilizers of Ecuadorian and
Mexican origin under greenhouse conditions. For this, direct inoculation with serial dilutions (10
to 10"°) was performed in pots with steam-sterilized pumice where Blue Lake variety snap bean
(Phaseolus vulgaris L.) plants were germinated. The following morphological indicators were
evaluated at 45 days after sowing (DAS): leaf area, plant wet weight, plant height, and number of
flowers, determining statistical differences between the type of biofertilizer and the concentration
of each dilution. The experiment followed a randomized complete block design with a split-plot
arrangement, with three replicates per dilution, considering temperature fluctuations in the study
area. The MPN at 95% confidence was 4.45x10” rhizobia g™ of pumice at a 10-5 dilution for the Mexican
biofertilizer, and 1.48x10° rhizobia g of pumice at a 10 dilution for the Ecuadorian biofertilizer. The

estimated optimal dilution for both products was 108,

Keywords: Rhizobium, legumes, dilution, symbiosis, substrates, dose.

INTRODUCCION

El nitrégeno (N) es un elemento esencial
para el desarrollo del ciclo fenologico de las
plantas, su biodisponibilidad resulta limitante
en la productividad de los cultivos, ya que es
requerido para la sintesis de macromoléculas
como proteinas y ADN (Cero6n y Aristizabal, 2012;
Morales-Morales et al., 2019), sin embargo, pese
a ser abundante en la atmdsfera en forma de N
gaseoso (N,), no es biodisponible para la planta,
limitdndose a las reservas de N inorgéanico en
forma de amonio y nitratos (NH," y NO,), formas
presentes en el suelo y en las que es disponible
para el desarrollo vegetal (Pankievicz et al.,
2019). La deficiencia de este elemento es suplida
mediante la adicidn de fertilizantes nitrogenados
(Mahmud et al., 2020), sin embargo, la produccion
de fertilizantes sintéticos demanda un elevado
consumo de energia y altos costos (Cherkasov
et al., 2015), sin mencionar los efectos negativos
en el ambiente como la fuga de N en forma de
N,O hacia la atmdsfera y la eutrofizacion de
los cuerpos de agua subterrdnea y superficial
producto de la infiltracion y escorrentia de formas
quimicas reactivas de N (Zhang et al., 2020).

En la naturaleza, determinados
microorganismos del suelo cumplen un papel
crucial en el ciclo del N (Barrera et al., 2012;
Morales-Morales et al., 2019). La interaccion
microbiana en la transformacion del N implica
la fijacién de N, en NH,’, éste posteriormente
es asimilado y convertido en N para formar
parte de la biomasa (Kuypers et al., 2018). Los
microorganismos responsables de la fijacion
biologica del N atmosférico (FBN) son conocidos
diazétrofos que incluyen especies de los dominios
Bacteria, Archaea y un limitado grupo de
eucariotas (Mahmud et al., 2020), los diazotrofos
pueden clasificarse en tres grupos, dependiendo
del mecanismo involucrado para la FBN (Kneip
et al., 2007). Los diazétrofos simbidticos fijan
N tnicamente en estructuras especializadas
llamadas nddulos, formados por hospederos
especificos de la familia Fabaceae, con excepcion
de Frankia spp., que puede formar nédulos en
arboles distintos al grupo de las leguminosas
(Boyd y Peters, 2013). De igual forma, los
diazétrofos endofiticos fijan N al desarrollarse
dentro de los tejidos vegetales de leguminosas
y no Ieguminosas, sin presentar estructuras
especializadas (Gupta et al.,, 2019), finalmente,
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las bacterias diazotréficas asociativas y de vida
libre, pueden fijar N mientras se desarrollan en
la superficie de las raices o en el suelo rizosférico
(Nag et al., 2020).

El sistema de FBN se restringe de forma
especial ala relacion simbiotica entre leguminosas
y bacterias conocidas como “rizobios” (Mus et
al,, 2016), este término generaliza a las bacterias
de los filos a y B-proteobacteria que son capaces
de formar ndédulos de raiz en sus hospederos,
llamandos también simbiontes de raiz (Ferrera-
Cerrato, 2007; Lindstrom y Mousavi, 2020),
este grupo de bacterias comprende 18 géneros
de las familias Rhizobiacea (Rhizobium, Ensifer,
Allorhizobium.,  Pararhizobium,  Neorhizobium,
Shinella),  Phyllobacteriacea  (Mesorhizobium,
Aminobacter, Phylobacterium), Brucelaceae
(Ochrobactrum), Methylobacteriaceae
(Methylobacterium, Microvirga), Bradyrhizobiaceae
(Bradyrhizobium), Xanthobacteraceae
(Azorhizobium), Hyphomicrobiaceae (Devosia) y
Burkholderiaceae (Paraburkholderia, Cupriavidus,
Trinickia) (Jaiswal et al., 2021; Lindstrom vy
Mousavi, 2020).

La asociacion entre bacterias noduliferas
fijadoras de N (BNFN) y la planta hospedera
depende del intercambio de carbono provisto a
través de los fotosintatos de la planta como fuente
de energia para los microorganismos, ademas
de N en forma de NH/, que es retornado a la
planta mediante la actividad de la nitrogenasa
microbiana (Lindstrom y Mousavi, 2020).
El proceso de nodulaciéon se da lugar bajo
condiciones de escasez de N en el sistema edéafico,
produciéndose interacciones a nivel molecular
entre la raiz de la planta y los rizobios (Ayra et
al., 2021; Maroti y Kondorosi, 2014), ademas,
esta relacion también se ve determinada por la
interacciéon genotipo por ambiente (Lodeiro,
2015; Oono y Denison, 2010).

Esta interaccion se produce gracias a
compuestos polifenélicos, llamados flavonoides,
exudados por la raiz hacia la rizosfera, estos
actian como quimio-activantes para los rizobios
(Peters et al., 1986; Masson-Boivin et al., 2009),
en consecuencia, sus genes responsables de la
nodulacion (nod) actuan (Suarez et al., 2008;
Walker et al., 2020). Esta interaccion es especifica,
de tal suerte que los flavonoides exudados por
un espectro limitado de leguminosas hospederas
seran recibidos por determinadas cepas de
rizobios (Cerro et al., 2017; Garcia y Ojeda, 2004;
Goldwasser et al, 2010; Liu y Murray, 2016;
Peters et al., 1986).

El efecto de las BNFN en el desarrollo vegetal y
el aumento de la produccién ha sido ampliamente
descrito (Acuna y Uribe, 2016; Escobar Avendario,
2012; Giller y Cadisch, 1995; Herridge, 2008; Vigosi

et al., 2020). Por ejemplo, la fijacion biologica de
N, producto de la inoculaciéon de Bradyrhizobium
japonicum, contribuye al aumento significativo del
numero de vainas en plantas de soya (Glycine max
L. Merril) (Mahmud et al., 2020), Gonzalez et al.
(2012) reportan un incremento en el rendimiento
con 1,34 t ha' de frijol comdn mas que las plantas
sin inoculaciéon con Rhizobium spp. Lo propio,
sucede con la inoculacién con cepas nativas de
Rhizobium spp. en frijol de la variedad Blanco
Molinero que obtiene 2.836 kg ha’, valor que
supera la media nacional de Pert de 2.000 kg
ha' cultivada de forma convencional (Cantaro-
Segura et al., 2019), en esta misma senda, Chipana
et al. (2017) determinaron que, ademas de existir
influencia positiva en el rendimiento por hectarea,
el rendimiento por planta y nimero de vainas
por planta de frijol comtin después de aplicar
Rhizobium etli directamente en el suelo también
se potencializa, indicando que existe una notable
incidencia en aspectos morfofisioldégicos en el
cultivo, esto demuestra que los rizobios tienen
un efecto positivo en la mejora de indicadores
morfoldgicos y productivos como el aumento del
numero de hojas, mayor altura de planta, mayor
numero de vainas por planta y mayor peso de
grano por vaina (Calero et al., 2019).

Otros estudios, complementan los beneficios
de los rizobios mas alla del rendimiento, por
ejemplo, Van Sambeek y Garrett (2004) reportan
el aumento del 28% de N disponible en suelo de
bosque gracias al efecto de la rizodeposicién de
las leguminosas noduladas por rizobios, lo que
sin duda es clave en la mitigacion de los efectos
de la emision de gases de efecto invernadero.
De la misma manera, la alfalfa (Medicago sativa
L.), una leguminosa forrajera, que se utiliza
como cultivo asociado de diferentes especies
vegetales, es capaz de proveer de N asimilable al
suelo gracias al mecanismo simbidtico rizobios-
leguminosa (Adhikari y Missaoui, 2017; Heichel
et al., 1981), convirtiéndose en una leguminosa
estratégica también en la obtencién de pasturas
mas eficientes en términos de ganaderia (Cox et
al., 2019), otros autores reportan beneficios del
uso de BFN como promotoras de crecimiento
vegetal en otros cultivos de canasta basica, por
ejemplo, en cultivos de ragi (Eleusine coracana) y
garbanzo verde (Vicia radiata) en simbiosis con
Rhizobium mayense en la India (Shameem et al.,
2023), chocho (Lupinus mutabilis) en simbiosis con
Bradyrhizobium spp. en Peru (Monroy-Guerrero
et al., 2022) o habas (Vicia faba) en simbiosis con
Rhizobium spp. en Etiopia (Allito et al., 2020).

Por otro lado, los rizobios representan una
potencial herramienta biotecnologica de facil
aplicacién agricola sin los efectos nocivos por
el mal uso de los fertilizantes quimicamente
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sintetizados en el ambiente (Crews y Peoples,
2004), por ejemplo, algunos de ellos son
tolerantes a suelos con remanentes de pesticidas
derivados de fenantreno y benzo[a]pireno
(Gonzalez-Paredes et al, 2013), asi mismo,
Garciduefias-Pifia et al. (2022) destacan el papel
de los rizobios en procesos de fitoremediacion
aplicada a la remocién de cobre y otros metales
pesados gracias a la interaccion de Rhizobium spp.
con especies forestales como Prosopis laevigata y
Acacia farnesiana.

En virtud de lo anterior, el estudio de
la infecciéon y formacion de nodulos en las
raices de una leguminosa es fundamental
para el potenciamiento de esta herramienta
biotecnoldgica, éste es uno de los criterios mas
confiables para la diferenciacién de los rizobios
de otros microorganismos eddficos de forma
cualitativa (Matos y Zuniga, 2003). Cuando
se requiere hacer un recuento de los rizobios
presentesenunamuestraque contengavariostipos
de microorganismos, como por ejemplo, muestras
de suelos o ensayos en sustratos no estériles, es
necesario contar los rizobios indirectamente por
los nodulos que se hayan formado en plantas
estériles de una especie leguminosa mediante
el método del Numero Mas Probable (NMP)
(Centro Internacional de Agricultura Tropical,
1988), esta prediccion estadistica supone ser una
herramienta util para estimar la concentracién
aproximada de microorganismos por unidad de
masa de sustrato, suelo o semilla, especialmente
cuando no se dispone de un laboratorio o los
recursos necesarios para lograr este fin.

El objetivo de esta investigacion fue determinar
el efecto de dos biofertilizantes comerciales
de diferente origen (mexicano y ecuatoriano)
enriquecidos con Rhizobium spp. en el recuento
de rizobios e indicadores morfologicos de la
vainita o frijol ejotero (Phaseolus vulgaris L.)
de la variedad Blue Lake en condiciones de
invernadero en el Ecuador. Actualmente existe
una gran cantidad de productos aparentemente
con propiedades biofertilizantes en el mercado
de insumos agricolas, los cuales pueden ser
validados con la metodologia que se propone
en esta investigacion, de esta manera se pueda
garantizar que el pequefio agricultor tenga
resultados positivos en el uso de estos productos
biologicos.

MATERIALES Y METODOS

Sitio del experimento

La investigacion se realizo en condiciones de
invernadero en el Campo Docente Experimental
“La Tola” (CADET), de la Facultad de Ciencias
Agricolas de la Universidad Central del Ecuador,

ubicado en la latitud S 0°13'28.04545"", longitud
W 78°22°16.74608"", a 2 457 m.s.n.m. (GPS Test),
durante el periodo 2021-2022, en la provincia de
Pichincha en la parroquia Tumbaco.

ElCADET estd ubicado en la zona de transicion
ecolégica de bosque montano bajo y bosque
hiimedo montano bajo (Canadas, 1983; MAGAP,
2013). Segun datos meteorologicos tomados de
la Estacion Meteorolégica M002 “La Tola” del
Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia,
ubicada en el mismo campo experimental,
entre el periodo 2013 a 2020, las temperaturas
maximas alcanzan los 25 °C, mientras que las
minimas descienden entre los 10 a 5 °C, teniendo
en promedio temperaturas entre los 15 a 18 °C
(Céceres et al., 2021). Por otro lado, en cuanto a
régimen pluviométrico, se observa que el periodo
con mayores precipitaciones se registra entre
enero a mayo, con un maximo entre marzo y
abril; cuando las precipitaciones superan los 200
mm, éstas empiezan a disminuir en la temporada
seca que se produce entre junio a agosto,
posteriormente en el ultimo cuatrimestre del afio,
las precipitaciones aumentan progresivamente.
Estas fuentes de variabilidad espacio-temporales
son consideraciones importantes en los ciclos de
cultivo en los Andes ecuatorianos, temperaturas
inferiores a los 10 °C y altas precipitaciones
afectan negativamente el cultivo de frijol ejotero
(Toledo, 2003; Caceres et al., 2021), siendo la
temperatura la principal fuente de variabilidad
del experimento.

Implementacion del experimento

La implementacion del experimento consistid
en tres momentos, primero se esterilizé al vapor
el sustrato, éste consistio en pomina (cascajo de
piedra pémez) de tamafio uniforme de +5 mm en
promedio, el cual fue colocado en setenta macetas
sin perforaciones de polietileno expandido con
capacidad de 1 dm® que previamente fueron
esterilizadas con alcohol isopropilico al 99%, la
cantidad de sustrato colocado fue de 400 g, cada
maceta se constituye en una unidad experimental.

El segundo momento consistié en la siembra
de las semillas de frijol ejotero (Phaseolus vulgaris
L.) de la variedad Blue Lake, importada de los
Estados Unidos de Norteamérica. La siembra
se realizé a una profundidad de 3 cm, es decir,
aproximadamente tres veces la longitud de la
semilla.

El tercer momento implicé la preparacion de
diez diluciones seriadas (10" a 107°) a partir de
dos Dbiofertilizantes comerciales enriquecidos
con Rhizobium spp. de origen ecuatoriano y
mexicano, el primero con una concentracién de
partida para la solucién madre de 1x10” UFC por
gramo y el segundo con 5x10% UFC por gramo.
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A partir de estas diluciones, se inoculé con una
jeringuilla de 1 mL de capacidad, una tnica
dosis en cada maceta, de modo que, para cada
dilucién existio tres repeticiones (tres unidades
experimentales) para cada biofertilizante como lo
recomiendan Munoz-Rojas et al. (2016), es decir,
treinta macetas para el biofertilizante ecuatoriano
y treinta macetas para el mexicano, ademas se
prepararon diez macetas testigo en las que no
se inoculd ningun producto, este procedimiento
se realizé siguiendo las recomendaciones de
Moreira (2012).

El riego se realizé con agua destilada, éste fue
dosificado partiendo de un volumen de 3 mL por
planta de forma diaria, se aplic6 manualmente
con jeringuillas esterilizadas para cada aplicacion
en todas las macetas, mismo que fue aumentando
semanalmente a razon de 1,17 mL hasta alcanzar
10 mL en la séptima semana en la que se realizo el
ensayo destructivo. Las macetas fueron cubiertas
con papel film traslticido hasta la primera semana
de emergencia, cuando el hipocédtilo empieza
a ser visible y comienza su desarrollo, esto con
la finalidad de evitar la contaminacién de los
inéculos, el diseno del experimento se basd en
las recomendaciones del Centro Internacional de
Agricultura Tropical (1988) y Moreira (2012).

Determinacion de rhizobia mediante ntimero
mas probable (NMP)

La determinacion del NMP, se basa en la
técnica de inoculacién en planta desarrollada
por Brockwell (1981) empleando P. wvulgaris
como cultivo trampa por su amplio rango
de leguminosa hospedera y precocidad de
nodulaciéon (Martinez-Scott et al., 2002). Para el
calculo del NMP se requiere la ecuacion [1]:

mxd

NMP = (1]

vin

Donde:
NMP =ntimero mas probable de células por
gramo de sustrato;

m = numero mas probable (por mL) en la
primera dilucién considerada;

d = dilucién de la primera dilucién
considerada;

v = volumen inoculado (1 mL);

n =numero de semillas, volumen o peso

del suelo, sustrato o del inoculante.

Variables evaluadas

Segin la ficha técnica de las semillas, la
variedad de vainitas Blue Lake tienen un ciclo
de produccién de 65 dias, la floracién inicia
aproximadamente a los 45 dias después de la
siembra (DDS) (ALASKA S.A., 2019), rango que

coincide con los valores reportados para plena
floracion en P. vulgaris por Cantaro-Segura et al.
(2019). Las variables fueron medidas a los 45 DDS
en consideracion que las plantas se encontraban
en plena floracién bajo las condiciones
experimentales, cuando se esperaria que la
nodulacion se encuentre en su punto maximo, al
ser un ensayo destructivo valido para estudios
posteriores, no se evalué rendimiento, las
variables medidas fueron: area foliar (cm?), peso
de la planta en hiimedo (g), que, si bien es cierto,
la literatura sugiere la variable peso de la materia
seca, puesto que el contenido de agua varia en
funcion de las condiciones ambientales, en este
ensayo experimental por limitantes operativas
y por consideraciones de ensayos futuros que
comprenderan esta variable en condiciones de
humedad, se procedid tnicamente a reportar
el peso en humedo enfatizando se trata de una
variable morfolégica y no productiva, se midio
ademas, altura de planta (cm) y ntimero de flores
(unidades por planta).

Para la evaluacion de la inoculacion de las
cepas, por presencia o ausencia de noédulos
en la raiz de cada planta se utilizo la tabla de
NMP del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (1988), basada en la original publicada
por Vincent (1975) para determinar el NMP
de rizobios por unidad de masa de sustrato
empleado en funcién de cada concentracion
realizada. Para la determinacion del area foliar
se empled la herramienta informatica Image]J
(Image Processing and Analysis in Java) version
1.8.0_172 para Windows 10 en 64 bit.

Disefio experimental y Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se emple6 la
herramienta de software RStudio version
2021.09.0 Build 351. El andlisis de los datos de
las variables se adapté a un Disefio de Bloques
Completos al Azar (DBCA) con arreglo de parcela
dividida, la parcela grande considera los dos
biofertilizantes, la parcela chica considera las diez
diluciones con tres repeticiones por diluciéon y por
biofertilizantes y diez testigos no inoculados pero
sometidos a las mismas condiciones, el disefio se
justifica por la variabilidad que se presenta en las
condiciones de temperatura particulares de los
valles interandinos de Ecuador, existiendo en el
mismo dia variacion de temperatura, incluso en
condiciones de invernadero, lo que afecta a las
unidades experimentales, estas variaciones en el
CADET pueden ir de 25 °C en el pico mas alto a
menos de 10 °C en su punto mas bajo, con una alta
posibilidad de heladas, temperaturas que afectan
a la vainita segtin afirma Toledo (2003), al no
contar con invernaderos adecuados, se propone
la aplicaciéon de un disefio completamente
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aleatorizado como comunmente se realiza en
condiciones analogas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Numero Mas Probable (NMP)

La evaluaciéon de la nodulacién de las
plantas de frijol ejotero inoculadas con todas las
disoluciones a los 45 DDS comprendié el conteo
de positivos (existe presencia de noédulos) y
negativos (ausencia de noédulos) por maseta,
incluyendo plantas testigo, las que no fueron
inoculadas y en consecuencia ninguna presentd
nodulacion (Tabla 1).

La tabla de NMP, publicada por el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (1988),
muestra los nimeros mas probables para 10,
8, 6 y 4 diluciones (S), esta fue validada con un
factor del 95% de los limites de confianza, con
este instrumento se evaluaron dos pruebas
de nodulaciéon considerando el origen del
biofertilizante enriquecido con Rhizobium spp.,
existieron diez disoluciones cuyas concentraciones
fueron seriadas desde 10" hasta 10°°.

En el caso del biofertilizante enriquecido con
Rhizobium spp. mexicano, se evalué el NMP
considerando ocho diluciones (S = 8) tomando
como primera disolucion a la concentracion
10° por ser la primera en presentar respuesta
positiva a la nodulacién en todas las repeticiones.

En el biofertilizante enriquecido con Rhizobium
spp. ecuatoriano, existieron siete disoluciones,
de un total de diez que inicialmente fueron
consideradas para la evaluacién del NMP, no
obstante, solo se considerd para el calculo un total
de seis disoluciones (S = 6) siendo la primera,
aquella que presenta resultados positivos en sus
tres repeticiones en la concentraciéon 10“. En el
primer caso se cuentan 22 macetas positivas y
en el segundo 18 macetas, es decir, presentaron
nédulos, en el caso de las plantas testigo no
existié nodulacion.

El descarte de las tres primeras disoluciones
para el biofertilizante ecuatoriano y dos primeras
del mexicano del calculo, se fundamenta en que
normalmente las disoluciones menores, es decir,
aquellas que presentan mayor concentracion
de microorganismos, pueden contaminarse
con muchos otros microorganismos que a
veces inhiben el crecimiento de la planta o en
su defecto la nodulacién, o por el contrario
siempre tenderan a nodular; mientras que, en las
disoluciones mayores, es decir, las mas diluidas,
las plantas nodulan como respuesta a un bajo
indice de contaminantes, en estos casos, las
macetas son contadas como positivos (Vincent,
1975; Centro Internacional de Agricultura
Tropical, 1988; Bécquer, 2004), sin embargo, el
comportamiento que se observa en la Tabla 1,
puede deberse a que el biofertilizante con cepas

Tabla 1. Control de positivos y negativos del ensayo de nodulaciéon en funcidn del biofertilizante y
la concentracion de la disolucion empleada.
Table 1. Control of positives and negatives of the nodulation test depending on the biofertilizer and

the concentration of the solution used.

Rhizobium spp. Rhizobium spp.
Dilucion (México) Dilucion (Ecuador) Plantas testigo
R1 R2 R3 R1 R2 R3
10 + + + 10" + + + 1 -
102 + + + 102 + + + 2 -
10° + - + 103 + + + 3 -
10+ + + - 10+ A + + 4 -
105 + + + 105 + + + 5 -
10 + + + 10° + + + 6 -
107 + + + 107 + + + 7 -
108 + + + 108 - + + 8 -
10° + + + 10 - + + 9 -
101 + + + 1010 + - + 10 -

* (+) Plantas con presencia de nédulos, (-) Plantas con ausencia de nédulos. R = Repeticiones. En gris
claro las repeticiones excluidas del calculo por recomendacién de CIAT (1988) en consideracion de su alta
concentracion y en gris oscuro, la repeticion a partir de la cual se considera el conteo de NMP por presentar
triple positivo conforme se indica en la metodologia. La diferencia en el comportamiento puede explicarse
por la interaccién gen por ambiente, ya que son cepas obtenidas en diferentes origenes y condiciones

ambientales (Oono y Denison, 2010).
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de Rhizobium spp. ecuatoriano, se encuentran
mejor adaptadas a las condiciones ambientales
en los Andes, de forma contraria, el producto
mexicano presenta nodulacién negativa en dos
macetas correspondientes a las diluciones 107
y 10* respectivamente, esto puede deberse a
la interaccion genotipo por ambiente (Oono
y Denison, 2010), ya que se tratan de cepas
introducidas que no fueron previamente
sometidas a un proceso de adaptacién a las
condiciones ambientales propias de los valles
interandinos ecuatorianos, y por tanto, se aplicd
conforme utilizan los pequefios agricultores de la
Sierra ecuatoriana quienes no realizan periodos
de aclimatacién de las cepas de ningtin producto
biolégico comercial importado.

Los valores de nimeros mas probables (1) por
mililitro en las primeras disoluciones, segun lo
consultado en el instrumento, fueron de 5,8 x 10*
células para S =8 en su primera disolucion 10° y de
5,9 x 10° células para S = 6 en su primera disolucioén
10*. El célculo del NMP requiere emplear la
ecuacion [1] detallada en la metodologia, los
resultados que se obtuvieron son 4,45x107 rizobios
g' de sustrato de pomina estéril inoculada con
el biofertilizante enriquecido con Rhizobium
spp. de origen mexicano y 1,48 x 10° rizobios g™
de sustrato de pomina estéril inoculada con el
biofertilizante enriquecido con Rhizobium spp.
de origen ecuatoriano, al respecto, Fernandez-
Canigia (2020) sostiene que las cepas de distintas
especies rizobianas tienen condiciones éptimas
de crecimiento segun los factores ambientales,
lo propio sucede con los diferentes cultivares de
leguminosas, dicho de otra manera, si la planta
se encuentra en condiciones suboptimas de
desarrollo, ésta limitard la simbiosis y por lo tanto
la FBN.

Las comunidades bacterianas que nodulan la
planta hospedera indican si las condiciones del
ensayo experimental, tales como temperatura,
luz, humedad o concentracién de nutrientes
son adecuadas para que se lleve a cabo el
proceso de nodulacién y en consecuencia la
fijacién simbiodtica de N en las plantas para su
desarrollo, en lo referente a temperatura, se sabe
que esta variable puede afectar la persistencia
de los rizobios en inoculantes y puede influir
sobre su supervivencia en el suelo, éste es un
mecanismo que la naturaleza ha desarrollado
para condicionar a lo largo del afio el niimero de
poblaciones naturalizadas en el suelo, por tanto
el estrés térmico (por altas o bajas temperaturas),
ocurrido especialmente en la fase inoculacion
tendra como efecto una marcada reduccién en
el nimero de bacterias efectivas introducidas
(Mpepereki et al., 1996; Fernandez-Canigia, 2020).

En este contexto, cultivares como soya y frijol,

requieren temperaturas entre 25 a 30 °C para
su Optima simbiosis y, donde rangos térmicos
inferiores en el suelo, restringen la nodulaciéon
y fijacion simbidtica de N (Lira-Junior et al.,
2005), en virtud de aquello, las variaciones de
temperatura en el sustrato o en el suelo son un
factor trascendental en la actividad simbiotica
entre el microorganismo y la planta, esto
definitivamente es un factor edafoclimatico
a tomar en cuenta en las zonas de cultivo de
leguminosas en los valles interandinos propios
de paises como Ecuador, Colombia y Pert, cuyas
temperaturas presentan fluctuaciones extremas
en un mismo dia (Espinosa, 1991; Espinosa et
al., 2018; Mohr y Pendleton, 1944; Sanchez, 1976;
Zehetner et al., 2003), es por esto que, pese a
que los ensayos de nodulaciéon se realicen en
condiciones de invernadero, si éste no presenta
un sistema de control térmico, éste no queda
exento de la incidencia térmica del exterior tanto
del ambiente como del suelo o de los sustratos en
maceta, actuando como un factor de bloqueo en
el ensayo experimental (Gutiérrez Pulido y De la
Vara Salazar, 2008).

Por otro lado, Hasan et al. (2022) demostraron
enhallazgosrecientes que laformacién denddulos
en plantas de soya se ve inducido por senales
activadas por efecto de la luz que se mueve desde
la parte aérea de la planta hasta sus raices, lo que
implica un nuevo factor de variabilidad en el
estudio de la interacciéon Rhizobium-leguminosa,
este asombroso descubrimiento podria explicar
parte de la variabilidad que se presenta en la
nodulacidn, pese a existir inéculo viable.

En cuanto a la concentracién de rhizobia
necesaria para obtener resultados positivos
en los cultivos, se debe mencionar que no hay
estudios que puedan ser extrapolados para este
fin, asi lo determinaron Mulas Garcia et al. (2018),
no obstante, la dosis de rhizobia necesaria para
garantizar la nodulacién en plantas leguminosas
es 10* rizobios g de suelo (Hirsch, 1996). E1 NMP
paralainoculacion directa en semilla puede variar
en funcién de la calidad de los inoculantes de
pais a pais, por sus condiciones edafoclimaticas
particulares, y por lo general estd entre 10° y
10° UFC semilla’ (Herrmann y Lesueur, 2013),
analogo a lo determinado Bernal y Graham
(2015) cuyos valores de NMP varian entre 10* y
10° bacterias por gramo de suelo, las diferencias
podrian deberse al tipo de sustrato empleado
y la naturaleza del indculo, las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo, la humedad y las
relaciones climaticas al momento de la toma de las
muestras, estos factores condicionan la cantidad
de exudados de las raices y determinan la
variacion de la presencia de bacterias diazétrofas
en las muestras, especialmente en condiciones de
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campo (Argiiello-Navarro et al., 2016; Fernandez-
Canigia, 2020).

Asimismo, los investigadores Bernal vy
Graham (2015) reportan un rango de NMP de 10°
a 10° bacterias por gramo de suelo en todos los
conteos de NMP de Rhizobium spp. en tres suelos
del Ecuador, valores independientes del cultivar
empleado, donde ademas la diversidad genética
estimada en dos de los tres suelos analizados fue
mayor cuando se emplearon cultivares de frijol
nativo, los autores reportan un NMP de 3,59x10°
bacterias por gramo de suelo en Cotacachi
(Imbabura, Ecuador), para la variedad de frijol
Puebla 152, y de forma andloga, en la misma
localidad, un NMP de 3,36x10° bacterias por
gramo de suelo para la variedad de frijol Bolén 6.

En soya, Albareda et al. (2009) consiguieron
una produccién maxima con intervalos de
entre 10° a 10° rhizobia semilla?, donde ademas
se observaron incrementos en el peso seco
del nodulo, el rendimiento de la semilla y el
contenido de N de la semilla cuando el niimero
de rizobios aplicados a la semilla aumenté de 10*
a 107 UFC g de suelo, rango en el que se ubicarian
los valores de NMP reportados en este estudio en
sustrato de pomina estéril.
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Respuesta de los indicadores morfoldgicos al
tipo de biofertilizante y concentracién

Las plantas inoculadas con Rhizobium
spp., mismas que fueron empleadas en la
determinacion del NMP presentan importantes
diferencias en las variables area foliar (cm?), peso
de la planta en himedo (g), altura de planta (cm)
y numero de flores (unidades por planta). En la
Fig. 1 se puede observar cémo se distribuyen
los valores medidos de cada variable en funcién
del tipo y concentracion de Dbiofertilizante
enriquecido con Rhizobium spp. (ecuatoriano y
mexicano). En todos los casos se puede observar
una respuesta mayor para el biofertilizante de
origen ecuatoriano, en donde, las diluciones
107, 10* y 10° demuestran un incremento en
area foliar, siendo 10® la concentraciéon 6ptima
para encontrar mejoria en los indicadores (Fig.
1a), peso de la planta (Fig. 1b), altura (Fig. 1c) y
numero de flores (Fig. 1d).

El andlisis de varianza en DBCA con arreglo de
parcela divida demuestra que existen diferencias
estadisticas altamente significativas (Tabla 2) en
el incremento del area foliar, peso de planta en
htimedo, altura de planta y niimero de flores por
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Fig. 1. Respuesta de las variables: a) area foliar (cm?), b) peso de la planta en humedo (g), ) altura de
planta (cm) y nimero de flores a los 45 DDS en funcién del tipo de biofertilizante enriquecido
con Rhizobium spp. y su concentracién. Graficos obtenidos con RStudio.

Fig. 1. Response of the variables: a) leaf area (cm ?), b) wet plant weight (g), ¢) plant height (cm) and
number of flowers at 45 DAP depending on the type of biofertilizer enriched with Rhizobium
spp- and its concentration. Graphs were created using RStudio.
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efecto del tipo de biofertilizante enriquecido con
Rhizobium spp. que se emple6 en el ensayo de
nodulacion para un « igual a 0,05, dado que su
nivel de significancia es menor al de a se concluye
que la relacién es diferente de cero (Morales,
2011) demostrandose las diferencias estadisticas
mencionadas.

Lo propio sucede con la incidencia de la
concentraciéon sobre el incremento del peso en
huimedo de la planta y la interaccion entre tipo
de biofertilizante y concentraciéon propiamente,
Torres Gutiérrez (2008) determiné que, al evaluar
el peso fresco y seco del follaje de frijol comtn, no
se observan diferencias estadisticas significativas
en tratamientos de inoculacién combinada o de
Rhizobium spp. ensolitario, por tal que no restringe
el uso del peso fresco como variable indicadora
de variacion en factores morfofisioldgicos,
especialmente si se busca correlacionar con area
foliar e indice de clorofila en estudios posteriores,
salvo que se busque evaluar especificamente
biomasa.

Por otro lado, también se encuentran
diferencias estadisticas en la variable respuesta
altura de planta como consecuencia de la
concentracion empleada en la inoculacién del
sustrato, asi como la interacciéon entre el tipo
de Dbiofertilizante versus concentracion, para
esta misma fuente de variacion se identifica una
ligera diferencia para la variable respuesta area
foliar. Los graficos de validacion (QQ-plot) de
los residuos y los datos predichos de cada una
de las variables se ajustan al modelo propuesto
como se demuestra en Fig. 2 en sus literales
correspondientes.

La respuesta de las variables medidas
confirma el beneficio en el comportamiento de
los indicadores morfoldgicos y productivos del
frijol inoculado con BNEN, Calero et al. (2019)
reportan un incremento en el rendimiento del

grano como consecuencia del mejoramiento
de los parametros morfolégicos como el
numero de hojas por planta y el area foliar tras
emplearse bacterias diazotroficas. El beneficio
de la inoculacién se extiende también a otros
componentes del rendimiento como el nimero
de vainas por planta, consecuencia de un mayor
namero de flores, mayor cantidad de granos por
vaina y un importante incremento en la masa de
cada 100 granos de frijol comestible. Estos efectos
corroboran los criterios de Diaz et al. (2009)
quienes manifiestan que los microorganismos
eficientes pueden ser empleados como inoculantes
del suelo para la restitucién del equilibrio de las
poblaciones microbioldgicas que componen el
sueloy, en consecuencia, una mejora sustancial en
la disponibilidad y asimilacién de nutrientes que
favorece un desarrollo éptimo de los hospederos
de estos microsimbiontes.

Tras rechazarse la hipétesis nula de igualdad
de medias mediante por el método de analisis de
varianza, para las fuentes de variabilidad: tipo
de biofertilizante y concentracién, se requiere
comparar las medias de los t niveles de los factores
que obtienen diferencias estadisticas significativas
en las fuentes de variabilidad mencionadas (Tabla
2) mediante el test de comparaciones multiples de
Tukey (HSD Tukey) a fin de establecer los rangos
optimos de las fuentes de variabilidad con un «
igual a 0,05.

Elincremento en el area foliar por efecto del tipo
de biofertilizante denota que existen diferencias
entre las medias calculadas, se determind dos
rangos de significancia, el mayor con una media
calculada de 116,55 cm? de area foliar para las
plantas inoculadas con Rhizobium spp. de origen
ecuatoriano frente a 76,25 cm? de media calculada
de area foliar para las plantas inoculadas con
Rhizobium spp. de origen mexicano como se
muestra en la Fig. 2 literal a.1.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson (valor P) del analisis de varianza con « de 0,05.
Table 2. Pearson correlation coefficients (P-value) from the analysis of variance with « of 0.05.

Coeficientes de Correlacion de Pearson (valor P)

Fuente de Variacion Area Foliar Peso de Planta Altura de Numero de
(cm?) (g) Planta (cm) Flores (unidad)
Tipo de Biofertilizante 1,25x10-9*** 5,36x10-11*** 9,25x10-9*** 2,54x10-9***
Concentracion 0,1784 1,03x10-5*** 0,00751** 0,2116
Tipo de Biofertilizante vs.
C . 0,0129* 7,21x10-5*** 0,00903** 0,0697
oncentracion

Tipo de Biofertilizante vs.

0,3486 0,0779 0,2318 0,1262

Repeticion

Signif. codes: 0" ** " (0,001 "**"0,01"*"0,05"."0,1" "1
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Fig. 2. Rangos de significancia de las variables: area foliar (a.1), peso de la planta en humedo (b.1y
b.2), altura de planta (c.1y c.2) y nimero de flores por planta (d.1y d.2).

Fig. 2. Significance ranges of the variables: leaf area (a.1), wet plant weight (b.1 and b.2), plant height
(c.1 and c.2) and number of flowers per plant (d.1 and d.2).
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En cuanto al incremento del peso de la planta
en hiimedo, por efecto del tipo de biofertilizante,
se observa dos rangos significancia (Fig. 2.
B.1), de forma que la media que se obtiene
para el producto ecuatoriano es de 10,26 g
por planta frente al producto mexicano que
alcanza una media de 7,70 g por planta. Ademas
la variable presenta diferencias estadisticas
significativas en funcién de la concentracion de
biofertilizante empleada, estableciéndose tres
rangos de significancia donde la concentracién
10® presenta mayor incremento en el peso de la
planta en himedo independientemente del tipo
de biofertilizante empleado, considerando que
las concentraciones 10°¢ a 10" con relacién a la
variable, poseen un mismo rango de significancia
podemos afirmar que estos resultados guardan
consistencia con los valores de NMP reportados.

La variable altura de planta obtiene una media
para el producto ecuatoriano de 25,03 cm frente
a 17,12 cm obtenidos por efecto del producto
mexicano como se evidencia en la Fig. 2. Literal
c.1. De manera analoga, el HSD test evidencia dos
rangos de significancia entre las concentraciones
de biofertilizante, siendo la concentracion 108
la que alcanza mejor respuesta con 28,28 cm de
altura, hallandose consistencia con los datos
obtenidos en la variable respuesta peso de la
planta frente a la concentracién 10 que obtiene la
media mas baja de altura de planta con 18,08 cm
como se puede observar en la Fig.2., apartado c.2.

Finalmente, en cuanto al namero de flores por
planta, se determiné dos rangos de significancia
para el tipo de biofertilizante empleado, el
producto ecuatoriano obtuvo una media de 7,30
flores frente a 4,03 flores promedio por planta
para el biofertilizante de origen mexicano como
se puede evidenciar en la Fig. 2. Literal d.1.
Los efectos positivos obtenidos en todos estos
indicadores morfoldgicos coinciden con los
criterios de Bernal y Graham (2015) y Gonzalez et
al. (2012) en el incremento de area foliar, aumento
en la altura de la planta (Cantaro-Segura et al.,
2019), asi como en el nimero de hojas y flores
(Lara-Capistran et al., 2019).

CONCLUSIONES

El NMP calculado para el biofertilizante
enriquecido con Rhizobium spp. de origen
mexicano fue de 4,45x107 células de rizobios por
cada gramo de pomina estéril procedente de una
dilucién 107, frente a 1,48x10° células de rizobios
por cada gramo de sustrato procedente de una
dilucién 10 en macetas inoculadas con Rhizobium
spp. de origen ecuatoriano, este comportamiento
se puede explicar por el efecto de la temperatura
en condiciones de valle interandino, en

invernaderos no automatizados.

Se determina que existen diferencias altamente
significativas para la fuente de variabilidad:
tipo de biofertilizante, de modo que el origen
del producto empleado determina en todos los
casos un incremento en las variables respuesta
area foliar, peso en humedo de la planta, altura
de planta y niimero de flores, siendo el producto
ecuatoriano el que obtiene mejores indicadores
morfoldgicos frente al producto mexicano a
los 45 DDS (etapa de plena floracién y cuando
existen atin nddulos), esto se explica porque la
cepa al ser de origen nacional, presenta mayor
adaptabilidad al medio en que fue probada y no
requiere de etapas de adaptacién o aclimatacion.

El rango Optimo de concentracion de
disoluciones de biofertilizante enriquecido
con Rhizobium spp., independientemente de su
origen, en sustrato de pomina estéril es de 107 a
10?, donde 10 se considera como dilucién 6ptima
para obtener efectos positivos en promocion
del crecimiento y mejora de los indicadores
morfoldgicos: altura de planta, area foliar, peso
en himedo y numero de flores. El peso en
hiimedo de planta y altura de planta demuestran
un incremento atribuible a la concentracion de
biofertilizante empleado, siendo la concentraciéon
10-# la que presenta una media superior en ambos
casos. Estas mismas variables junto con el drea
foliar también presentan diferencias estadisticas
en la interaccidn entre las fuentes de variabilidad
tipo de biofertilizante y concentracion.

Se recomienda la replicaciéon del experimento
considerando un mayor niamero de repeticiones
y variables agrondmicas evaluables, condiciones
de control estricto de la temperatura ambiental
y del sustrato, soluciones nutritivas iguales para
los cultivares, luminosidad idénea y periodos
de aclimatacion de biofertilizantes comerciales
importados.
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