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Articulo cientifico

SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS CON POTENCIAL ESTIMULADOR DEL CRECIMIENTO
VEGETAL EN PHASEOLUS VULGARIS L. (CV. 'LEWA")

Yarelis Ortiz Nufiez, Yoania Rios Rocafull, Yuliet Aguado Rodriguez, Luis C. Rodriguez Roque, Yannin
Lorenzo Rodriguez, Lazara Deliz Moreno, Maria E. Alvarez Valdés, Janet Rodriguez Sanchez, Idalmis

Zulueta Pellicer y José Antonio Fresneda Buides.

RESUMEN
Los estudios con bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés), se han
sistematizado y profundizado en el tiempo, con lo que se han llegado a elaborar metodologias para su
aplicacién, que incluyen el aislamiento de bacterias, la clasificacion de cepas, los estudios de interaccion
de microorganismos con la planta y la seleccién de cepas promisorias, entre otros. En este trabajo se
evalud, en condiciones in vitro, el efecto estimulador del crecimiento de 10 cepas de bacterias
conservadas en la coleccion INIFAT, sobre semillas de frijol comun (cv. 'Lewa'). Las cepas pertenecientes
a los géneros Bacillus sp. (B3, B4, B8), Azotobacter sp. (A11, A20, F14) y Rhizobium sp. (Ciat, F1, F7, R5)
no muestran una influencia significativa en el nimero de semillas germinadas a excepcion de las cepas
A11y F7. Sin embargo, influyen positivamente en el nimero de hojas verdaderas y se destaca la cepa F7
con valores similares al acido indol acético (AIA). Ademas, las cepas de los géneros Bacillus (B4) y
Rhizobium (F1, F7) incrementan el peso fresco total de las plantas de frijol a diferencias del AlIA que
siempre lo disminuye y el género Rhizobium (F7, F14) induce un incremento de la longitud de la raiz y el
tallo. Los resultados alcanzados permiten la seleccion de cepas promisorias (A11, B4, F1 y F7) para
continuar estudios en el desarrollo de estimuladores del crecimiento vegetal y lograr incrementar la

produccion del frijol comun.

Palabras clave: bacterias promotoras del crecimiento vegetal, frijol, semillas

Selection of bacterial strains with potential the plant growth stimulator on Phaseolus vulgaris L.

(cv. 'Lewa’).

ABSTRACT
The studies involving plant growth promoting bacteria (PGPB) have been systematized over time and some
methodologies have been developed for its application, including the bacteria isolation, strain classification,
studies of plant-microorganism interaction, and the selection of promising strains, among others. This paper

evaluates in vitro the growth stimulating effect of 10 bacterial strains conserved in the Inifat collection on
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common bean (Phaseolus vulgaris L. cv. ‘Lewa’) seeds. Strains of the genus Bacillus sp. (B3, B4, B8),
Azotobacter sp. (A11, A20, F14) and Rhizobium sp. (Ciat, F1, F7, R5) do not show a significant influence

on the number of germinated seed, except for the strains A11 and F7. However, they have a positive effect

on the number of true leaves, specially the strain F7 with values similar to those of the IAA. Besides, the

strains of the genus Bacillus (B4) and Rhizobium (F1, F7) increase the total plant fresh weight, unlike the

IAA that decreases it. The strains of the genus Rhizobium (F7, F14) also increase the root and stem length.

The results allow the selection of promising strains (A11, B4, F1 and F7) to continue the development of

plant growth stimulators and increase the common bean production.

Key words: plant growth promoting bacteria, bean, seed

INTRODUCCION

El desarrollo y empleo de bioestimulantes en la
agricultura esta siendo objeto de gran atencion
por parte de cientificos y productores, como una
alternativa para la reduccién del empleo de
fertilizantes quimicos, con el fin de disminuir la
contaminacion ambiental producida por los
mismos (Chen et al., 2016; Calero et al., 2017).
En Cuba, se han venido desarrollando productos
bioestimuladores entre los que se encuentran el
Bioenraiz, cuyo principio activo es la hormona de
crecimiento vegetal acido indolacético (AlA),
producido por la bacteria Rhizobium sp., la cual
ejerce una accion positiva sobre la formacion de
las raices y la iniciacion de los pelos laterales de
la raiz lo que favorece la germinacion y el Biojas
constituido por el &acido jasménico (AJ),
elaborado a partir del hongo Botryodiplodia
theobromae, con wun amplio espectro de
respuestas fisioldgicas en los cultivos (Castillo et
al., 2014).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB, segun sus siglas en inglés) activan, en
interaccion con las plantas, diferentes
mecanismos que incluyen ademas del control
biolégico de organismos fitopatdgenos, la fijacion
biolégica de nitrébgeno  atmosférico, la
solubilizacion de nutrientes y la produccion de
fitohormonas (Palacio et al., 2016; Rojas et al.,
2017). En su conjunto, estos procesos conducen

a la estimulacion del crecimiento vegetal y a la

mejora de la calidad de las cosechas obtenidas
(Pira et al, 2016). Entre las hormonas
estimuladoras del crecimiento vegetal se pueden
encontrar auxinas, giberelinas y citoquininas.
Entre las auxinas, esta el acido indolacético
(AlA), cuya produccion se  encuentra
ampliamente distribuida entre las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB)
(Vega et al., 2016). Se ha demostrado que parte
de los efectos beneficiosos de los
microorganismos estan relacionados con la
produccion de auxinas, lo que puede afectar la
iniciacion de las raices laterales, su crecimiento
0 ambos procesos de desarrollo, con el
consiguiente aumento de la capacidad
exploratoria de la planta e incrementa la toma de
nutrientes.

El género Bacillus ha sido ampliamente utilizado
en el mundo por su alta capacidad de
produccién de sustancias activas y por su alta
resistencia a condiciones ambientales adversas.
Existen cepas de esta bacteria que se
reconocen como potenciadoras de la
germinacion y el vigor de las plantulas, las
cuales favorecen el desarrollo del sistema
radical en muchos cultivos (Aydi-Ben et al.,
2017; Kloepper et al, 2017). Los géneros
Azotobacter, Azospirillum y Rhizobium también
han demostrado tener una potente actividad
nitrofijadora, solubilizadora de fésforo vy

estimuladora del crecimiento vegetal, lo que
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provoca el incremento de los rendimientos en
diversos cultivos (Viscardi et al., 2016; Alves et
al., 2017).

Los estudios de las PGPB se han sistematizado
y profundizado en el tiempo, llegado a
elaborarse metodologias para su aplicacion, que
incluyen la caracterizacion rizosférica y enddfita,
el aislamiento de bacterias, la clasificacion de
cepas, los estudios de interaccion de
microorganismos con la planta, la seleccion de
cepas promisorias, la preparacion de inoculantes
microbianos y la determinacién de la calidad y
factibilidad econémica en campo (Odoh, 2017).
En Cuba, el consumo de frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) goza de una larga tradiciéon y gran
demanda, siendo fundamental en la alimentacion
del pueblo, como una fuente de alternativa de
proteinas y minerales; sin embargo, su
produccién no es suficiente, por lo que es
necesario importar alrededor de 110 000
toneladas del grano cada afio (Calero et al.,
2018). Por tal motivo, una de las prioridades de
la agricultura cubana en la actualidad, es
incrementar la produccion de este cultivo,
utilizando tecnologias que sean amigables con el
medio ambiente, entre ellas el empleo de
bioproductos como los  bioestimuladores
(Quintero et al., 2018). Sin embargo, a pesar de
ser este un campo prometedor, se han obtenido
productos estimuladores del crecimiento vegetal
a partir de unos pocos microorganismos y las
producciones a mayor escala se han centrado
€n unos pocos géneros.

Por su parte el INIFAT cuenta con un cepario de
bacterias (152 cepas) con uso potencial en la
agricultura, logrando validar ocho productos en
condiciones de produccion (Martinez y Dibut,
2012). En los ultimos afos se ha diversificado la
presencia de géneros bacterianos a partir de la
inclusion de cepas de Bacillus, Azotobacter,
Gluconacetobacter, Mesorhizobium y

Azospirillum, aislados algunos de ellos de

ecosistemas especiales (ej: suelos acidos y
salinos). Las mismas aun se encuentran poco
estudiadas y no se conoce su posibilidad real de
constituir la base de nuevos productos.

El objetivo del trabajo fue evaluar en condiciones
in vitro el efecto estimulador del crecimiento de
cepas de bacterias conservadas en la coleccion

INIFAT en semillas de frijol comun (cv. ‘Lewa’).

MATERIALES Y METODOS
El trabajo se realizd en el Laboratorio de
Bacterias del INIFAT. Se emplearon 10 cepas de
bacterias, pertenecientes a los géneros Bacillus
sp. (B3, B4, B8), Azotobacter sp. (A11, A20,
F14) y Rhizobium sp. (Ciat, F1, F7, R5)
conservadas dentro de la Coleccién de Bacterias
Beneficiosas del INIFAT (CBBI).
Para la revitalizacion de las cepas bacterianas
se utilizaron viales conservados en glicerol a -
20° C de temperatura. Los microorganismos se
sembraron por agotamiento placas de Petri de
90 mm con los medios de cultivo Agar Nutriente
(para Bacillus), Asbhy (para Azotobacter) y YMA
(para Rhizobium) (BioCen, 2013; Martinez et al.,
2006). Las colonias puras de cada cepa fueron
utilizadas como indculo para realizar el proceso
fermentativo.
La fermentacion de las cepas bacterianas se
realizé inoculando los microorganismos en los
medios de cultivo Caldo Nutriente (BioCen,
2013) (cepas de Bacillus), DIMARGON-M (Dibut
et al, 2003) (cepas de Azotobacter) y YMA
liqguido (cepas de Rizobium). Los medios de
cultivo, una vez inoculados, se mantuvieron
durante 72 horas, entre 28 y 30 °C de
temperatura, en zaranda rotatoria a 150 r.p.m de
agitacion.
Todos los medios de cultivo utilizados en la
investigacion se esterilizaron durante media hora
a 121 °C de temperatura y 1,5 atm de presion.
Los ensayos de estimulaciéon del crecimiento in

vitro de las cepas bacterianas se realizaron en el
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Laboratorio de Quimica del INIFAT. Se
emplearon semillas de frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) de la variedad comercial 'Lewa’ (frijol
blanco), obtenida por el INIFAT, segin Catalogo
de Variedades, 2014 (Fernandez et al., 2014) y
Lista oficial de variedades comerciales, 2016.
Para los ensayos se emplearon placas Petri de
150 mm de diametro esterilizadas en una
autoclave vertical durante una hora a 121 °C de
temperatura y 1,5 atm de presion. Las placas se
prepararon con dos discos de papel de filtro en
su interior, los cuales se humedecieron con agua
destilada estéril antes de colocar las semillas. Se
emplearon 11 tratamientos que incluyd una
solucién estandar de AIA a 0,1 mg.mL"
(Jiménez, et al., 2019). Los controles con los
medios de cultivo se utilizaron segun el género
bacteriano estudiado, TA para el medio
DIMARGON-M, TB para el medio Caldo
Nutriente, TR para el medio YMA y un testigo
absoluto con agua destilada estéril (T).

Para la aplicacion de los caldos microbianos y
soluciones se embebieron las semillas
(previamente desinfestadas con hipoclorito de
sodio 2 %) durante 15 min y se orearon por 30
min, segun la metodologia descrita por
Rodriguez et al. (2010). Posteriormente, las
semillas se colocaron en las placas Petri
estériles (20 por placa), se pusieron destapadas
dentro de bolsas nylon transparentes y fueron
sometidas a condiciones de alternancia de luz
(16/8 h), a 25 °C (ISTA, 1999). Se emplearon
cuatro réplicas por tratamientos y controles.

Se evalud la germinacién de las semillas a las
24, 48 y 168 h de montado los ensayos (NSG 1,
NSG 2, NSG 7 respectivamente). A las 96 h (4to
dia) se determin6 el numero de hojas
verdaderas y al finalizar el ensayo, a las 168 h,
se evaluaron las variables de crecimiento
siguientes longitud de la raiz (cm), longitud del
tallo (cm), nimero de hojas (u) y peso fresco de

la planta (g) (Moeinzadeh et al., 2010).

Los dias de evaluacion fueron determinados a
partir de un estudio previo de dinamica de
crecimiento realizado con el cv. 'Lewa’.

Los datos se procesaron estadisticamente
mediante Analisis de Varianza con un Disefio
Completamente Aleatorizado y se determiné la
significacion de las diferencias mediante la
prueba de Rangos Multiples de Duncan (p<
0,05) (Lerch, 1987), con el empleo del programa
estadistico INFOSTAT. Se comprobd la
homogeneidad y normalidad de varianzas por
las pruebas de Kolmogorov-Smirnov, Cochran C,
Hartley y Bartlett. Este analisis se realiz6 por
grupo microbiano, comparando las cepas
pertenecientes al mismo grupo, el testigo, la
solucion de AIA y el medio de cultivo sin

inocular.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos con la aplicacion de
cepas de Azotobacter sp sobre la germinacion
de semillas de frijol cv. ‘Lewa’” se muestran en la
Figura 1.

La aplicacion de los tratamientos con A11 y AlA
influyé positivamente sobre la germinacion, al
aumentar el numero de semillas que germinaron
al primer dia posterior al montaje del
experimento, aunque estos no difieren
significativamente con el testigo absoluto. En los
restantes dias, no aparecen diferencias
significativas entre los tratamientos, debido a
que el numero de semillas germinadas fue muy
similar en todos ellos, tendencia logica, si se
tiene en cuenta que depende de Ilas
caracteristicas genéticas de los cultivares.
Alcarraz et al. (2020) obtuvieron resultados
similares al emplear una cepa de Azotobacter
sobre dos cultivares de frijol caupi. La misma
logré que el 80 % de las semillas utilizadas en
los ensayos germinaran a los dos dias

posteriores a la siembra.
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Figura 1. Efecto de la aplicacién de cepas de Azotobacter sp. (F14, A11 y A20) y AIA sobre indicadores

de la germinacion en frijol 'Lewa’. TA: Testigo medio DIMARGON-M; T: Testigo agua destilada. Medias

con letras distintas difieren significativamente entre si segiin prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5
% de significacion. NSG1: 24 hr (Esx: 0,8902); NSG2: 48 hr (Esx: 0,1466) y NSG7: 168 hr (Esx: 0,0870).

El

fijadoras

género Azotobacter
de
estimuladoras del

agrupa a bacterias
nitréogeno  atmosférico y
crecimiento vegetal, con
potencialidad para producir sustancias que
incrementan los indicadores de crecimiento y
rendimiento de las plantas. Estas bacterias
habitan normalmente asociadas a la rizosfera y
son capaces de brindar sus beneficios a una
amplia mayoria de las especies -cultivables
(Marquez et al., 2016).

Especificamente en el frijol, ha sido poco
evaluada la interaccion entre estas bacterias y el
cultivo, producto de que existen otros grupos
bacterianos con una mayor afinidad con el
mismo. Por ese motivo, evaluar el efecto que
de

elaborados a partir de cepas seleccionadas del

provoca la aplicacion bioproductos,
mismo, constituye uno de los objetivos de este
trabajo.

En cuanto al numero de hojas verdaderas,
indicador evaluado al cuarto dia después de la
germinacion, solo mostré diferencias
significativas el tratamiento con AIA, el cual

provocé la aparicion de seis hojas verdaderas,

en igual etapa que los demas (Figura 2).
También las dos cepas de Azotobacter sp. (A 11
y A 20) lograron incrementar la presencia de
hojas con cuatro nuevas. Este indicador es muy
importante ya que incide directamente en el
proceso de fotosintesis y en el inicio del mismo,
lo que proporciona un mayor desarrollo de las
plantas en los primeros estadios. El incremento
del vigor de las plantas en sus primeras etapas
de desarrollo, mediante la inoculacion de cepas
de A. chroococcum ha sido estudiado por
de

arroz,

diferentes autores en varios cultivos

importancia econémica como maiz,
hortalizas y pastos, pero no en frijol (Obando et
al., 2013).

La Figura 3 muestra los resultados que se
alcanzaron sobre el peso fresco total de las
plantas, los mismos indican que el tratamiento
con AlA disminuy6 notablemente este indicador.
El

diferencias con el testigo absoluto, lo que puede

resto de los tratamientos no mostraron
deberse a que las bacterias no colonizaron
eficientemente el interior de las semillas y la

superficie de las raices de estas plantas.
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Figura 2. Efecto de la aplicacién de cepas de Azotobacter sp. (F14, A11 y A20) y AlA sobre el nimero de

hojas verdaderas al cuarto dia posterior a la siembra. TA: Testigo medio DIMARGON-M; T: Testigo agua

destilada. Medias con letras distintas difieren significativamente entre si segin prueba de Rangos Multiples

de Duncan al 5 % de significacion (ESx: 0,7249).

Figura 3. Efecto de la aplicacion de cepas de Azotobacter sp (F14, A11 y A20) y AlA sobre el peso fresco

total de las plantas. TA: Testigo medio DIMARGON-M; T: Testigo agua destilada. Medias con letras

distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5 % de

significacion (Esx: 0,3348).

Por otra parte, las condiciones de desarrollo de
estos experimentos favorecen una interaccion
entre las semillas y los microorganismos, pero
es un ambiente donde existe un contenido de

nutrientes muy bajo, por lo que es posible que

no se expresen todas las potencialidades. Este
comportamiento puede atribuirse, ademas, a que
en este periodo no se hayan concentrado los
metabolitos que incrementan sus contenidos

dentro de los tejidos de las plantas.
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Los resultados que se alcanzaron sobre los
indicadores de crecimiento de las plantas se
muestran en la Figura 4. En la misma se aprecia
que los tratamientos aplicados no incrementaron
estos indicadores; sin embargo, se aprecia un
mejor comportamiento con respecto al AlA,
principalmente sobre la longitud del tallo.

Este comportamiento puede deberse a las
condiciones en que se desarrollé el experimento

y a la forma o dosis de aplicacion de los caldos

Ademas, en este tipo de experimentos el
sustrato o medio de cultivo no aporta sustancias
que actuen como nutrientes para las plantas, por
lo que las mismas comienzan su crecimiento a
expensas de las reservas que se encuentran en
los cotiledones de las semillas. El efecto
promotor del crecimiento que se logre se debe
fundamentalmente a la accion de las sustancias
estimuladoras del crecimiento sintetizadas por

las bacterias.
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Figura 4. Efecto de la aplicacién de cepas de Azotobacter sp. (F14, A11 y A20) y AIA sobre indicadores

fisiolégicos de las plantas. TA: Testigo medio DIMARGON-M; T: Testigo agua destilada. Medias con letras

distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5 % de
significacion (Esx: Longitud de raiz: 0,1140; Longitud del tallo: 0,1522; Numero de hojas: 0,0210).

El efecto que provocé la aplicacion de tres cepas
de Bacillus sp. sobre la germinacion de semillas
de frijol 'Lewa' se muestra en la Figura 5. Entre
estos tratamientos solo estimuld la germinacion
el AIA, pero sin diferencias significativas con
respecto al testigo absoluto, al primer dia
después de sembrado el ensayo, con cinco
semillas mas que en el testigo absoluto. La
germinacion en todos los tratamientos se
emparejé6 después del segundo dia de la
siembra y no existieron diferencias significativas

entre los tratamientos evaluados.

Con respecto al numero de hojas verdaderas
(Figura 6), igualmente se obtuvo una mejor
respuesta en las plantas cuyas semillas se
aplicaron con AIA, en las cuales se logré un
incremento de seis hojas mas que en el testigo
absoluto.

El resto de los tratamientos, a pesar de no
mostrar diferencias significativas con el testigo,
también aumentaron el numero de hojas, entre
ellos se destacan las cepas B8 y B4 con cuatro y

dos hojas mas, respectivamente.
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Figura 5. Efecto de la aplicacion de cepas de Bacillus sp. (B3, B4 y B8) y AIA sobre indicadores de la

germinacion en frijol 'Lewa'. TB: Testigo medio Caldo Nutriente; T: Testigo agua destilada. Medias con

letras distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5 % de
significacion. NSG1: 24 hr (Esx: 0,7596); NSG2: 48 hr (Esx: 0,1623) y NSG7: 168 hr (Esx: 0,1020).

Figura 6. Efecto de la aplicacion de cepas de Bacillus sp. (B3, B4 y B8) y AlA sobre el nimero de hojas

verdaderas al cuarto dia posterior a la germinacion. TB: Testigo medio Caldo Nutriente; T: Testigo agua

destilada. Medias con letras distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples

de Duncan al 5 % de significacion (Esx: 0,6478).

El

tratamientos sobre el peso fresco total de las

efecto provocado por estos mismos
plantas se observa en la Figura 7. EI mismo
evidencia un aumento de este indicador, en un
gramo cuando se aplicé la cepa B4. El resto de

las cepas no variaron los valores, pero se

comportaron mejor con respecto al AlA. Varios
autores obtuvieron un aumento en el peso fresco
de Vigna radiata, Cucumis sativus y Lemna
minor al estudiar el efecto fitoestimulante de
cepas de Bacillus spp. (Idris et al., 2007; Vega et
al., 2016).
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Figura 7. Efecto de la aplicaciéon de cepas de Bacillus sp. (B3, B4 y B8) y AlA sobre el peso fresco total de

las plantas. TB: Testigo medio Caldo Nutriente; T: Testigo agua destilada. Medias con letras distintas

difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5 % de significacién

(Esx: 0,3501).

Se debe destacar que el comportamiento
alcanzado en las semillas que se embebieron en
el medio de cultivo que se utiliza para la
reproduccion de estos bioproductos no fue
satisfactorio. Al primer dia posterior a la siembra
germind una semilla mas en él que en el testigo.
Sin embargo, el nimero de hojas verdaderas y
la masa total de las plantas fue menor en ese
tratamiento con respecto al testigo absoluto, lo
que supone que la promocion de la germinacion
y demas indicadores de crecimiento se debe a la
accion de las bacterias inoculadas.

El efecto de todos estos tratamientos, sobre los
principales indicadores de crecimiento se
aprecia en la Figura 8. Los principales
indicadores de crecimiento de estas plantas no
fueron estimulados por ninguno de los
tratamientos evaluados. En este caso, dos de las
cepas (B3 y B4), alcanzaron valores similares a
los del testigo, pero no fueron superiores. La
longitud del tallo en todos los casos fue menor
que la del testigo absoluto. Para el numero de

hojas el tratamiento con las tres cepas
evaluadas fue igual a las del testigo.

El género Bacillus sobresale dentro de las PGPB
por su potencial como solubilizador de fosfatos y
antagonista ante organismos fitopatdogenos,
aunque se destacan especies que fijan nitrégeno
atmosférico y producen fitohormonas como el
AIA (Hernandez et al., 2017). Por su parte, Yu et
al. (2016) demostraron que la inoculacion de
bacterias de esta especie a la planta de fiame
(Dioscorea rotundata L.) incremento la longitud
del tallo y las raices, asi como su peso fresco.
Asimismo, otros autores demostraron la
capacidad de producir AIA para el género en
estudio, en concentraciones superiores a las
obtenidas, pero con la utilizacién de triptéfano
como inductor en el medio de cultivo (Ali et al.,
2009), sustancia que no fue incorporada en el
medio de cultivo utilizado para la multiplicacion
de estas cepas, lo que pudo limitar la produccion
de este compuesto por parte de los

microorganismos.
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Figura 8. Efecto de la aplicacién de cepas de Bacillus sp. (B3, B4 y B8) y AIA sobre los indicadores

fisiolégicos del crecimiento de frijol 'Lewa’. TB: Testigo medio Caldo Nutriente; T: Testigo agua destilada.

Medias con letras distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Mlltiples de

Duncan al 5 % de significacion (Esx: Longitud de raiz: 0,1225; Longitud del tallo: 0,1957; Numero de hojas:

0,0243).

El tratamiento con AIA y las semillas tratadas
con el medio de cultivo disminuyeron el nimero
de hojas de las plantas lo que también infiere
que estos microorganismos poseen mas de un
mecanismo de accion para estimular el
crecimiento de las plantas (Rojas et al., 2016).
Cabe sefalar que la aplicacion de diferentes
cepas bacterianas no provoca siempre la misma
respuesta sobre todos los 6rganos de las plantas
a la vez, lo que se debe fundamentalmente a la
especificidad en la accién de algunos de los
compuestos y exudados radicales. También en
el grado en que se establezca la interaccion
intervienen numerosos factores, entre los que se
encuentran algunos vinculados con las plantas y
otros con los microorganismos.

Uno de los factores que tiene una importancia
vital en el establecimiento de interacciones
beneficiosas es el efecto quimiotactico o de
atraccion que ejerce el cultivo sobre distintos
géneros de bacterias que estan en su ambiente

(Pedraza et al., 2020).

El efecto de cepas del género Rhizobium sobre
los indicadores de germinacién de semillas de
frijol, cv. 'Lewa’, se muestran en la Figura 9.

La influencia de la aplicacion de las cepas sobre
la germinacion de las semillas no tuvo un efecto
significativo. Solo se destacaron, aunque sin
diferencias significativas contra el testigo
absoluto, el tratamiento con AIA que logré la
germinacion de cinco semillas mas y la
inoculacion de la cepa F7 donde germind una
semilla mas, al primer dia después de la
siembra.

La germinacion en todos los tratamientos fue
similar después del segundo dia de la siembra y

no existieron diferencias significativas entre

ninguno de los tratamientos evaluados. No
obstante, Santillana et al. (2005) mostraron al
evaluar 19 cepas de Rhizobium en la

germinacion y en el crecimiento de plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.), que el 47 %
de sus cepas presentaron un efecto estimulante

sobre la germinacion de las semillas, utilizando
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un medio enriquecido con triptona, factor que en
este caso pudiese estar influyendo en los
resultados.

En cuanto al numero de hojas verdaderas al
cuarto dia posterior a la germinacién (Figura 10),

sobresalen los tratamientos con la cepa F7 y

AlA, que lograron elevar en seis este indicador y
muestran diferencias significativas con respecto
al testigo absoluto. El resto de las cepas y
tratamientos evaluados se comportaron de modo
similar al testigo, por lo tanto, no muestran

diferencias significativas con respecto al mismo.
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Figura 9. Efecto de la aplicacion de cepas de Rhizobium sp. (CIAT, F1, F2 y R5) y AlA sobre indicadores

de la germinacion en frijol 'Lewa’. TR: Testigo medio YMA; T: Testigo agua destilada. Medias con letras

distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5 % de
significacion. NSG1: 24 hr (Esx: 0,8198); NSG2: 48 hr (Esx: 0,1129) y NSG7: 168 hr (Esx: 0,0899).

Figura 10. Efecto de la aplicaciéon de cepas de Rhizobium sp. (CIAT, F1, F7 y R5) y AlA sobre el nimero

de hojas verdaderas al cuarto dia posterior a la germinacion. TR: Testigo medio YMA; T: Testigo agua

destilada. Medias con letras distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples

de Duncan al 5 % de significacion (Esx: 0,5315).
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Estos resultados corroboran los estudios
realizados por Castillo (2016), donde se
evidencié un efecto positivo sobre nimero de
hojas del frijol (var. mantequilla) empleando una
cepa de Rhizobium miluonense en condiciones
controladas y de campo.

Los resultados obtenidos sobre el peso fresco
total de las plantas se muestran en la Figura 11.
En él se evidencia que las cepas F1 y F7
incrementaron el peso en 0,65 y 0,58 g en
relacion al testigo, respectivamente. Sin
embargo, estos valores no representan

diferencias significativas. El resto de las

variantes estudiadas no incrementé el peso de
las plantas a los siete dias posterior a la
germinacion. Castillo (2016) y Vilchez (2017)
determinaron que al emplear cepas aisladas de
Rhizobium en frijol existi6 un incremento de la
biomasa foliar fresca y seca.

El efecto de la aplicacion de estas mismas cepas
sobre los indicadores fisiologicos de crecimiento
se aprecia en la Figura 12. Los resultados
obtenidos demuestran que la cepa F7 logré
incrementar la longitud de las raices y el tallo,
con diferencias significativas con respecto al

testigo.

Figura 11. Efecto de la aplicacion de cepas de Rhizobium (CIAT, F1, F7 y R5) y AlA sobre el peso fresco

total de las plantas. TR: Testigo medio YMA; T: Testigo agua destilada. Medias con letras distintas difieren

significativamente entre si segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5 % de significacion (Esx:

0,2612).

Se debe destacar que en el caso de este género
la cepa F7 demostrd resultados mas integrales
que el resto de las cepas. La misma logré
incrementar el numero de semillas germinadas
al primer dia de la siembra. Aumenté también el
numero de hojas verdaderas al cuarto dia
después de la germinacion y el peso fresco total

de las plantas a los siete dias. En cuanto a los

indicadores de crecimiento increment6 o iguald
todas las variables evaluadas. Se debe destacar
que la cepa CIAT constituye una cepa de
referencia para la especie Rhizobium, por lo que
contar con otros microorganismos que permitan
obtener mejores resultados es un aspecto

relevante de este trabajo.
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Figura 12. Efecto de la aplicacién de cepas de Rhizobium sp. (CIAT, F1, F7 y R5) y AIA sobre los

indicadores fisiologicos del crecimiento de frijol 'Lewa'. TR: Testigo medio YMA; T: Testigo agua destilada.

Medias con letras distintas difieren significativamente entre si segun prueba de Rangos Mdltiples de

Duncan al 5 % de significaciéon (Esx: Longitud de raiz: 0,1004; Longitud del tallo: 0,1949; Numero de hojas:

0,0291).

La interaccion mas especifica que se conoce en
el mundo es la que se establece entre el frijol y
otras especies de plantas leguminosas con las
bacterias del género Rhizobium y todos los
géneros afines, recientemente descritos desde el
punto de vista taxonémico. Entre estas plantas y
las bacterias se desarrolla una relacidn
mutualista en la que las plantas proveen las
estructuras llamadas nédulos, en las que las
bacterias habitan la mayor parte de su ciclo de
vida. Ademas, aportan los exudados radicales
que sirven como fuente de energia a estos
microorganismos.

Por su parte, las bacterias fijan y entregan de
modo directo a las plantas hasta el 90 % del
nitrégeno que estas consumen, en forma de
compuestos de amonio y una amplia gama de
y

fitohormonas, que participan en todas las fases

sustancias fisiolégicamente activas
fenoldgicas de estos cultivos (Vega et al., 2016).
Como consecuencia de esta relacion se han

alcanzado incrementos del crecimiento y el

rendimiento en frijol entre 10-25 %. Ademas, es
posible reducir la aplicacién de fertilizantes
minerales hasta en 30 % durante el ciclo del
cultivo.

Los resultados alcanzados permiten continuar
estudios con las cepas promisorias: A11 de
B4 de Bacillus y F1, F7 de
a cabo estudios de

Azotobacter,
Rhizobium y llevar
interaccion planta-PGPB para comprobar los
interaccion, la

beneficios de esta ya que

expresion fisiolégica de las bacterias en
condiciones de laboratorio no siempre garantiza
su actividad promotora del crecimiento en
asociacion con la planta (Cleiton et al., 2017).
Por otra parte, se podran realizar inoculaciones
combinando dichas cepas bacterianas para

lograr resultados complementarios.

CONCLUSIONES
v'  Las cepas bacterianas en estudio no

muestran una influencia significativa en



el niumero de semillas germinadas a
excepcion de las cepas A11y F7.

v' Las cepas bacterianas influyen
positivamente en el numero de hojas
verdaderas destacandose la cepa F7.

v' Las cepas de los géneros Bacillus (B4)
y Rhizobium (F1 y F7) incrementan el
peso fresco total de las plantas de frijol.
v" Solamente el género Rhizobium (F7)
muestra un incremento de la longitud de
la raiz y el tallo, aunque el resto de los
géneros tienen un mejor

comportamiento que el AlA.
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