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Abreviaturas utilizadas

Abreviatura Significado

ABA ... Acido abscisico.

ACC ..o, 1-aminociclopropano-1-carboxilato.
AZ i Inoculacién con Azofert®-F.

CAZ no Inoculacién con Azofert®-F.
DE .o Densidad Estomatica.

IE (o Indice Estomatico.

CE .o, Conductancia estomatica.

Hl .o Plantas sin estrés hidrico.

H2 Plantas que se expusieron a reduccion del suministro hidrico.
CRA ... Contenido Relativo de Agua.

PH ... Potencial Hidrico.

PO .o Potencial Osmoético.

POS ..o, Potencial Osmético Saturado.
P Presion.

MSR ... Masa seca de la raiz.

MSPA ... Masa seca parte aérea.

MSTotal ......ccocvvviiiiiine, Masa seca total.

DDS .. Dias después de la siembra.

Cla o, Clorofila a.

CIb e, Clorofila b.

Carot ...c.ovvviiiiiii, Carotenoides.

PRO ... Prolina.

Pst oo Proteinas solubles totales.

CSt o Carbohidratos solubles totales.
ESX oo Error estdndar.

ROS ... Especies reactivas de oxigeno.
PGPR ... Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.
TRC .o Tasa Relativa de crecimiento.
TAN Tasa de Asimilacién Neta.

NNP . Numero de nédulos por planta.
NNE ..o Nuimero de nédulos efectivos.
UFC ... Unidades formadoras de colonias.
St Superficie foliar.

LR .o Longitud de la raiz.

NVP . Nimero de vainas por planta.
MFEVP ..o Masa fresca de vainas por planta.
NGV Nimero de granos por vaina.
MGP ... Masa de los granos por planta.
MFI100G ......ccoooviiiiiiian Masa fresca de 100 granos.

Rend ............oooiii, Rendimiento estimado.

Phs...ooooiiii Porcentajes de humedad del suelo.
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SINTESIS

El déficit hidrico es el estrés abidtico de mayor incidencia en el crecimiento y rendimiento de las
plantas de frijol. En Cuba, donde este cultivo constituye un alimento bdsico para la poblacion,
este estrés provoca pérdidas del rendimiento entre un 20 y un 80 %. Por tal motivo se buscan
alternativas que permitan mitigar sus efectos adversos, como el uso de biofertilizantes a partir de
la biodiversidad microbiana existente en nuestros suelos. En la presente investigacion se evalud
el efecto de la inoculacién a las semillas con el biofertilizante Azofert®-F, en la respuesta de dos
cultivares de frijol al déficit hidrico. Se realizaron tres experimentos: en condiciones controladas,
semicontroladas y de campo, donde se evaluaron variables morfoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas, de nodulacién, asi como del rendimiento y sus componentes. Los resultados
mostraron que la inoculacién con la cepa Rhizobium radiobacter, principio activo del
biofertilizante Azofert®-F, estimuldé variables del crecimiento del cultivo, incrementé el
contenido relativo de agua, los componentes del potencial hidrico foliar y la conductancia
estomdtica. La aplicacion de este producto disminuy6 el contenido de prolina en condiciones de
déficit hidrico y permiti6 reducir la dosis de fertilizacién nitrogenada recomendada en el cultivo,

e incrementar los rendimientos en condiciones de déficit hidrico.
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I-INTRODUCCION

El cambio climdtico provoca eventos meteorolégicos extremos, modifica los patrones globales
de precipitacion y la intensidad y frecuencia de las sequias (Urbina et al., 2015), este dltimo
constituye una de las principales amenazas para la productividad de los cultivos, y afecta la
seguridad alimentaria mundial (Jaemsaeng et al., 2018; Saikia et al., 2018).

Segiin la FAO (2018), la sequia y la salinidad afectan a 60 y 10,5 millones de km?en el mundo,
respectivamente, y son responsables colectivamente de aproximadamente el 70 % de las pérdidas
en el rendimiento de las cosechas anuales (Dutta et al., 2018).

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa mas consumida en el mundo. En la
actualidad se producen cerca de 18 millones de toneladas anuales, en ambientes tan diversos
como regiones de América Latina, el norte de Africa, China, Estados Unidos, Europa y Canada.
América Latina se posiciona como el mayor productor y consumidor del grano, liderado por
Brasil, México, Centroamérica y el Caribe (Gonzalez et al., 2017). Este cultivo constituye una
fuente significativa de proteinas, vitaminas y minerales para la dieta humana (Dell Amico et al.,
2017; Calero et al., 2018). Se plantea que, para mds de 300 millones de personas en el mundo, el
frijol es componente esencial de su dieta diaria (Rodriguez, 2017).

En Cuba, la superficie cosechada de este cultivo superd las 118 mil hectdreas durante el ano
2017, con un rendimiento promedio de 1,2 t ha! y una produccién total de 132 mil toneladas
(ONEI, 2018). No obstante, la produccién nacional no satisface la demanda de consumo, por lo
que es necesario importar alrededor de 14 400 toneladas cada afio, con un costo de 20,3 millones

de ddlares (Rodriguez, 2017).
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Se plantea que el 60 % de la producciéon mundial de frijol se obtiene en condiciones de déficit
hidrico, lo que ha llevado a considerar a la sequia como el segundo factor limitante para su
rendimiento, después de las enfermedades (Polon et al., 2017).

En Cuba, las precipitaciones durante el periodo seco del afio no son suficientes para obtener un
desarrollo adecuado de la mayor parte de los cultivos, por lo que el riego es necesario (Gonzdlez
et al., 2017). El promedio de las precipitaciones en el pais para el afio 2018 fue de 1471,3 mm; y
particularmente en la provincia Granma fue de 1123,5 mm (ONEIL 2018); no obstante, la
distribucién no es uniforme, por lo que se presentan dreas con sequia meteoroldgica catalogadas
de severas a extremas, principalmente en los municipios montafiosos (Fonseca et al., 2018).

En la bisqueda de alternativas para aumentar la produccién de alimentos, con una menor
agresion al medio ambiente, surgen diversos productos naturales entre los que se encuentran los
biofertilizantes. Estos bioproductos han mostrado la capacidad de estimular el crecimiento, el
desarrollo y el rendimiento vegetal y de permitir a las plantas tolerar situaciones de estrés
(Napoles, et al., 2009; Alvarez, 2014 Glick, 2016; Khan et al., 2019).

Azofert® es un inoculante comercial a base de rizobios, bacterias que se asocian a las plantas de
leguminosas y forman nddulos en sus raices, dentro de los cuales se fija el nitrégeno del aire y lo
brindan directamente a la planta (N4poles, et al., 2002). Se ha demostrado, ademds, que sefiales
producidas por estas bacterias y contenidas en este bioproducto, inducen tolerancia al estrés en
condiciones de déficit hidrico para el cultivo de la soya (Ndpoles, et al., 2009), pero no se ha
estudiado su efecto en el cultivo de frijol bajo esas condiciones.

Problema cientifico:

La escasa pluviometria y disponibilidad de agua en las zonas productoras de frijol provocan

afectaciones en el crecimiento y rendimiento de las plantas.
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Hipétesis:

La aplicacion del biofertilizante Azofert®-F a las semillas de frijol, en el momento de la siembra,
disminuye las afectaciones provocadas por el déficit hidrico en el crecimiento y rendimiento del
cultivo.

Objetivo General:

Evaluar la influencia del inoculante Azofert®-F en la tolerancia de plantas de frijol sometidas a
déficit hidrico.
Objetivos especificos:
1. Evaluar la influencia de Azofert®-F en indicadores morfoldgicos, fisiolégicos y
bioquimicos de plantas jévenes de frijol, en condiciones de déficit hidrico.
2. Determinar el efecto de Azofert®-F en variables de la nodulacién de plantas de frijol, en
condiciones de déficit hidrico.
3. Definir el efecto de Azofert®-F en el crecimiento y rendimiento del cultivo del frijol, en
condiciones de déficit hidrico.

Novedad Cientifica:

Se evalda por primera vez el efecto de la inoculacién con Azofert®F en el crecimiento,
nodulacién y rendimiento de plantas de frijol en condiciones de déficit hidrico, en un suelo Pardo
sin carbonato. Se demuestra que la inoculacién de las semillas con Azofert®-F incrementa el
rendimiento del frijol en condiciones de déficit hidrico.

Aporte tedrico:

Se aportan conocimientos relacionados con la respuesta de indicadores morfoldgicos,
fisioldgicos, bioquimicos, de la nodulacién y el rendimiento del cultivo del frijol inoculado con

rizobios, en condiciones de déficit hidrico, en diferentes momentos de su ciclo vegetativo.
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Aporte practico:
Se presenta una tecnologia que permite incrementar los rendimientos del frijol ante déficit
hidrico, asi como disminuir la dosis de fertilizante nitrogenado a utilizar, lo que trae consigo

beneficios econdmicos y ambientales.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo del frijol. Su importancia

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es una planta anual, con ciclos vegetativos cortos, de
80-100 dias y ciclos largos, de 100-120 dias; segun la variedad y la fecha de siembra (Garcia,
2006). De todos los frijoles es el més cultivado en las regiones tropicales y subtropicales. Se cree
que son nativos del Nuevo Mundo, probablemente del centro de México y Guatemala; fueron
transportados a Europa por los espafioles y portugueses, quienes posteriormente lo llevaron a
Africa y otras partes del Viejo Mundo (Mejias, 2018). Actualmente su cultivo se encuentra
distribuido en los cinco continentes y representa la legumbre més importante en la dieta humana,
al proporcionar proteinas y carbohidratos a mas de 300 millones de personas, especialmente en
América Latina, el Caribe y Africa (CGIAR, 2012).

Ubicacion Taxonomica (Linneo, 1973)

Division: Spermatophyta

Subdivisién: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledoneas

Orden: Rosales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Papilionoidea

Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus vulgaris

Del género Phaseolus se conocen 55 especies, cinco de las cuales han sido domesticadas.
Existen dos grandes grupos de germoplasmas, derivados de los acervos genéticos mesoamericano
y andino. Cada uno de estos acervos ha sido clasificado en tres razas. El acervo “Andino” se

constituyé por las razas Nueva Granada, Chile y Perd, mientras que “Mesoamérica” quedo

integrado por las razas Jalisco, Durango y Mesoamérica (Martinez, 2016).

Dentro del grupo de las fabéceas, el frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es una de las especies

cultivadas mds importantes. La principal importancia de esta leguminosa estd dada por su valor
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alimenticio, tanto para el hombre como para los animales (Martinez, 2016).

Por su alto contenido proteico constituye, entre las leguminosas, el tercer cultivo mads
importante en el mundo, después de la soya (Glycine max L.) y el cacahuate (Arachis hypogaea)
(Laraflores, 2015). La semilla contiene entre 20-25 % de proteinas, entre las que sobresale por su
abundancia la faseolina, que posee un alto contenido de aminodcidos esenciales, tales como la
lisina y el triptéfano, presentes en este grano en mayor cantidad que en los cereales (Treviiio y
Rosas, 2013).

El frijol comtin destaca, ademds, por su importancia socioecondmica y por la superficie destinada
para la siembra y la produccién en grano (Trevifio y Rosas, 2013). Se considera como la fuente
mads barata de proteinas y calorias, ademds de los ingresos econdmicos que genera para sus
productores (Martinez, 2016).

La produccién mundial de frijol en el periodo 2010-2016, registré una tasa media anual de
crecimiento (TMAC) de 1,42 %, lo que signific6 un aumento de 2 170 millones de toneladas (Mt)
en dicho periodo. Histéricamente, la India ha sido el principal productor de frijol en el mundo,
aunque en los ultimos cinco afios del periodo citado, fue superado por Myanmar. En el afio 2016,
la produccioén de frijol superd las 26,8 (Mt); Myanmar y la India fueron los principales productores
conun 19,34 % y 14,53 % de participacion respectivamente, seguidos por Brasil, Estados Unidos,
Tanzania, China, México, Uganda y Kenya. De estos paises, Kenya registré la TMAC 2010-2016
mas alta, con 10,94%, mientras que, la mas baja fue de la India con 3,71 % (FAO, 2018; Guzman
etal., 2019).

En Cuba el frijol constituye un alimento de preferencia en la dieta diaria, llegdndose a consumir
hasta 23 kg anuales como promedio por habitante (Martinez, 2016); representa uno de los

granos fundamentales en la alimentacién de la poblacién, junto al arroz y a las viandas. Su
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produccién ha ido en ascenso, con rendimientos que alcanzan 1 t ha!, y la participacién de 15 773
productores. De ellos, el 50 % alcanzan rendimientos de 0,5-1,0 t ha'; el 40 % de 1,0-1,5 t ha™! y
solo el 3 % de 2,0-2,5 t ha! (MINAG, 2016; Herndndez y Salido, 2019). Por esta razon, la
produccioén actual no garantiza el consumo normado de la poblacién, por lo que el estado tiene que
recurrir a la importacion del grano (Rodriguez, 2017).

2.2. Requerimientos edafoclimaticos del cultivo

El frijol se adapta a una gran diversidad de suelos y climas, aunque prefiere suelos sueltos y
climas moderadamente frios, con temperaturas entre 16 y 25 °C. Su periodo vegetativo varia
entre los 90 y 120 dias (Faure et al., 2014).

Este cultivo requiere de suelos profundos y fértiles, con buenas propiedades fisicas, de textura
franco limosa, aunque también tolera texturas franco arcillosas. Crece bien en suelos con pH
entre 5,5 y 6,5; de topografia plana y ondulada, con buen drenaje (Escoto, 2013). La preparaciéon
del suelo debe hacerse a una profundidad minima de 30 cm y preferiblemente de 40 cm.
Primero se debe arar y luego rastrear hasta dejar el suelo al mullido necesario (Lardizabal et al.,
2013).

En cuanto al riego, el frijol necesita alrededor de diez riegos, con una norma neta total promedio
de 3 500 m? ha'! durante todo el ciclo del cultivo, lo que depende del cultivar y el tipo de suelo.
Requiere de una humedad de 80 % de la capacidad de campo durante las cuatro etapas criticas,
en las que no puede faltar el agua para que el rendimiento no se afecte: la germinacién, la
floracion, la formacién de vainas y el llenado de las vainas (Faure et al., 2014).

La fertilizacién es una practica de gran importancia en la produccion del frijol en suelos pobres y
erosionados. Una adecuada fertilizacién proporciona los nutrientes necesarios para obtener un

buen crecimiento, desarrollo y produccién del cultivo. En los dltimos afios y por tradicién se
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ha fertilizado para cubrir los requerimientos de nitrégeno, fésforo y potasio. No obstante,
antes de utilizar cualquier fertilizante en el cultivo se recomienda hacer un andlisis de suelo
para determinar el tipo de fertilizante y la cantidad que se necesita (Escoto, 2013).

2.2.1. Requerimientos nutricionales del frijol

Para satisfacer los requerimientos nutricionales del frijol, el Ministerio de la Agricultura
recomienda y asigna a los productores una Férmula Completa de 800 kg ha! de NPK e inocular
las semillas con Rhizobium, ademds de una segunda aplicacién, correspondiente a 140 kg ha'! de
Urea, aplicado en el fondo de los surcos 10 dias antes de la floracién, cuando se cuente con el riego
(MINAGRI, 2010). Ello responde a que el frijol necesita altas cantidades de nitrégeno,
componente bdsico de proteinas, enzimas, &4cidos nucleidos y vitaminas.

El nitrégeno se absorbe como elemento inorgdnico por la raiz en forma de NH4* y NO3". En
este 6rgano los iones se transforman en N orgdnico (amidas, ureidos, etc), compuestos bdsicos
para producir los aminodcidos y las proteinas en las hojas (Alemén, 2006). De los elementos
nutritivos necesarios para el frijol, el nitrégeno es el que mas rdpido provoca efectos en la planta,
por lo que la cantidad de este elemento en el suelo generalmente es considerado insuficiente para
satisfacer las necesidades del cultivo.

El nitrégeno es un elemento indispensable para la multiplicacién celular; el desarrollo de los
organos, el incremento del drea foliar y las masas protoplasmaticas activas (Pérez, 2016). Este
mismo autor sefiala que el nitrégeno es necesario desde el comienzo del desarrollo de la planta; su
absorcion aumenta rdpidamente desde el inicio de la fase de crecimiento y se extiende hasta la
floracion. En estudios realizados sobre la absorcion del nitrégeno se han diferenciado cuatros
etapas fundamentales: desde la germinacion hasta el inicio de la floracién, durante la floracidn,

desde el final de la floracion hasta el llenado de los granos y en la madurez (Pérez, 2016).
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Un abastecimiento adecuado de nitrogeno favorece un desarrollo vigoroso y la produccién
de protefnas. Sin embargo, un aporte excesivo de este elemento puede provocar un desarrollo
vegetativo anormal, retraso y reduccion de la floracién y un retraso en la maduracién; lo que
trae como consecuencia un alargamiento del ciclo vegetativo del cultivo (Martinez, 2016).
El fésforo constituye otro elemento esencial que participa directamente en el metabolismo vegetal,
la planta no puede culminar su ciclo biolégico en su ausencia y no puede ser sustituido por otro
elemento (Quintana et al., 2017). Se encuentra disponible como ion fosfato y se absorbe
preferentemente como H,PO4 en suelos con un pH inferior a 7 y como anién divalente HPO4>", en
suelos con un pH por encima de 7 (Azcén y Talén, 2013).

Este elemento desempefia funciones estructurales en las macromoléculas como los &dcidos
nucleicos, ademds en los procesos metabdlicos de biosintesis y degradacién. Permanece en su
forma més altamente oxidada, ya que no son reducidos en la planta, lo que si ocurre con los nitratos
y los sulfatos (Quintana et al., 2017).

El fosforo es un componente de las nucleoproteinas, dcidos nucleicos (ARN y ADN) y los
fosfolipidos, los cuales tienen multiples funciones en el metabolismo de la planta. Participa en
la transportacién de carbohidratos de la parte aérea de la planta a las vainas. Esto quiere decir,
que el fosforo se necesita hasta en la época de maduracion fisiolégica (Aleman, 2006).

Las plantas bien abastecidas de fésforo maduran con mayor rapidez. La maxima absorcion de este
elemento por la planta se produce a los 41 dias de sembrado, cuando el riego es deficiente
disminuye el aprovechamiento del fésforo por la planta, lo que motiva un aumento de la fijacién
del elemento en el suelo (Pérez, 2016).

El potasio es otro macronutriente de gran importancia para el cultivo, ya que es demandado en

mayor cuantia que el Fésforo, aunque menos que el Nitrégeno. Este elemento tiene gran movilidad
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dentro de la planta, a pesar de no encontrarse en ningiin compuesto de constitucion; interviene en
la presion osmética de las células, disminuye la transpiracion y contribuye a mantener la turgencia
celular. También desempeia un papel importante en las reacciones que intervienen en la sintesis
de clorofilas, en la formacién de los glicidos y en la sintesis de las proteinas (Pérez, 2016). Este
mismo autor sefiala que la absorcion de potasio por la planta durante su ciclo de vida es maxima
entre los 44 y 53 dias (antes de la floracion plena) y que el 73,5 % del potasio es extraido por la
planta desde la germinacion hasta el final de la floracién.

2.3 El estrés hidrico

El término ‘estrés’ aunque ampliamente utilizado en Fisiologia Vegetal, resulta de dificil
definicién, por lo que muchas de las aproximaciones que se han formulado en relacién con este
concepto, son a veces imprecisas, con fuertes dosis de subjetividad (Tambussi, 2004). El término
estrés fue definido por Levitt (1980) como: “cualquier factor ambiental potencialmente
desfavorable para los organismos vivos”, y este autor también lo define como “la expresion
extrema de un factor del ambiente que inhibe el crecimiento y desarrollo en las plantas y, en
consecuencia, su productividad”. Taiz y Zeiger (2002), lo definen como ‘“cualquier cambio
anormal en los procesos fisiologicos, dada una combinacién de factores medio ambientales y
biolégicos o factor externo que ejerza una influencia desventajosa”.

Desde el punto de vista ecofisioldgico, el estrés hidrico por defecto es cualquier limitacién al
funcionamiento 6ptimo de las plantas, impuesta por una insuficiente disponibilidad de agua.
Existen términos especificos relacionados, tales como “déficit hidrico” y “sequia”, que se utilizan
frecuentemente como sinénimos, aunque presenten matices diferentes (Medrano y Flexas, 2002).
La sequia denota, en muchos casos, una interacciéon entre baja disponibilidad hidrica, alta

temperatura y alta irradiacion, y es la falta o insuficiencia de precipitaciones durante un periodo

10
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largo, la que produce una reduccion del agua disponible en el suelo y por tanto, restricciones en el
suministro hidrico a la planta; es decir, se trata de un déficit hidrico prolongado (Sdnchez y
Aguirreola, 2008).

Esta claro que el déficit hidrico es el principal factor abidtico que limita la distribucién geografica
y el rendimiento de la mayoria de los cultivos (Araus et al., 2002; Tuberosa y Salvi, 2006), de ahi
que sean numerosas las motivaciones para estudiar la fisiologia de las plantas bajo este tipo de
estrés (Tambussi, 2004). Segin Flexas y Medrano (2002), el conocimiento de los mecanismos de
respuestas de los cultivos a la sequia resulta necesario debido a que este es el principal factor
limitante de la produccién de los cultivos y esta limitacién continda en incremento.

La escasez de agua afecta al 52 % de la poblacién mundial que vive en regiones dridas y semidridas
(Gheysari et al., 2017). Esto implicara que la agricultura de riego en el futuro se desarrolle en un
ambiente restringido del recurso agua, debido a que una parte es de prioridad para el sector urbano
y el mayor porcentaje (76 %) de agua disponible se usa para la agricultura.

La sequia agricola se considera un fendmeno que se produce naturalmente cuando las lluvias han
sido inferiores a los niveles normales registrados, lo que causa un amplio desequilibrio hidrico que
perjudica los sistemas de produccién agricola y la biodiversidad (Gémez y Cadena, 2017).

A pesar de que el 70 % de la superficie terrestre estd cubierta de agua, solo el 2,5 % es dulce, es
decir el 97,5 % restante posee altos contenidos de sales. Alrededor del 10 % del agua dulce esté
congelada en los casquetes polares, acumulada en el suelo y en acuiferos profundos inaccesibles.
En resumen, menos del 1 % del agua dulce es accesible para el uso humano, las dreas con grandes
déficits de agua aumentan, ya no s6lo en el Norte de Africa y en el este de Asia, sino que se han
extendido al Continente Americano y a Europa. Baste sefialar que en la zona de América se sufre

la sequia mas severa de los dltimos 100 afios. Todo ello pudiera estar asociado a una mayor
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frecuencia, persistencia e intensidad de los fendmenos asociados al “Nifio” (Nufiez, 2018; FAO,
2019).

Sin embargo, entre las causas que de manera individual o combinada han hecho prevalecer las
condiciones de sequia en la region geografica de Cuba, se encuentra en primer lugar la persistente
influencia de marcadas condiciones anticiclonicas en toda el drea del Caribe y Centroamérica.
Dicha condicién provoca un acentuado descenso de aire desde los niveles superiores de la
atmosfera, lo cual crea condiciones desfavorables para los procesos de lluvia en los meses de mayo,
junio y octubre, al inhibir el desarrollo de grandes nubes (Cueva et. al., 2006).

De acuerdo con los especialistas, si se analizan los principales rasgos de este prolongado
fendmeno, se puede afirmar que ademds de ser el mds severo registrado en las dltimas cuatro
décadas desde Camagiiey hasta Guantdnamo, la reduccién de los acumulados de lluvia se ha
producido como resultado de la notable disminucién observada en el periodo més lluvioso del afio
(mayo-octubre) y un retraso en el inicio del periodo lluvioso se traduce en la prolongacién de bajas
condiciones de humedad en el suelo, todo lo cual resulta desfavorable para la agricultura (Peldez,
2007).

La disponibilidad de agua es el factor simple mds importante que limita la produccién de los
cultivos en el mundo. Se ha estimado que aproximadamente se pierden anualmente 10 billones de
dolares en la produccién de alimentos primarios, debido a la insuficiencia de precipitaciones o la
carencia total de lluvia (Tuberosa, 2006).

2.3.1 Efecto del déficit hidrico en las plantas

El déficit hidrico es capaz de afectar negativamente al conjunto de las funciones fisiolégicas de la
planta, tales como la fotosintesis, respiracion, el metabolismo de los carbohidratos, la nutricién

mineral y la sintesis de promotores del crecimiento (Abdellatif et al., 2012), pero también puede
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repercutir en la apertura y cierre estomdtico, lo cual limita la absorcién de CO» y por ende, reduce
la actividad fotosintética (Osakabe et al., 2014).

El déficit hidrico en la planta implica que las células y los tejidos no estén plenamente turgentes.
Puede variar desde un pequefio descenso del potencial de agua, que solo es detectable con
instrumentos, hasta el marchitamiento permanente y la muerte por desecacion, lo que pasa por el
marchitamiento transitorio del mediodia. Es decir, el déficit hidrico se produce siempre que la
pérdida de agua por transpiracién sea mayor que la absorcién y estd caracterizado por una
reduccidn del contenido hidrico, del potencial osmético y del potencial de agua, acompaiiados por
la pérdida de turgencia, el cierre de los estomas y la reduccién del crecimiento (Tamayo y Boicet,
2012).

Segtn Luna et al. (2015), el déficit hidrico afecta muchos procesos anatémicos, morfolégicos,
fisiolégicos y bioquimicos, en algunas etapas de crecimiento y desarrollo de las plantas. Una
pérdida de la turgencia en los tejidos de un 10-15 %, debido a una reduccidn del potencial de agua,
puede provocar los siguientes efectos: concentracion de macromoléculas y solutos de baja masa
molar, reduccién de la presion de turgencia de las células y cambios en las relaciones espaciales
de las membranas y organelos, debido a la reduccién del volumen celular (Monteoliva et al., 2019),
todo lo cual, desde el punto de vista agronémico, tiene su principal efecto en la reduccién del
rendimiento.

Este tipo de estrés abidtico disminuye el rendimiento y calidad de la produccién; dado porque
disminuye la cantidad de granos y el nimero de vainas, cuando el estrés se presenta en los estadios
de crecimiento, floracion y formacién de grano (Morales et al., 2017).

A pesar de que la carencia de agua constituye una de las principales fuentes de estrés, muchas

plantas han desarrollado respuestas que les permiten tolerar diferentes niveles de déficit hidrico,
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que van desde un estrés hidrico leve, causado por la disminucién del potencial hidrico al mediodia,
hasta aquellas que les permiten sobrevivir en hébitat desérticos (Moreno, 2009).

2.3.1.1 Respuestas de las plantas al estrés hidrico

Las respuestas de las plantas al estrés hidrico presentan mecanismos complejos que incluyen
cambios moleculares y se extienden a todo el metabolismo, lo que influye ademads en la morfologia
y fenologia de éstas, al acortar el ciclo del cultivo (Ruiz, 2015). Este mismo autor plantea que estos
mecanismos en algunos casos permiten la adaptacién y supervivencia a periodos mas prolongados
de déficit hidrico, y se dan a nivel de toda la planta o en tejidos especificos, con la finalidad de
reducir la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Entre estos mecanismos se
encuentran: la defensa frente al dafio oxidativo, mediante el sistema antioxidante enzimatico y no
enzimatico, el cierre estomatico (con repercusion en el intercambio gaseoso y el estado hidrico de
la planta) y el ajuste osmoético, entre otros.

Las plantas pueden modificar su fisiologia para adaptarse a diferentes condiciones a través de
cambios metabdlicos. La modificacién en el metabolismo primario se considera la més aparente
en todas las respuestas metabdlicas e incluye alteraciones en los niveles de azicares, alcoholes,
aminoacidos, productos intermedios del ciclo del 4cido tricarboxilico, que muestra tendencias
comunes en las respuestas al estrés. Sin embargo, las variaciones en el metabolismo secundario
son muy especificas para un estrés particular y también para las especies (Khan y Kharabian,
2017).

Los efectos de la sequia en la fotosintesis son directos (como la limitacién en la difusion a través
de los estomas y el meséfilo y las alteraciones en el metabolismo fotosintético), 6 secundarios
(como el estrés oxidativo proveniente de la super imposicion de maltiples estreses) (Chaves et al.,

2009).
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Frecuentemente la tolerancia a la deficiencia hidrica estd asociada a la supervivencia de las

plantas, y los esfuerzos para mejorarla se han visto limitados por el pobre entendimiento de las

bases fisiologicas del rendimiento, en condiciones de recursos hidricos limitados (Passioura,

2002), por lo que desde una dptica agrondmica, seglin Tuberosa y Salvi (2006), la tolerancia se

refiere al rendimiento final de un cultivo, mucho més que a la capacidad de este a sobrevivir en

condiciones con limitaciones en la disponibilidad hidrica. En tal sentido los conceptos existentes

de ‘tolerancia fisiologica’ y ‘tolerancia agronomica’ pueden ser incluso, contrarios.

Para Tambussi (2004), los intentos de conferir tolerancia a los cultivos frente a factores de estrés,

estdn fuertemente influenciados por esta confusién conceptual, debido a que un determinado

cardcter puede ser importante en términos de tolerancia fisioldgica, pero negativo en términos

agronoémicos. Es decir, desde una perspectiva ecofisioldgica, las respuestas adaptativas que

confieren a las plantas capacidad para tolerar la sequia (sobrevivir en condiciones de estrés

severo), tendrdn posiblemente un efecto negativo en términos de rendimiento.

En el andlisis de un contexto agronémico, otros autores se refieren a resistencia a la sequia. Fischer
et al. (1994) la definen como la capacidad de la planta cultivada para rendir su producto econémico
con agua disponible limitada; asi mismo, Sdnchez y Aguirreola (2008) plantean que un cultivo
mads resistente a la sequia es aquel que obtiene una mayor produccién bajo estas condiciones y
ademds, que tenga cierto grado de estabilidad en la produccién durante varios aios.

Para Iglesias (1995), citado por Reyes et al. (2008), la tolerancia a los diferentes agentes estresantes
se encuentra conferida por caracteres expresados en los cuatro niveles de organizacion: desarrollo,
estructural, fisiolégico y metabdlico, de ahi que mientras algunas plantas presentan gran
plasticidad fenotipica, en otras la tolerancia muestra una base genética, que parece depender de

varios genes con caracteres aditivo y dominante.
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2.3.2 Efecto del déficit hidrico en el frijol

Diversos trabajos demuestran el efecto negativo de la sequia en el cultivo del frijol, segin Sdnchez
(2016), un periodo de déficit hidrico de 15 dias en la etapa vegetativa y reproductiva, provoca
afectaciones negativas en las plantas de cinco cultivares de frijol., con un aumento en el contenido
de carotenoides, en la eficiencia del uso del agua intrinseca y de los niveles de prolina, lo que
indica su alto potencial de respuesta al estrés. Este mismo autor encontré que el rendimiento
potencial de los cultivares fue modificado por el déficit hidrico, posiblemente porque hubo danos
al aparato fotosintético; lo cual podria ser un indicador de la baja capacidad de las plantas de frijol
para mantener el fotosistema II funcional bajo el estrés, lo que se considera un importante rasgo
fisioldgico en la tolerancia a la sequia.

Por su parte, Kusvuran y Dasgan (2017), informaron que la sequia moderada y severa aumenta el
total de polifenoles y flavonoides en las semillas de frijol comun y segin resultados de Reyes et
al. (2014), el estrés hidrico al 50 % de la capacidad de campo afecta el nimero de hojas, ramas y
estructuras reproductivas.

Por otro lado, el estrés por déficit hidrico afecta drasticamente el rendimiento del cultivo de frijol
(Beebe et al., 2013). La sequia durante la floracién y el periodo de formacién de semillas redujo
el rendimiento y sus componentes. Este mismo efecto se observé en la biomasa aérea, el nimero
de vainas y de semillas por planta (Lanna et al., 2016). De manera similar, Acosta et al. (2009)
indican un efecto negativo en el indice de cosecha, y en el periodo de formacién de la semilla, en
ocho cultivares de frijol de diferentes hédbitos de crecimiento sometidos a sequia en la etapa

reproductiva (Romero et al., 2019).
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2.3.3. La sequia en Cuba. Estrategias de mitigacion

En Cuba, durante el periodo 2015-2017 las consecuencias de la intensa sequia que se venia
generando desde el 2014, la més grave durante los dltimos 115 afios, dejé innumerables dafios
socio-econdémicos y medioambientales (Figueredo y Fuentes, 2017).

Los acumulados anuales medios de las lluvias en el pais para el afio 2016, de acuerdo con ONEI,
(2017), alcanza valores de 1 251,8 mm, y sus magnitudes reflejan una acentuada estacionalidad,
con un periodo estacional lluvioso, que acumula el 76 % del total anual y un periodo poco lluvioso
de noviembre a abril, el cual recibe el 24 % restante.

En la provincia Granma para ese mismo afo, los acumulados anuales medios de las lluvias
alcanzan los 1 187,2 mm y las magnitudes de sus acumulados mensuales reflejan igualmente una
acentuada estacionalidad, con un periodo estacional lluvioso que acumula el 77 % del total anual
y un periodo poco lluvioso, el cual recibe el 23 % restante (ONEI, 2017).

Para estos autores, Granma se encuentra en la region del pais mas afectada por la sequia agricola
en 40 afios de estudio, con una afectacién normal de 66 % de su territorio, al que le corresponde
de ese valor un 43 % del area con intensidad muy severa, un 32 % con intensidad severa, 17 %
con intensidad moderada, 5 % con intensidad ligera y 3 % muy ligera, y el valor més alto de la
extension superficial o media anual de la region, ha llegado hasta un maximo de 78 % de la
superficie. De los 54 municipios de la region oriental, 14 clasifican como de muy alto riesgo de
sequia, 15 de alto riesgo, 13 de riesgo medio y 12 de bajo riesgo (INSMET, 2017).

El conocimiento adquirido acerca de la sequia en Cuba, permite expresar que la extension
superficial ha incrementado, con un avance medio anual en 4reas anteriormente no afectadas de

aproximadamente 8 000 ha, con la caracteristica de un mayor incremento en extension superficial
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en el periodo lluvioso y la disminucion de estos indices en el periodo poco lluvioso (Solano et al.
2006).

Dentro de las estrategias de mitigacion de la sequia en nuestro pais se destaca, el implemento,
desarrollo y perfeccionamiento del sistema de alerta temprana de predicciéon del clima, en
particular de la sequia meteoroldgica y agricola, el establecimiento de un sistema de vigilancia
constante que comprende un monitoreo sistematico de los niveles de manantiales, diques y tablas
de agua, asi como los planes de contingencia, seglin se requiera, la construccién de presas y
embalse para la acumulacién de agua, y el perfeccionamiento del sistema hidro-energético para
complementar el programa de drenaje y suministro de agua en dreas muy secas y afectadas
grandemente por los procesos de desertificaciéon con un valor de mas de 160 millones de ddlares
para el Oriente Cubano (EMNDC, 2017).

No obstante, se necesita disponer de medidas preventivas y soluciones ante avisos tempranos de
sequia, donde la biotecnologia y la genética darén su aporte en la obtencion de cultivares tolerantes

al estrés, capaces de producir con eficiencia bajo tales condiciones (Dominguez, 2014).

2.4. Los biofertilizantes y su uso en la agricultura. Azofert®

Son diversas las definiciones y bondades adjudicadas al término Biofertilizante. Segtin Sdnchez
(2018) son preparados liquidos que contienen nutrientes beneficiosos para los cultivos,
compuestos orgdnicos y microorganismos (cepas microbianas), consideradas como eficientes
fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fésforo, potencializadoras de diversos nutrientes o
productoras de sustancias activas para el crecimiento vegetal.

Los biofertilizantes son fuentes renovables de nutrientes para las plantas, que complementan 6
permiten reducir el uso de fertilizantes quimicos (Singh et al., 2016). Estdn compuestos por cepas

seleccionadas de microorganismos benéficos del suelo, que son usados, ya sea para tratamientos
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de semillas o para aplicacién en el suelo (Agriculturers, 2019). Su empleo permite suplir o
complementar el aporte de los fertilizantes minerales, cuyo uso en exceso causa dafios al ambiente
como la acidificacion de los suelos y la contaminacion de las aguas (Silva, 2014). De tal manera
que se acrecientan las cantidades de nutrientes que pueden ser asimilados por las plantas y se hacen
mas eficientes los procesos fisiologicos que influyen sobre el desarrollo y el rendimiento de los
cultivos (Sanchez, 2013).

El uso de biofertilizantes posibilita el ahorro parcial o total de fertilizantes minerales y permite una
sustentabilidad ecoldgica a largo plazo (Fuentes y Martinez, 2015). En este sentido, el empleo de
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) para la
biofertilizacién de diversos cultivos, se ha incrementado aceleradamente y constituye una
estrategia en la agricultura sostenible a nivel mundial. Su uso estd enfocado hacia el incremento
de la nutricién de las plantas, con la correspondiente sustitucion de fertilizantes quimicos y a la
bisqueda de proteccion a enfermedades y plagas (Pedro, 2019).

Entre los biofertilizantes que mayor uso han tenido en Cuba, se destacan: Dimargon®, a base de
Azotobacter chroococcum; Azofert® y Biofer®, compuestos por rizobios como principio activo;
Fosforina® y Nitrofix®, a base de Pseudomonas fluorescens 'y Azospirillum sp.,
respectivamente y EcoMic®, compuesto por hongos micorrizicos arbusculares (MINAG, 2020).
Azofert®, es un biofertilizante comercializado por el INCA, que contiene especies nativas de
rizobios, con alto grado de pureza, eficiencia y estabilidad biolégica y que ha sido evaluado
agrondmicamente con éxito en diferentes condiciones edafoclimaticas. Este inoculante tiene la
particularidad, respecto a otros presentes en el mercado, porque contienen altas concentraciones
(10*-10°> M) de factores de nodulacién y otras sefiales determinantes de la simbiosis, lo que

incrementa su efectividad y calidad (Napoles et al., 2011). Los efectos beneficiosos que produce
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este bioproducto se deben, principalmente, a la funcién de los rizobios como fijadores del
nitrégeno, pero también a la amplia gama de mecanismos de accién de estas rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (Napoles et al., 2016).

Azofert® se encuentra registrado para los cultivos de frijol (Azofert-F®), soya (Azofert-S®) y
canavalia (Canavalia ensiforme) (Azofert-Can®), donde sustituye entre 60 - 100 % del fertilizante
nitrogenado que demandan estas plantas, sin afectar el rendimiento agricola, dada su actividad
como fijador del nitrégeno atmosférico. Se aplica directamente sobre las semillas, en dosis de 200
mL por cada 50 kg de semilla, previo a la siembra (Herndndez et al., 2016). Entre sus efectos
bioldgicos en plantas leguminosas se encuentran, una mayor nodulacién y aporte de nitrégeno a la
planta, promueve el crecimiento y los rendimientos agricolas (20 - 60 %) y disminuye los efectos
adversos del estrés.

Varias investigaciones se han enfocado al beneficio que aporta la aplicaciéon de Azofert® en
leguminosas, contando con gran ndmero de trabajos que corroboran su influencia positiva a través
de diferentes mecanismos como la fijacién bioldgica del nitrégeno, la sintesis de fitohormonas
como el 4cido indolacético, la promocion del crecimiento de la raiz y la proliferacion de pelos
radicales, asi como la mejora de la absorcion de agua y nutrientes y la solubilizacién de fosfatos
(Martinez, 2016; Napoles et al., 2016; Romero et al., 2017).

Martinez (2016), encontré que la inoculacién con Azofert®-F y el 30 % de la fertilizacion
nitrogenada en el cultivo del frijol variedades CC-25-9N y CUL-156, incrementaron el
rendimiento en un 30 % en comparacién con el tratamiento control con el 100 % de la fertilizacion
nitrogenada. Esta misma autora encontré que al inocular las plantas con Azofert®-F, se estimuld
la masa seca de los tallos y el drea foliar de las plantas.

Por otra parte, Rivera ef al. (2015) informaron que la coinoculacién de semillas de frijol con
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Azofert®-F, Ecomic® y la aspersion foliar de las plantas con bioestimulantes tales como
Fitomas®, Biobras-16® y Quitomax®, estimularon significativamente el rendimiento del cultivo.
El uso de los biofertilizantes en leguminosas constituye una alternativa promisoria frente a los
fertilizantes minerales. De esta forma, se ha trabajado no s6lo en la inoculacién de rizobios, sino,
en inoculaciones conjuntas de rizobios con otros microorganismos, lograndose estimulaciones del
crecimiento e incrementos en el rendimiento de los cultivos (Sanchez er al., 2014; Martin et al.,
2015).

2.4.1. Fijacion bioldgica del nitrégeno

El nitrégeno (constituyente de las proteinas, las enzimas, las clorofilas y los reguladores del
crecimiento), es el elemento limitante para el crecimiento de la mayoria de las plantas,
debido a su falta de disponibilidad. Las plantas pueden adquirirlo a partir de dos fuentes
principales: el suelo, a través del abono y/o la mineralizaciéon de la materia orgénica; y la
atmosfera, a través de la fijacion bioldgica (Mayz, 2004).

La fijacion biolégica de nitrégeno resulta un proceso clave en la biosfera, por el cual
microorganismos portadores de la enzima nitrogenasa convierten el nitrégeno gaseoso en
nitrégeno combinado. Las bacterias que fijan N pueden encontrarse en formas de vida libre, en
diferentes grados de asociacién y las que establecen simbiosis con determinadas especies de
plantas (Ramos et al., 2018), de esta manera el nivel del elemento aportado a la planta varia segin
el grado de asociacién: bacterias en vida libre aportan entre 3-5 kg N ha'afio™!, la FBN en rizosfera:
15-25 kg N ha'afio™! y Ia fijacién en Simbiosis hasta 600 kg N ha'afio! (Chanway et al., 2014).
Se han realizado esfuerzos por producir inoculantes con bacterias probadas por su gran capacidad
de fijar N, en especial con las plantas de valor comercial como soya, frijol y leguminosas

forrajeras. Estas bacterias son portadoras de la enzima nitrogenasa, responsable de realizar la
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conversion del nitrégeno gaseoso, pues cataliza la reduccion de N> atmosférico a dos moléculas
de amonio asimilable por las plantas (Lyra et al., 2015). Se estima que este proceso contribuye
entre el 60-80 % de la fijaci6n bioldgica de nitrégeno.

En esta simbiosis, la planta huésped obtiene nutrientes nitrogenados de la bacteria y ofrece
a éstas fuente de carbono para sumetabolismoy un ambiente favorable para su establecimiento.
Esta simbiosis contribuye con una parte considerable del nitrégeno combinado en la tierra y
permite a las plantas leguminosas crecer en suelos con bajo contenido de nitrégeno, sin
empobrecerlos (Wang et al., 2014).

El nitrégeno fijado biolégicamente por algunos microorganismos en simbiosis garantiza una
fuente directa de este elemento a ser utilizada por la planta, y de esta manera, menos susceptible
a los procesos naturales como la volatilizacién, desnitrificacién y la lixiviacién. Este
proceso contribuye a la nutricion y desarrollo de las plantas, principalmente en suelos
deficientes de nitrégeno (Long, 2001).

La capacidad de los microorganismos para usar el nitrégeno gaseoso como Unica fuente de
nitrégeno y participar en simbiosis con plantas huésped confiere muchas ventajas ecoldgicas
(Dixon y Kahn, 2004) y econdmicas, al disminuir el empleo de fertilizantes que resultan costosos
y en muchas ocasiones nocivos al ambiente. Es importante contar con cepas de estos
microorganismos compatibles con estos cultivos y eficientes en la simbiosis para garantizar
un aprovechamiento adecuado de este elemento (Perticari, 2005).

2.4.1.1. Interaccion rizobios-leguminosas. Simbiosis Rhizobium-frijol

La relacion entre los rizobios y las leguminosas es el mecanismo biolégico mds importante para
proporcionar nitrégeno a las plantas como una alternativa ante el alto costo de fertilizantes

amoniacales (Rai et al., 2012).
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Las bacterias del grupo de los rizobios se encuentran dentro del grupo de microorganismos que
establecen simbiosis con plantas de la familia Fabaceae. Hoy la taxonomia polifdsica ha permitido
identificar 120 especies de rizobios (Sahgal y Jaggi, 2018). Estos microorganismos invaden las
raices de estas plantas y provocan la formacién de nédulos, en los cuales se establece la simbiosis
en la que se fija el N atmosférico (Népoles et al., 2008).

Esta interacciébn simbidtica es altamente especifica 'y estrictamente controlada
principalmente por la planta huésped, de tal manera que una leguminosa en particular interactia
con s6lo un conjunto limitado de especies de rizobios y cada especie de rizobio establece
simbiosis con un rango limitado de especies de leguminosas, a veces con una en exclusiva
(Olivares, 2017).

El establecimiento de la simbiosis es un proceso complejo, que implica un intercambio
coordinado de multiples sefiales entre la planta huésped y su microsimbionte; entre ellos
los flavonoides secretados por las raices de leguminosas y los lipoquitinoligosacaridos
presentes en los rizobios (factores Nod) juegan un papel crucial (Janczarek et al., 2015).

En este reconocimiento entre la planta y la bacteria una de las primeras sefiales es la liberacion de
metabolitos secundarios, fundamentalmente compuestos flavonoides como naringenina,
genisteina y daidzeina y no flavonoides como 4&cidos aldénicos y betainas, que atraen
quimicamente a los rizobios hacia la region apical de los pelos radicales (Rodriguez y Sicardi,
2010). Los rizobios, al reconocer los compuestos flavonoides, inician la transcripcion de los genes
denominados de nodulacién (genes nod), los cuales a su vez inducen la sintesis de los
lipoquitinoligosacéridos (factores Nod), responsables de una serie de cambios morfolégicos y
fisioldgicos en los pelos radicales de la planta, que condicionan la entrada de la bacteria (Oliva,

2008).
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Una vez que las bacterias son retenidas por las células vegetales que forman el primordio nodular,
son rodeadas por la membrana peribacteroidal (MPB), la cual mantiene fisicamente fuera del
citoplasma a los bacteroides y de esta forma, se evita la posible respuesta de defensa de la planta.
Esta membrana, ademads juega un papel relevante en el intercambio metabdlico entre el citoplasma
celular y los bacteroides en la simbiosis (Masson et al., 2009). De esta forma, queda constituido el
simbiosoma, unidad bésica de fijacion de nitrégeno, capaz de regular el transporte de metabolitos
entre los simbiontes. La relacidon simbidtica se manifiesta en el hecho de que la planta proporciona
energia y esqueletos carbonados a los bacteroides, para que puedan realizar la fijacién de nitrégeno
y éstos a cambio, suministran a la planta nitr6geno asimilable en forma de amidas o de ureidos
(Han et al., 2009).

Una vez que la bacteria se convierte en bacteroide en el interior de la célula, adquiere la capacidad
de reducir el nitrégeno atmosférico a través del complejo enzimdtico nitrogenasa. La enzima
consta de dos proteinas: los componentes I y II. El componente I: molibdoferredoxina (MoFe), es
responsable de la reduccién del N> molecular a amoniaco. El componente II: azoferredoxina, cuya
funcidn es la transferencia de electrones al componente I y por dltimo al nitrégeno (Rajasekaran
et al., 2012). Estos componentes conllevan a la reaccién de reduccion:

N2 + 8H + 8¢ +16 ATP ------------—-- 2 NHz + H2 + 16 ADP + 16 Pi

Esta fijacion enzimdtica de N», es un proceso con un elevado costo energético que requiere el
acoplamiento de un sistema eficiente de generacion de ATP, como la fosforilacion oxidativa (Zhao
et al., 2006). Del 30 al 60 % de la energia suministrada para la nitrogenasa se pierde como H», lo
cual disminuye la eficiencia de la fijaciéon (Cheng, 2008).

La mayor parte del amonio resultante de la fijacién bioldgica del nitrégeno se incorpora al citosol

de las células vegetales infectadas con el simbionte, mediante un transportador especifico.
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Inmediatamente, la isoforma citosdlica de la enzima glutamina sintetasa (GS1) cataliza la
incorporacién del amonio al glutamato, origindndose la glutamina (Pageau et al., 2006).

De la glutamina resultante, una pequefia porcidén puede incorporarse al interior de los plastidios y
por accién de la enzima GOGAT se transforma en glutamato (Morgan et al., 2005). El glutamato
puede ser reutilizado por una isoforma de la glutamina sintetasa identificada en plastidios (GS2) o
metabolizarse en varios aminodcidos por accién de las transaminasas (Prell y Poole, 2006).

Una pequefia porcion del amonio resultante de la fijacién bioldgica, se inserta a la ruta GDH o
puede utilizarse por la alanina deshidrogenasa (ADH) (Pageau et al., 2006). Waters y Emerich
(2000) muestran evidencias donde la alanina constituye la forma de transporte del amonio desde
el bacteroide hacia el citosol. Sin embargo, Zozaya-Hinchliffe et al., (2005) sefialan que, aunque
el bacteroide puede sintetizar alanina mediante la enzima ADH, el amonio constituye el mayor
compuesto de exportacion hacia el citosol de las células vegetales infectadas por el rizobio.

Los ureidos, fundamentalmente la alantoina, constituyen la principal forma de transporte del
amonio resultante de la simbiosis hacia las hojas de las plantas de frijol (White et al., 2007). La
ruta metabodlica que da origen a los ureidos transcurre a partir de la degradacion de las bases
purinicas en las células vegetales adyacentes al simbiosoma (Morgan et al., 2005). Como resultado
de esta via catabdlica se obtiene el dcido trico, el cual se transforma en alantoina por la enzima
urato oxidasa (Morgan et al., 2005).

La alantoina se transporta a través del xilema hacia las hojas del frijol, donde se almacena en los
peroxisomas y se traslada hacia el reticulo endoplasmatico para su degradaciéon (Werner et al.,
2008). El primer paso del catabolismo de los ureidos comienza mediante la degradacién de la
alantoina en alantoato, por la enzima alantoinasa (Charlson et al., 2009). A continuacién, el

alantoato se degrada por dos vias principales cuyos productos son utilizados en la sintesis de
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proteinas (Ladrera et al., 2007). En una de ellas actda la enzima alantoato amidinohidrolasa,
produciéndose urea, didxido de carbono y amonio. La otra via transcurre mediante la catalisis de
la alantoato amidohidrolasa, que utiliza manganeso como cofactor y se obtiene ureidoglicolato
(Charlson et al., 2009).

El éxito de la inoculacién de rizobios depende de la interaccién Optima del cultivar de la
leguminosa, la cepa de rizobio, el medio ambiente y el manejo del cultivo (Mutuma et al., 2014).
Uno de los objetivos principales del andlisis de poblaciones de rizobios que nodulan diferentes
leguminosas en distintos suelos y localizaciones geogréficas, es la seleccion de cepas autdctonas
para el disefio de biofertilizantes que permitan la reduccién en la utilizacién de fertilizantes
nitrogenados quimicos y, por lo tanto, el desarrollo de una agricultura productiva mds respetuosa
con el medio ambiente y con la salud humana y animal (Diaz, 2010).

La deficiencia de N mineral limita el crecimiento de la planta y el N> fijado
simbidticamente por la asociacion entre las especies de rizobios y las leguminosas representa
una fuente renovable de N para la agricultura (Mohammadi et al., 2012). La inoculaciéon de la
semilla en la pre-siembra, con cepas infectivas y efectivas de Rhizobium, dota a la planta
de frijol para fijar de la atmdsfera entre el 50 y el 80 % de las necesidades de nitrégeno que
demanda para expresar su potencial agrondémico (Hernandez et al., 2000).

A pesar de la importancia agronémica de este proceso, la cantidad de nitrégeno fijado por el
frijol comin en condiciones de campo, es a menudo baja, en comparaciéon con la fijada por otras
leguminosas (Remans et al., 2008). Es por ello que las investigaciones profundizan en la
bisqueda de cepas y genotipos compatibles, de bacterias eficientes y productos que tengan en
cuenta no s6lo su multiplicacién, sino también la activacion de sus potencialidades fisioldgicas

para garantizar una simbiosis eficiente (Ndpoles et al., 2011).
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2.5. Efecto de algunos microorganismos ante el déficit hidrico

Ademéds de los efectos beneficiosos encontrados para diferentes microorganismos, relacionados
con la promocién del crecimiento 6 la actividad biocontroladora, algunos de ellos han sido
relacionados también con un papel en la tolerancia a condiciones de estrés.

Estudios realizados por Luo et al. (2019), encontraron que la inoculacién con Shingomonas spp.
en Arabidopsis thaliana promueve el crecimiento de la raiz principal y raices adventicias, y le
brinda a la planta mayor captacién de nutrientes, lo que favorece su desarrollo en respuesta al
estrés por sequia. Hussain er al. (2014), informaron que la inoculacién con cepas de
Mesorhizobium ciceri 'y Rhizobium phaseoli en plantas de maiz (Zea mays), incrementaron el peso
himedo de la mazorca, asi como en la parte aérea y radical de las plantas en condiciones de estrés
por sequia. En tal sentido Bécquer et al. (2017), encontraron que la inoculacién con
Bradyrhizobium sp. incrementd la masa seca aérea, la longitud de la mazorca, asi como el
rendimiento de granos en plantas de maiz en condiciones de estrés hidrico.

Dentro del género Bacillus, las especies Bacillus subtilis y Bacillus mojavensis se han estudiado
como microorganismos que incrementan la tolerancia al estrés, debido a que resisten potenciales
osmoticos bajos, promueven el crecimiento vegetal y la concentracién de osmolitos (Vurukonda
et al., 2016). Especies como Pseudomonas putida aumentan la biomasa vegetal, el contenido
relativo de agua y el potencial hidrico en cereales, en condiciones de estrés hidrico (Vurukonda et
al., 2016).

Asimismo, Corynebacterium sp. contribuye en la tolerancia al estrés hidrico, ya que es capaz de
promover el crecimiento vegetal mediante la produccién de fitohormonas como IAA y ABA
(Prasad, 2016).

Segun Galindo (2019), existen nuevas especies bacterianas como Brachybacterium rhamnosum,

Streptomyces aureus 'y Spreptomyces albogriseolus que pueden contribuir a la tolerancia de estrés
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abidtico en plantas, e informan a Streptomyces paucisporeus como una nueva especie PGPR que
puede jugar un papel importante en la promocion de crecimiento vegetal, en cultivos desarrollados
en regiones aridas y semidridas.

Cepas de los géneros Bacillus y Pseudomonas, con actividad ACC desaminasa, han sido
informadas por promover el crecimiento vegetal (Kisiel y Kepczynska, 2016) y mejorar la
tolerancia a estrés por sequia (Sarma y Saikia, 2014).

Sarma y Saikia (2014), encontraron la presencia de un ajuste osmético a través de la concentracion
de solutos celulares como respuesta positiva y una mayor tolerancia al déficit hidrico, en cultivares
de Vigna radiata inoculados con Pseudomonas aeruginosa. De la misma forma Cedefio (2018),
encontrd que la coinoculacién con Bacillus sp y Pseudomonas sp., que presentaron actividad con
la enzima ACC desaminasa lograron incrementar el drea especifica de las hojas en las plantas que
se sometieron a déficit hidrico.

Por otra parte, en estudios realizados con Rhizobium, Hasanah (2012) informé que la inoculaciéon
con Bradyrhizobium japonicum redujo los efectos del estrés por sequia en la formacién de nédulos
de soya, ademds mejoré la tasa de crecimiento relativa, la tasa de asimilacién neta y la masa de
100 granos.

Freixas (2011), informé que la inoculacién con Bradyrhizobium elkanii incrementé el contenido
relativo de agua en cultivares de soya sometidas a estrés hidrico. De la misma forma, Ampofo et
al. (2016) encontraron que la inoculacion con Bradyrhizobium japonicum increment6 la formacién
de ndédulos, el crecimiento y el rendimiento de plantas de soya en condiciones de estrés hidrico.
En tal sentido Amsalu et al., (2019), demostraron que la inoculacién de rizobios mejord la
tolerancia a la sequia en plantas de frijol y soya, asi como el crecimiento, la biomasa y el

rendimiento.
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Otros autores encontraron que la inoculacién con Bradyrhizobium sp y Tricoderma harzianum
increment6 la biomasa aérea de la leguminosa forrajera Cynodon dactylon en condiciones de
sequia agricola (Bécquer et al. 2018).

Por otra parte, se conoce que cepas de Rhizobium sullae, aisladas en la region semidrida de Tunez
y moderadamente tolerantes a la sequia, incrementaron de forma significativa la biomasa aérea

seca de plantas inoculadas en este tipo de estrés ambiental (Fitouri et al., 2012).
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III. MATERIALES Y METODOS

Aspectos generales

La investigaciéon se desarrollé en el Departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), perteneciente al Ministerio de Educacién
Superior (MES) y en el Huerto Intensivo "Las Celias", situado en el municipio Guisa, provincia
Granma, perteneciente al Ministerio de la Agricultura.

Suelo utilizado en la investigacion.

Se utiliz6 para el desarrollo de los experimentos un suelo Pardo mullido sin carbonatos, segtin la
Nueva Version de Clasificacion Genética de los Suelos de Cuba (Herndndez er al., 2015). Sus
caracteristicas quimicas y fisicas se presentan en las Tablas I y I, respectivamente.

Tabla I. Caracteristicas quimicas del suelo Pardo mullido sin Carbonatos utilizado en la
investigacion.

Caracteristicas quimicas
Prof.
(cm)

MO| P pH CE | Ca* [Mg” | K | Na'
(%) (dSm™)
mg kg! | H;O | KCl (cmol kg™!)
0-10 2,06 128 6,5 6,1 0,78 35,5 10,0 0,16 0,40
11-20 1,85 337 6,6 6,2 0,76 35,0 | 10,5 0,20 0,33
21-30 1,54 267 6,8 6,4 0,76 29,0 | 10,5 0,19 0,25

Prof: Profundidad; M.O: Materia Organica (Walkley Black colorimétrico); P: fésforo (extraccién H»SO4 0,1N,
(método de Oniani), pH: HO y KCI (Potenciometria); CE: Conductividad eléctrica (método conductimetro),
cationes intercambiables por extraccién con NH4Ac 1mol L' a pH 7; Ca®*: Calcio; Mg?*: Magnesio (determinacién
por complejometria); K*: Potasio (por fotometria de llama) y Na*: Sodio (por fotometria de llama).

El suelo empleado se caracterizO por presentar un contenido bajo de materia orgdnica y
contenido de fosforo alto, con un pH ligeramente 4cido, sin embargo, los contenidos de calcio
fueron altos y los de magnesio fueron bajos. Ademads, presenté un contenido bajo de potasio y
alto contenido de sodio.

Este suelo se forma a través del proceso de sialitizacion, por rocas calizas con arcilla de 2:1

motmorillonita, posee una capacidad de campo de 50 %, una capacidad de intercambio de bases
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de 46,2 cmolc kg™!, capacidad de intercambio catiénico (CIC) de 55,0 cmolc kg™ y perfil A (B) C
o ABC. Se caracteriza, ademads, por ser franco arcillo arenoso (Villazén et at., 2017).

Tabla II. Caracteristicas fisicas del suelo Pardo mullido sin Carbonatos utilizado en la
investigacion.

Caracteristicas
Prof. Arena Limo Limo | Arcilla | Cc | Da Dr CIB | CIC
(cm) gruesa | grueso fino %)
0-10 44,53 6,00 8,00 35,47 48 | 1,0 | 2,59 | 46,2 | 55,0
11-20 38,53 8,00 10,0 35,47 50 | 1,0 | 2,24 | 443 | 53,8
21-30 40,53 10,00 7,28 32,19 46 | 1,0 | 2,17 | 454 1,0

Prof: Profundidad, CC: Capacidad de campo, Da: Densidad aparente, Dr: Densidad real, CIB: Capacidad de
Intercambio de Base, CIC: Capacidad de Intercambio Catidnico.

Cultivares de frijol evaluados

Se emplearon semillas comerciales de frijol comdn (Phaseolus vulgaris 1..) de dos cultivares,
con diferentes grados de tolerancia a la sequia: CC-25-9R (Tolerante) y Tomeguin-93N
(Susceptible), de acuerdo con Baldoquin (2015) y Estrada (2016), respectivamente.

Las principales caracteristicas de los cultivares se presentan en la Tabla III.

Tabla II1. Algunas caracteristicas de las variedades utilizadas en la experimentaciéon (Faure
et al., 2014).

Dias después de la siembra Long. Tallo Masa de Rend.
Variedad Flor| Madurez | Madurez | Habito | principal | 100 semillas | potencial
Fisiologica | Cosecha Cto. (cm) (gr) kg ha!
CC-25-9 (R) 35 72 86 111 40,0 17 3300
Tomeguin-93(N) | 38 69 80 1T 70,0 17 2 987

Crecimiento (Cto): II- Indeterminado arbustivo; III- Indeterminado postrado

Biofertilizante utilizado

Se emple6 el biofertilizante Azofert®F (Az): producido y comercializado por el INCA y
compuesto por la cepa Rhizobium radiobacter Hg, procedente del cepario del Instituto de Suelos,
Ministerio de la Agricultura, Cuba y por lipoquitinoligosacaridos o factores de nodulacién. Al

momento de su empleo el producto contenia una concentracién bacteriana de 6 x 103 UFC mL!.
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Experimentos.

3.1. Experimento 1. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F en indicadores morfologicos,
fisiologicos y bioquimicos, de plantas jévenes de frijol, en condiciones de déficit hidrico.

El experimento se realizé en un cuarto de luces, bajo condiciones controladas, para evitar el
efecto de las precipitaciones y el rocio, con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de
oscuridad, a 24 + 2 'C de temperatura y 67 % de humedad relativa. Se utilizaron recipientes
pléasticos de 7,5 cm de didmetro y 9,5 cm de altura, con un volumen de 357 cm? y con
perforaciones en el fondo para posibilitar el drenaje. En cada recipiente se depositaron 400 g del
suelo descrito.

Semillas de ambos cultivares se separaron en dos grupos para la siembra, uno que no fue
inoculado y otro se inoculd con Azofert®-F, a razén de 200 mL del biofertilizante por cada 50 kg
de semilla en el momento de la siembra (Népoles, 2003).

Desde la siembra se mantuvieron los recipientes a capacidad maxima de retenciéon de humedad,
la cual se evalu6 por el método gravimétrico con pesajes cada 24 horas, afiadiéndose el agua
perdida por evapotranspiracion. A partir de los 15 dias después de la siembra (DDS), fase en que
aparecié la primera hoja trifoliada, las plantas se sometieron a dos condiciones de humedad,
consistentes en: Hi: Humedad al 100 % y Hz: Humedad al 50 % de la capacidad médxima de
retencion (déficit hidrico).

Los tratamientos quedaron conformados de la siguiente forma:

T1: CC-25-9R + Humedad al 100% + Azofert®-F

T2: CC-25-9R + Humedad al 100% - Azofert®-F

T3: CC-25-9R + Humedad al 50% + Azofert®-F

T4: CC-25-9R + Humedad al 50% - Azofert®-F

T5: Tomeguin-93+ Humedad al 100% + Azofert®-F

T6: Tomeguin-93 + Humedad al 100% - Azofert®-F

T7: Tomeguin-93 + Humedad al 50% + Azofert®-F
T8: Tomeguin-93 + Humedad al 50% - Azofert®-F
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Por cada tratamiento se utilizaron 20 recipientes, con una planta en cada uno, para un total de
160 plantas en el experimento. Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado para la
distribucién de los tratamientos.

A los 24 y 31 DDS se tomaron diez plantas por tratamiento y se les realizaron las evaluaciones
siguientes:

Densidad estomatica (u(mm?)™) e indice estomatico (% ): Para la determinacién de la densidad
estomdtica (DE) e indice estomdtico (IE) se tomaron muestras de diez hojas por cada
tratamiento, se escogid la tercera hoja trifoliada en cada planta. Para realizar las impresiones
epidérmicas abaxiales se utiliz6 una mezcla de poliestireno-xilol, el cual se aplicé sobre la
superficie foliar, después de secada la capa se removié con cinta adhesiva transparente y se
colocd en un portaobjetos para su observacién en un microscopio Carl Zeiss, a 400x. En cada
impresion se conté el nimero de estomas y de células epidérmicas tipicas, en un area de 0,63
mm?, mediante la metodologia descrita por Rodés y Collazo (2006) y las férmulas:

DE = Ne/Ac

donde: DE: Densidad estomdtica, Ne: Ntimero de estomas por campo, Ac: Area del campo (um?)
Ac = (Ndd x 10%)(r)

donde: Ndd: Numero de divisiones del diametro, © = 3,14

IE = (NEc/ NCe) x 100

donde: IE = Indice estomdtico (%), NEc = Nimero de estomas por campo, NCe= Nimero de
células epidérmicas tipicas por campo.

Longitud de la raiz principal (cm): La longitud de la raiz por planta se midi6 con una regla

graduada en mm (Error £ 1), desde el cuello hasta el dpice de la raiz.

33



'.\))

Tesis de Doctorado Materiales y Métodos

Superficie foliar total (cm?): Se calcul$ a partir de la sumatoria del valor de superficie foliar
correspondiente a todas las hojas de cada planta, mediante el medidor portatil de drea foliar AM-
300.

Masa seca de raiz, tallo, hojas y total (g): Las plantas se separaron por los diferentes 6rganos,
las muestras se colocaron en estufa (BINDER) de circulacién forzada de aire durante 72 horas, a
una temperatura de 70 °C hasta masa constante, la cual se determiné en una balanza Sartorius
CPA324S con un margen de error de 0,1 mg.

Variables de Relaciones hidricas: A las 11:00 am, se tomaron hojas bien desarrolladas del
tercio superior de las plantas y se determind:

Contenido Relativo de Agua en las hojas (CRA): El Contenido Relativo de Agua se determiné
mediante la metodologia propuesta por Turner (1981).

CRA = [(Mf - Ms) / (Mt - Ms)] x 100

donde: CRA: Contenido Relativo de Agua, Mf: Masa fresca de la hoja en el momento del
muestreo, Ms: Masa seca de la hoja después de secada en la estufa a 70 £ 5 °C, hasta masa
constante; Mt: Masa turgente de las hojas tras su saturacion en agua destilada, durante 24 horas a
8 °C, en condiciones de oscuridad.

Potencial hidrico foliar (MPa): Las evaluaciones de esta variable se efectuaron con una camara
de presion tipo Scholander, segin la técnica descrita por Turner (1981) y se utilizé para ello N
gaseoso.

Potencial Osmotico foliar actual (MPa): Se evalu6 con la ayuda de un Osmémetro de Presion
de Vapor (Wescor 5520), calibrado con soluciones de osmolaridad conocida. Para la evaluacion
de esta variable se tomaron las mismas muestras utilizadas para medir el potencial hidrico foliar.

Las hojas después de las evaluaciones del potencial hidrico, fueron envueltas en papel de
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aluminio y congeladas en nitrégeno liquido, posteriormente se conservaron en frio a -20 °C hasta
su andlisis. Previo a la realizacion de los andlisis las muestras se llevaron a temperatura
ambiente, se les extrajo el jugo celular con una jeringuilla hipodérmica y se midié el potencial

osmotico.

Potencial osmético foliar saturado (MPa): Se determiné de la misma manera que el potencial
osmotico actual, s6lo que previo a la realizacion de los andlisis las muestras se saturaron durante

24 horas a 8 °C, en condiciones de oscuridad.

Potencial de presion (MPa): Se calcul6 por diferencia entre el potencial hidrico y el potencial

osmotico actual, mediante el empleo de la siguiente ecuacion:

¥Yp =Yh-Y¥s

donde: Wp, es el potencial de presion; Wh, potencial hidrico foliar y Ws, potencial de soluto foliar
actual.

Conductancia estomatica (mmol m2 s1): Se determiné a las 11:00 am, con la ayuda de un
porémetro de difusién (Delta-T Devices, modelo AP3) y las mediciones se realizaron en la zona
abaxial de la tercera hoja trifoliada de cada planta.

Contenido de clorofilas y carotenoides (ug g' de masa fresca). Para determinar la
concentracion de pigmentos (clorofila a, b y carotenoides) se siguié la metodologia de
Lichtenthaler y Wellburn (1984). Se tomé un gramo de tejido foliar de la tercera hoja trifoliada
de diez plantas por cada tratamiento, se cortd en pequeiios fragmentos, se macerd con 25 mL de
alcohol etilico (96 % v/v), se filtr6 a través de un papel de filtro, y se completd hasta un volumen
de 50 mL con alcohol etilico. Posteriormente se determiné la absorbancia a 665, 649 y 470 nm

para la clorofila a (Cla), b (Clb) y los carotenoides, respectivamente; e inmediatamente se calculd
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la concentracién de pigmentos (en ug) por cada mL de extracto!, segiin las ecuaciones
siguientes:

Cla=13.95 A 665 —6.68 A 649

Clb =24.96 A 649 —7.32 A 665

C x+c = (1000 A 470 —2.05 Cla—114.8 Clb) / 245

donde: A 470, A 649 y A 665; corresponden a los valores de absorbancia a 470, 649 y 665 nm;
respectivamente.

Adicionalmente se determing la relacién Cla/Clb.

Contenido de prolina (ug g de masa fresca). Se homogenizaron en un mortero 0,25 g de
tejido foliar procedente de las diez plantas por cada uno de los tratamientos, con seis mL de
acido sulfosalicilico (30 % m/v). El homogenato se centrifugd a 10 000 g durante 20 min. Del
sobrenadante se tomaron 2 mL, se les afiadi6 2 mL de acido acético glacial y 2 mL de una
solucion de ninhidrina dcida. Para preparar la solucién de ninhidrina se pesaron 1,25 g de esta
sustancia y se le afadid 30 mL de 4cido acético glacial y 20 mL de 4cido ortofosférico 6 M. Se
incubd la mezcla por una hora a 100 °C. Se realiz6 la extraccion con 4 mL de tolueno
(Echevarria et al., 1996). La determinacion de la concentracion del aminodcido se realizd segin
Bates et al. (1973) y se midi6 la absorbancia a 520 nm. Se utiliz6 una curva patrén de D-L
Prolina.

Contenido de proteinas solubles totales (ug g! de masa fresca): Se tomaron muestras de 0,25
g de hojas a partir de las diez plantas en cada uno de los tratamientos y se les realizé la
extraccién en tampén Tris-HC1 0,1 mol L', pH 8,2 a 0 °C. La determinacién se realizé por el
método de Lowry (1951), se utiliz6 albiimina sérica bovina como patrén. Las medidas de
absorbancia se realizaron a 650 nm, en un espectrofotémetro modelo GENESIS 10 UV.
Contenido de carbohidratos solubles totales (mg g! de masa fresca): La extraccién de los

carbohidratos se realiz6 segun Yoshida, ef al. (1976). Se realizaron tres extracciones con 5 mL
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de etanol (80 %) a 0,05 g de masa fresca de hojas de las diez plantas por tratamiento. Después de
la tercera extraccion, se unieron los tres sobrenadantes y se secaron en bafo de agua a 100 °C. El
residuo se disolvié en agua destilada. El contenido de carbohidratos solubles totales (mg) se
determiné por el método de la antrona (Mc Cready, et al., 1950). La absorbancia se midi6 a una
longitud de onda de 625 nm, en un espectrofotémetro (JENWAY 6405 UV/Vis).

Tasa fotosintética (mmol CO2 m2 s!). Las determinaciones se realizaron con el empleo del
medidor portatil de fotosintesis CIRAS-2, a la tercera hoja trifoliada de cada planta.

3.2. Experimento 2: Efecto de la inoculaciéon con Azofert®-F en la nodulacion de plantas de
frijol sometidas a condiciones de déficit hidrico.

El experimento se realizo en condiciones semicontroladas, en una casa de cultivo con techo de
polietileno transparente, para evitar el efecto de las precipitaciones y el rocio. Se utilizaron
macetas con didmetro superior de 27 cm, didmetro inferior de 21 cm y una profundidad de 28
cm, a las que se le realizaron perforaciones de 2 mm de didmetro en el fondo para posibilitar el
drenaje. En cada maceta se depositaron 5 kg del suelo descrito y se sembraron tres semillas por
maceta.

Los tratamientos impuestos fueron los mismos que en el experimento 1. En cada tratamiento se
utilizaron 20 macetas, para un total de 60 plantas por cada tratamiento, 480 plantas en todo el
experimento. Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado.

A 1nicios de la floracién de cada cultivar, correspondiente a los 35 DDS, se tomaron diez plantas
por tratamiento con el objetivo de realizar las siguientes determinaciones:

Numero de nédulos totales por planta (u): Se realiz6 mediante conteo directo en las raices.
Numero de nédulos efectivos por planta (u): Se determiné a través de su coloracion interna,
mediante el corte transversal de los nddulos y observacion visual. Una coloracion roja 6 rosada,

indicaba que eran efectivos, coloracion verde 6 negro que eran no efectivos.
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Masa fresca y seca de nédulos totales por planta (g). Se tomaron todos los nédulos por cada
planta y se pesaron en una balanza digital. Luego, se colocaron en estufa (BINDER) durante 72
horas a una temperatura de 70 °C hasta masa constante y se procedi6 a determinar su masa seca.
Contenido de Nitrogeno foliar (%): Se tomo la tercera hoja trifoliada de las diez plantas para
conformar tres muestras de 0,2 g por cada uno de los tratamientos. Se realiz6é digestion de las
muestras con H>SO4 y se desarrollé color con el reactivo de Nessler para N (Paneque et al.,
2010).

Contenido de ureidos foliar y nodular (umol g! de masa seca): Las extracciones de ureidos se
realizaron en hojas y nddulos. Para ello se tomaron nédulos al azar y ponches de 10 mm de

didmetro correspondientes a la tercera hoja trifoliada, de las diez plantas. Las muestras se

secaron en estufa (BINDER) a 70 °C durante 72 horas y a partir de 10 mg de masa seca se
realizaron las extracciones con 1 mL de NaOH (0,2 mol L"), en bafio Marfa durante 30 min.
Finalmente, los extractos se centrifugaron a 13 000 rpm durante cinco minutos y los ureidos se
determinaron segun el método de deteccion espectrofotométrica de Young y Conway (1942). La
cuantificacion de ureidos se realizé a partir de una curva de calibracion de alantoina (SIGMA),

con un rango de concentracién de 0,005-0,3 umol mL!. Los niveles de estos compuestos

nitrogenados se expresaron en pmol g-! de masa seca.

3.3. Experimento 3: Efecto de la inoculacion con Azofert®-F en el crecimiento y
rendimiento de plantas de frijol en condiciones de déficit hidrico.

Se realiz6 este experimento en condiciones de campo, durante los afios 2015-2016 y 2016-2017,
en los meses comprendidos de octubre a enero.

Se utiliz6 un disefio de parcelas divididas, en el que la parcela principal estuvo constituida por el
factor riego, con dos niveles de aporte de agua al suelo: 100 % y 50 % de las normas de riego
recomendadas en el instructivo técnico del cultivo. La subparcelas estuvieron conformadas por el

38



'.t)’

Tesis de Doctorado Materiales y Métodos

factor cultivar: CC-25-9R y Tomeguin-93 y las subsubparcelas por el factor fertilizacion: F1:
NPK + Urea al 100 % de la dosis; F2: NPK + 30 % Urea + Azofert®-F y F3: NPK + 30 % de
Urea sin Azofert®-F.
La dosis de NPK, férmula 9-13-17, correspondiente a 600 kg ha! (Minag, 2010), se aplic6 en el
momento de la siembra (aplicacién de fondo). y la dosis de urea, correspondiente a 60 kg ha™! se
aplico seguin cada tratamiento, a los 25 DDS.
La parcela principal tuvo 5 metros de largo y 2,8 metros de ancho, con un drea total de 14 m? y
un drea de célculo de 6,30 m?, por descuento de los dos surcos laterales y 0,25 m al principio y
final de cada surco, con el objetivo de eliminar el efecto de borde. Se utiliz6 un marco de
siembra de 0,70 m entre surcos y 0,05 m entre plantas.
Se conformaron asi 12 tratamientos distribuidos al azar y cuatro réplicas. El esquema del
experimento se presenta en el Anexo I. La descripcion de los tratamientos es la siguiente:

Riego Tratamientos
[T1  CC-25-9R + NPK + 100 % Urea
T2 CC-25-9R + NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
100 % de la|T3 CC-25-9R + NPK + 30 % Urea — Azofert®-F
norma T4 Tomeguin-93 + NPK + 100 % Urea

T5 Tomeguin-93 + NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
T6 Tomeguin-93 + NPK + 30 % Urea — Azofert®-F

—

[T7 CC-25-9R + NPK + 100 % Urea

T8 CC-25-9R + NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
50 % de la|] T9 CC-25-9R + NPK + 30 % Urea — Azofert®-F
norma T10 Tomeguin-93 + NPK + 100 % Urea
T11 Tomeguin-93 + NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
T12 Tomeguin-93 + NPK + 30 % Urea — Azofert®-F

Los porcentajes de humedad del suelo (Phs) se controlaron antes y después del riego o lluvia
caida, a una profundidad de 30 cm (Anexos II y III). Las muestras se tomaron con una barrena de

tirabuzon, y se colocaron en pesafiltros previamente tarados. Esto se realizé en tres puntos de
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cada parcela y se secaron en una estufa a 100°C por 20 a 24 horas. Los datos se expresaron
graficamente como porcentaje de humedad del suelo (%), en base seca, para lo cual se empled el
método gravimétrico y el calculo mediante la ecuacion:

Phs = (MF — MS) / MS-T x 100

donde: Phs, porcentaje de humedad del suelo; MF, masa fresca; MS, masa seca de la muestra y
T, tara.

Las variables climéticas se registraron en la Estacion Meteorolégica del municipio Guisa, situada
a 400 m del Huerto Intensivo “Las Celias” (Anexo IV).

Se realizaron diez riegos por aspersion y se redujo el 50 % de la norma recomendada por el
instructivo técnico del cultivo (Minag, 2010). A partir de los 14 DDS se aplicé el tratamiento de
reduccién de la humedad del suelo (50 %) hasta 15 dias antes de la cosecha.

Tabla IV. Normas de riego y entrega de agua. Etapas por tratamiento en el cultivo del

frijol.
Fases del cultivo Norma neta en | Nimero | Entrega de agua | Entrega de agua
m? ha! de riegos | T1-6 (m?*ha') |T7-12 (m? ha™)
Germinacién 200 2 400 200
Floracién 350 2 700 350
Formacién de vainas 350 3 1050 525
Llenado de vainas 450 3 1350 675
Total 1350 10 3500 1750

Para las evaluaciones, en diferentes momentos, se tomaron diez plantas al azar por cada
tratamiento en el area de célculo de cada parcela.

Superficie foliar total (cm?): Se evalué cada siete dias y se realiz segin se describe en el
acdapite 3.1.

Masa seca total (g): Se realizaron muestreos periddicos cada siete dias, a partir de los 14 DDS,
para evaluar la dindmica de crecimiento. Se determind la masa seca total a partir de la masa seca

de los diferentes 6rganos (raiz, tallo, hojas, vainas y granos). Las muestras se colocaron en estufa
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(BINDER) de circulacion forzada de aire durante 72 horas, a una temperatura de 70 °C hasta
masa constante. La determinacion se realizé en una balanza Sartorius CPA324S con un margen
de error de 0,1 mg.

Indices del crecimiento: A partir de la produccién de masa seca total (biomasa) y la superficie
foliar, se efectud el andlisis del crecimiento cada siete dias, desde el momento en que se
impusieron los niveles de humedad hasta 15 dias antes de la cosecha, a los 70 DDS, a través de
la evaluacion de la Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) y la Tasa de Asimilacion Neta (TAN) de
las plantas. Se utiliz6 la metodologia descrita por Beadle (1993) y para los célculos se utilizaron
las siguientes expresiones:

TRC (g g'1 dia™!) = (In MSTotal,) - (In MSTotaly) / (t2-t1)

TAN (g cm dia’!) = [(MSTotal,-MSTotal;) - (SF2-SF1)] [(In SF2) - (In SFy) / (t2-t1)]

donde: MSTotal: masa seca total, SF: superficie foliar de la planta, t: tiempo y 1 y 2: inicio y
final, del periodo considerado.

En el momento de la cosecha, correspondiente a los 85 DDS, cuando las plantas tenfan la
madurez técnica, se evaluaron las variables de rendimiento:

Nuamero de vainas por planta (u): Se cont6 el nimero de vainas en las diez plantas de cada
tratamiento.

Masa fresca de vainas por planta (g): las vainas de cada planta se pesaron en balanza Sartorius
CPA324S con un margen de error de 0,1 mg.

Nuamero de granos por vaina (u): Se cont6 el nimero de granos en diez vainas tomadas al azar
dentro de las diez plantas de cada parcela.

Masa de los granos por planta (g): Se pesaron en una balanza los granos de las diez plantas

escogidas al azar en el drea de cdlculo de cada parcela.
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Masa fresca de 100 granos (g): Con una balanza se pesé la masa de 100 granos procedentes de
vainas escogidas al azar en las diez plantas.

Rendimiento estimado (t ha''): Se cosecharon todas las plantas de cada tratamiento, se trillaron
y se secaron los granos hasta el 14 % de humedad, se pesaron todos los granos y se expresé la
variable en t ha'l.

3.4. Procesamiento estadistico.

Los datos obtenidos de todos los experimentos se procesaron mediante el paquete estadistico
SPSS 22,0 para Windows. La distribucién normal de los datos se comprobd con la prueba de
Kolmogorov—Smirnov y la homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlett (Cochran y Cox,
1992). Todas las variables cumplieron con esta condicion, por lo que no hubo necesidad de
realizar ninguna transformacion.

Para procesar los datos obtenidos en los experimentos 1 y 2 se realiz6 un andlisis de Varianza de
Clasificacién doble con arreglo factorial, se tuvo en cuenta los factores (Humedad, Cultivares y
Fertilizacion). Las medias se compararon segin la Prueba de Rangos Miiltiples de Duncan
(p=<0,05).

Para la evaluacién de la dindmica de crecimiento vegetativo, se calculé en cada momento de
muestreo el intervalo de confianza de las medias de cada tratamiento para a=0,05.

En el experimento 3, para evaluar la humedad del suelo se calcul$ en cada punto de muestreo el
intervalo de confianza de las medias de cada tratamiento para 0=0,05, y para determinar la
respuesta del rendimiento y algunos de sus componentes en los dos niveles de humedad en el
suelo, se realiz6 un andlisis de varianza con arreglo factorial, donde se utilizaron como factores
fijos los niveles de humedad en el suelo. Las medias se compararon seguin la Prueba de Rangos

Muiltiples de Duncan (p<0,05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Experimento 1. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F en indicadores morfologicos,
fisiologicos y bioquimicos, de plantas jovenes de frijol, en condiciones de déficit hidrico.

El andlisis estadistico realizado, arrojé que en este experimento solo se encontrd interaccion entre
los factores nivel de humedad-inoculacién para todas las variables evaluadas (Anexo V).

En la tabla V se muestra el comportamiento de la densidad estomatica y el indice estomatico en
la epidermis abaxial de las hojas, en los dos cultivares de frijol, inoculados y no inoculados, para
las dos condiciones de abastecimiento hidrico.

Tabla V. Comportamiento de la densidad estomatica y el indice estoméatico en la epidermis

abaxial de dos cultivares de frijol, inoculadas o no y expuestas a dos niveles de humedad, a
los 24 y 31 DDS.

Densidad estomatica Indice estomitico
Tratamientos (u(mm?)) (%)
24DDS | 31DDS | 24DDS | 31DDS
CC-25-9R
HiAz 14,60° 20,63¢ 21,79¢ 25,99¢
HinoAz 9,05¢ 15,874 15,934 22,714
H)Az 24,292 30,16* 27,652 30,16*
HonoAz 19,68° 25,40° 25,08° 28,06°
ESx 0,78%* 0,67%** 0,55%* 0,44
Tomeguin-93

HAz 12,70¢ 19,05¢ 19,99¢ 24,99¢
HinoAz 7,944 14,294 14,664 21,414
HxAz 22,86% 28,57% 26,952 29,50%
HonoAz 17,46° 23,81° 23,39° 27,26
ESx 0,73%** 0,67%** 0,77%* 0,57%**

Leyenda: Az: Inoculado con Azofert®-F, noAz: no inoculado con Azofert®-F , H1: Humedad al 100 %, H2: Humedad
al 50 %. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segtin la Prueba de rangos miiltiples de Duncan para
p=<0,05.

Tanto a los 24 como a los 31 DDS se observo un comportamiento similar para ambos cultivares y
en ambas variables. Los mayores valores se alcanzaron en las plantas de los tratamientos
inoculados con Azofert®-F y que recibieron un aporte de agua del 50 % de la capacidad maxima
de retencion de humedad, seguido por aquellas que tuvieron igual condiciéon de humedad, sin

inocular. Los menores valores para estas variables se obtuvieron en las plantas que recibieron el
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100 % de la humedad sin la inoculacién con Azofert®-F. Es decir, que la inoculacién con
Rhizobium radiobacter y el déficit hidrico incrementaron la densidad estomadtica y el indice
estomatico.

Las plantas responden al estrés hidrico mediante adaptaciones evolutivas a nivel anatémico,
morfolégico y celular (Florido, 2014). En este sentido Gan et al. (2010), informaron incrementos
en la densidad e indice estomatico de plantas de frijol ante condiciones de dicho estrés. De manera
similar Han et al. (2017), encontraron un aumento de estas variables y una disminucién en la
apertura estomadtica de plantas de alfalfa en condiciones de estrés hidrico y otros autores refieren
un comportamiento similar de plantas de café (Quintana et al., 2017) y lenteja (Sanchez et al.,
2018). El funcionamiento estomético es el mecanismo a través del cual las plantas regulan la
pérdida de agua y la ganancia de carbono, y estos 6rganos responden rdpidamente a los cambios
ambientales (Tanaka et al., 2013).

Se plantea que las plantas de frijol alcanzan una menor drea foliar ante el estrés por déficit hidrico
y, en compensacion, la densidad estomdtica aumenta para evitar la pérdida de agua por
transpiracion (Torabian et al., 2018; Nemeskéri et al., 2018). Pungulani et al. (2013) sefialaron
que a medida que se intensifica el estrés hidrico, los cultivares tolerantes a sequia sobreviven por
el cierre estomatico.

Aunque no abundan en la literatura resultados que demuestren el efecto de los inoculantes
bacterianos en la morfologia de las plantas en condiciones de estrés hidrico, Paradiso et al. (2017),
informaron que la inoculacién con microorganismos promotores del crecimiento en plantas de
soya mostré una mayor densidad estomdtica en relacién con las plantas no inoculadas, lo que
atribuyeron a que en las plantas inoculadas, la Idmina de las hojas es mds gruesa y no aumenta la

resistencia al mesdfilo en comparaciéon con las no inoculadas, porque estd acompafiada por
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incrementos en los espacios intercelulares que mejoran la accesibilidad a los sitios de carboxilacion
de los cloroplastos dentro de las células, ademas incrementa el grosor del tejido parenquimético
empalizado que contiene la mayoria de los cloroplastos y por ende incrementa la tasa fotosintética.
El hecho de que la inoculacién con Azofert®-F provocara un efecto positivo en estas variables,
tanto en condiciones de humedad como de déficit hidrico, resulta importante, ya que la
transpiracion y la intensidad de la respiracion en las plantas es directamente proporcional al
nimero y abertura de los estomas, variables que influyen directamente en la regulacién del
intercambio gaseoso y en la tasa fotosintética de las plantas (Alvarez, 2015).

El efecto de los diferentes tratamientos en la longitud de la raiz se puede apreciar en la figura 1

(A y B). Ambos cultivares mostraron un comportamiento similar a los 24 y a los 31 DDS.

® ESx=10,98 OH1 @H2 =036 A 0 ESk= 0,67 OHIOHD =021
d
b
E 30 - a i E 0 4 i d
3 b - - 3 b ]
- 20 - - d P : - 20 A
o i | -7
g 5 27 g § 817
=104 | y 310 %
278 % s : : ﬁ
0 R i-i-. : ilé - 0 - é |
Az | noAZ Az | noAz Az | nafz Az noAz
24DDS 31005 24DD5 31DDs

Figura 1. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en la longitud de la raiz de plantas de frijol expuestas a
dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % (H1) y 50 % (H2), a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y
Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segin la Prueba de rangos multiples
de Duncan para p<0,05.

Los mayores valores de longitud radical se alcanzaron en los tratamientos con un menor suministro

de agua (50 %) e inoculados, seguidos por los tratamientos donde hubo escasez de agua sin
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inoculante y los menores valores de esta variable se alcanzaron en los tratamientos no inoculados,
pero mejor abastecidos de agua.

De forma similar a lo encontrado en las variables estométicas, la longitud radical se increment6
fundamentalmente por el déficit hidrico y particularmente por la inoculacién. Una mayor longitud
de la raiz en plantas expuestas a menor humedad, indica su necesidad de explorar un mayor
volumen de suelo para la absorcion de agua, lo cual es de vital importancia para su crecimiento y
desarrollo (Polania et al., 2017).

Concerniente al efecto positivo de la inoculacién, resultados similares a los aqui encontrados han
sido informados por diferentes autores. Hernandez et al. (2000), al inocular el frijol comuin
(Phaseolus vulgaris L.) con A. brasilense encontraron un aumento en la longitud radical, en
condiciones de estrés por sequia. En este mismo sentido la inoculacién con Bradyrhizobium
(Prudent et al., 2015) 6 Azospirillum (Bulegon et al., 2017) en cultivares de soya, con Rhizobium
en plantas de trigo (Vimala, 2018) y con Phyllobacterium brassicacearum en Arabidopsis
(Bresson et al., 2014), mostraron incrementos en la longitud de la raiz en condiciones de estrés
hidrico. El efecto positivo de la inoculacion con estas bacterias puede deberse a su capacidad de
producir hormonas vegetales, principalmente 4cido indol-acético (AIA), lo que puede ayudar a las
plantas a superar el estrés ambiental al inducir la formacion de raices laterales y un mayor
crecimiento de éstas (Chibeba er al., 2015; Vurukonda et al., 2016).

Polania et al. (2017) encontraron una asociacidn positiva entre un sistema de raices mas profundo
y vigoroso y la movilizacién de fotosintatos, lo que contribuy¢ al incremento de la produccién de
vainas y semillas en frijol comun.

El andlisis de la superficie foliar (Figura 2 A y B) evaluada a los 24 y a los 31 DDS, mostré en

ambos cultivares, que los mayores valores se alcanzaron en las plantas inoculadas con Azofert®-F
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y con una humedad de 100 %, seguido por el tratamiento no inoculado, pero sin restricciones de
humedad, aunque en el cultivar Tomeguin-93 estos dos tratamientos no tuvieron diferencias a los
31 DDS.

Los menores valores en la superficie foliar correspondieron a los tratamientos sin inocular y con

el 50 % de la humedad, en ambos cultivares y momentos.
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Figura 2. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en la superficie foliar de plantas de frijol expuestas a
dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), a los 24 y 31 DDS.
Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segiin la
Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.

La superficie foliar resulta fundamental como indicador de procesos fisiolégicos como la
fotosintesis, la transpiracion y la evaporacion, permite determinar el estado de nutricién, predecir
el crecimiento, la absorcion de carbono, la tasa de transpiracion, el aporte de hojarasca al suelo, el
uso eficiente del agua y la conversion de fotoasimilados (Vallejos et al., 2019).

En un trabajo similar a este, Reyes et al. (2014) encontraron que el tratamiento con el 50 % de
humedad en plantas de Phaseolus vulgaris afectd el nimero de hojas, ramas y estructuras
reproductivas. Segun Passioura (2002), la variacion de la superficie foliar es una de las respuestas

macroscOpicas mas tempranas en plantas que sufren déficit hidrico.
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Con respecto a la inoculacién, Mondani et al. (2019), encontraron que la aplicacién de Bacillus
subtilis y Bacillus licheniformis, increment6 significativamente la superficie foliar en plantas de
soya ante diferentes regimenes de riego, este incremento se debe, segtin explicaron, a la mejora de
la fotosintesis neta, lo que como consecuencia permitié obtener una mayor acumulacion de masa
seca en las hojas. Estudios similares en plantas de maiz demuestran que la inoculacién con Bacillus
subtilis, Bacillus safensis y Bacillus altitudinis, incrementa también esta variable (Yaru et al.,
2018), lo que pudiera estar asociado con una mayor absorcién de nutrientes aportados por la
bacteria como nitrégeno y fésforo, lo cual favorece el crecimiento de las plantas en estas
condiciones.

Al valorar el comportamiento de la masa seca de la raiz y aérea (Figura 3 A, B, C y D), en ambos
cultivares se pudo observar que, tanto a los 24 como a los 31 DDS, los tratamientos con mayor
suministro de agua, fueron los que mostraron los mayores valores de este indicador, con
diferencias significativas del resto de los tratamientos. Los tratamientos con reduccién del agua,
sin inocular, fueron los més afectados en estas variables. Afectaciones en la masa seca de laraiz y
hojas, como consecuencia de un suministro de agua limitado, fue informado también para el
cultivo de sesbania por Ali et al. (2015).

Las raices permiten a las plantas tomar el agua y los nutrientes del suelo y en las hojas se realiza
la fotosintesis (Polania et al., 2012), con lo cual afectaciones en estos 6rganos se traducen en una
reduccidn del crecimiento y los rendimientos (Polania et al., 2016a).

Por otro lado, algunos autores explican el efecto positivo de la inoculacién con PGPR en la masa
seca de estos 6rganos ante condiciones de estrés hidrico. Khan et al. (2018) lo refieren para plantas
de garbanzo inoculadas con Bacillus megaterium y Ahmad et al. (2019) ante la inoculacién con

Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens en plantas de maiz.
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Figura 3. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en la masa seca de raiz, parte aérea y total de plantas
de frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % (H1) y 50 % (H2), a los 24 y 31 DDS.
Cultivares CC-25-9R (A, C, E) y Tomeguin-93 (B, D, F). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin la Prueba de rangos miultiples de Duncan para p<0,05.
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La respuesta encontrada en la masa seca total (Figura 3 E y F), estuvo estrechamente vinculada
con la mostrada en las variables que le dieron origen (Figura 3 A-D), donde la parte aérea tuvo la
mayor contribucién. El cultivar CC-25-9R alcanzé una mayor acumulacion de masa seca total que
el cultivar Tomeguin-93, lo que resulta un indicativo de su tolerancia ante las condiciones del
estrés.

El analisis de los porcentajes de incremento en estas variables entre los tratamientos inoculados
con el 100 % y 50 % de la capacidad maxima de retencién de humedad, permitié6 comprobar que
tanto a los 24 como a los 31 DDS, en el cultivar tolerante los porcentajes de incremento en la masa
seca de la raiz fueron de 64,44 y 67,86 g, respectivamente; en la masa seca de la parte aérea los
incrementos fueron de 80,25 y 78,68 g, respectivamente y en la masa seca total se alcanzaron
incrementos de 78,67 y 77,46 g, respectivamente. En el cultivar susceptible se encontraron valores
inferiores, con 60,00 y 55,56 g de incremento en las raices, en la masa seca de la parte aérea de
70,08 y 75,36 g y en la masa seca total valores de 69,25y 73,42 g, respectivamente. La inoculaciéon
con Rhizobium radiobacter favorecié los incrementos en la masa seca total para ambas condiciones
de humedad.

El hecho de que las plantas a las que se les suministré el 100 % del agua mostraran mejor respuesta
en la acumulacién de masa seca en sus 6rganos, con respecto a las que recibieron menor aporte
hidrico, estd en concordancia con los resultados obtenidos por otros autores como Morales et al.
(2017a) para el mismo cultivo. Otros autores han sefialado que se deben tener en cuenta las
condiciones experimentales especificas y el estadio de crecimiento en que se aplique la condicion
de estrés (Akram, 2011), mientras que Ashraf et al. (2011) destacan el efecto de los nutrientes
minerales, los reguladores del crecimiento y las diferencias varietales, en el comportamiento de

esta variable ante condiciones de estrés hidrico.
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Resultados similares a los hallados con la inoculaciéon fueron presentados por Da Silva et al.
(2013), quienes informaron un aumento en la masa seca de la raiz, hojas y total en plantas de Vigna
unguiculata, inoculadas con Rhizobium. Sin embargo, a diferencia de los resultados aqui
mostrados, estos autores encontraron una disminucién de estas variables s6lo cuando las plantas
mantuvieron una deficiencia hidrica y no se inocularon con Rhizobium. De igual forma sus
resultados demostraron que los cultivares sensibles presentaron valores mds bajos que los
cultivares tolerantes.

Por su parte, Lim y Kim (2013) mostraron que plantas de pimiento tratadas con Bacillus
licheniformis y expuestas a estrés por sequia, tenian un 50 % mds de biomasa que las plantas no
inoculadas y lo relacionaron con una mayor traslocacién de asimilados hacia las hojas, lo cual
provoco también incrementos en el rendimiento del cultivo.

En la figura 4 (A y B) se observa el comportamiento de la relacion masa seca de raiz/parte aérea,

en los dos cultivares de frijol objeto de la investigacion, tanto a los 24 como a los 31 DDS.
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Figura 4. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en la relacion masa seca raiz/parte aérea de plantas de
frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % (H1) y 50 % de (H2), a los 24 y 31 DDS.
Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segiin la
Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.
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Se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos al 100 y 50 % de humedad,
favorables para el mayor suministro hidrico en ambos momentos y cultivares.

En los tratamientos inoculados s6lo se presentaron diferencias significativas para el cultivar
Tomeguin-93 (sensible) a los 31 DDS, cuando se impuso el estrés. La relaciéon masa seca raiz/parte
aérea constituye una caracteristica importante en estudios sobre adaptacion a sequia, ya que la
absorcidn de agua se mejora a través de un sistema radical mds extenso y profundo (Cardona et
al., 2013). En este sentido Barrios et al. (2012), encontraron a los 23 DDS una mayor relacion
masa seca raiz/parte aérea, en cultivares de frijol tolerantes a la sequia, que en los cultivares
susceptibles, este incremento se debidé a mayor longitud de las raices y masa seca total de este
organo, lo que propicié una mejor absorcién de agua para distribuirla a la parte aérea. La
asignacion de masa seca entre las raices y la parte aérea de la planta constituye un factor importante
en la adaptacion a la sequia; los cultivares tolerantes a sequia requieren desarrollar un sistema
radical extenso y profundo, constituido por raices delgadas y con vasos de xilema de menor
didmetro, que permita mantener la absorcién de agua y nutrientes para la expansién de nuevos
tejidos, tanto en el sistema radical como en los 6érganos aéreos de la planta.

Autores como Khan et al. (2018) y Ahmad et al. (2019) informaron que la inoculacién con
Pseudomona putida y Pseudomona fluorescens, incremento la masa seca radical y foliar en plantas
de maiz en condiciones de estrés hidrico, lo que se relaciona con un mecanismo de tolerancia de
las plantas al estrés hidrico (Polania et al., 2012). En tal sentido Cooelho de Lima et al. (2019)
encontraron que la inoculacién con Bacillus subtilis incrementd la masa seca radical de plantas de
frijol y maiz en condiciones de estrés hidrico, por lo que un mayor acumulado de masa seca en

este drgano también se encuentra un mayor incremento en las hojas, pues autores como (Barnawal
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et al., 2017) sugieren que esta respuesta estd relacionada con la liberacion de hormonas por las
bacterias.

En este mismo sentido, Polania et al. (2012), en frijol comiin encontraron que la masa seca de la
raiz esta correlacionada positivamente con la produccion de biomasa aérea, de tal manera que los
cultivares que presentan mayor profundidad radical alcanzan mayor masa seca y estin mejor
adaptados a periodos de sequia prolongada, puesto que pueden explorar un mayor volumen de
suelo y extraer agua de perfiles inferiores.

El andlisis del contenido relativo de agua (CRA) en ambos cultivares, medido a los 24 y 31DDS
(Figura 5 A y B), mostr6 una tendencia lgica a descender en las plantas de los tratamientos menos
abastecidos de agua. En este sentido De Laat (2014), inform6 que un menor CRA esta relacionado
con una baja tasa de fotosintesis, principalmente debido a una limitacion por cierre de estomas, la
cual se refleja en los valores bajos de la conductancia estomadtica y de transpiracion.

Para cada nivel de humedad los resultados superiores se obtuvieron en los tratamientos inoculados,
por lo que los valores mas bajos se encontraron en los tratamientos con un 50 % de humedad y que

no recibieron aplicacién de Azofert®-F.
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Figura 5. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en el contenido relativo de agua de plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas
a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segin la Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.
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El incremento significativo del CRA en los tratamientos inoculados, atin en presencia del 50 % de
humedad, indica el efecto positivo del biofertilizante y especialmente ante esta condicion de estrés.
De manera similar, la inoculacién con A. brasilense (Casanovas et al., 2002) y con Pseudomonas
putida (Sandhya et al., 2010) en plantulas de maiz, mejor6 el contenido relativo de agua en
comparacion con las plantas no inoculadas, bajo estrés por sequia. Resultados similares ante este
estrés fueron informados para la inoculacién de Arabidopsis con A brasilense (Cohen et al., 2015),
con Bacillus subtillis AP-3 y Bacillus Subtillis PRBS-1 en plantas de frijol y maiz (Apanachi et
al., 2019), y la inoculacién con Pseudomonas fluorescens, Pseudomona mendocina en plantas de
Ocimum basilicum (Agami et al., 2016).

El efecto positivo encontrado con la inoculacién de Rhizobium radiobacter pudiera estar
relacionado con la producciéon de hormonas por esta bacteria, lo que incrementa el desarrollo
radical y por ende la absorcién de agua por las plantas inoculadas (Yaru et al., 2019) y por otro
lado, a la presencia en el biofertilizante Azofert®-F de lipoquitinoligosacéridos o factores Nod,
compuestos de los que se ha probado su efecto ante el estrés por sequia (Duzan et al., 2005;
Népoles et al., 2016).

Los valores del potencial hidrico foliar (‘Yh), potencial osmético actual (W¥s), potencial
osmotico saturado (Wss) y potencial de presion (¥p) alcanzado por las plantas ante los
diferentes tratamientos, se representa en la figura 6 (A, B, C, D, E, F, Gy H).

Tanto a los 24 como a los 31 DDS, en ambos cultivares, se observé una disminucién del potencial
hidrico foliar, potencial osmético actual y potencial osmético saturado, en las plantas expuestas a
esa condicion de estrés, respecto a las plantas que recibieron mayor aporte hidrico. Los mayores
valores en estos potenciales los alcanzaron las plantas de los tratamientos que recibieron un mejor

abastecimiento hidrico y fueron inoculados con Rhizobium radiobacter.
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Figura 6. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en el potencial hidrico foliar (¥h), potencial osmético
actual (Ws), potencial osmético saturado (Wss) y potencial de presion (¥p), de plantas de frijol expuestas a
dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas a los
24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C, E, G) y Tomeguin-93 (B, D, F, H). Medias con letras iguales no
difieren estadisticamente segiin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.
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Se debe destacar el efecto positivo del inoculante al incrementar los potenciales cuando las plantas
recibieron una menor humedad. Las diferencias entre cada uno de los tratamientos que tuvieron
estrés hidrico y los valores del potencial hidrico pudieran indicar una regulacién estomética como
mecanismo de tolerancia de las plantas al déficit hidrico.

Al analizar el potencial de presion (¥p) en la figura 6 (G y H), se pudo observar que, a los 31 DDS
en ambos cultivares la respuesta fue diferente. En el cultivar CC-25-9R no hubo diferencias entre
inoculado o no para la condicién de estrés, mientras que en el cultivar Tomeguin no se
diferenciaron los tratamientos con el del 100 % de humedad.

En sentido general, se debe resaltar el efecto positivo del inoculante en ambos cultivares y en las
dos condiciones de humedad. Resultados similares fueron encontrados por Sandhya et al. (2010),
quienes informaron que la inoculacién con Pseudomonas putida mejoré el potencial hidrico de las
hojas y la biomasa de las plantas de maiz expuestas a estrés por sequia, de igual manera Saeed et
al. (2016), al inocular A. lipoferum en semillas de canola y Vaishnav et al. (2018), con la aplicacién
de rizobacterias en cultivares de soya.

Sin embargo, en otros trabajos el estrés por sequia redujo el potencial hidrico en pladntulas de maiz
cuando se inocularon con A. brasilense (Casanovas et al., 2002) y la inoculacién de dos especies
de Neotropical (Anthurium scherzerianum) con bacterias promotoras del crecimiento, bajo estrés
hidrico, provoco un efecto negativo similar en esta variable (Nunes et al., 2018).

Se plantea que las rizobacterias promotoras del crecimiento secretan osmolitos en respuesta al
estrés por sequia, los que actian de forma sinérgica con los osmolitos producidos por las plantas
y estimulan su crecimiento (Paul et al., 2008).

La bacteria Phyllobacterium brassicacearum, aislada de la rizosfera de Brassica napus, mejoro la

tolerancia al estrés osmético en plantas de Arabidopsis, resultado que se relaciondé con una
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elevacion del contenido de ABA, lo que llevé a una disminucién de la transpiracion de las hojas
(Bresson et al., 2014).

Segtin Rosabal et al. (2013) 1a sintesis de dcido abscisico (ABA) esta relacionada con una respuesta
adaptativa de las plantas. El incremento del ABA es la sefial que permite amplificar otras cascadas
de sefializacion que al parecer regulan el balance hidrico en la planta y la tolerancia al estrés. De
esta forma, la sintesis y regulacion de este biorregulador constituye un mecanismo de respuesta
ante el déficit hidrico del suelo. E1 ABA causa pérdida de potasio, cloro o malato en las células
guarda, provoca disminucién del volumen celular por la salida de agua del citoplasma, y da lugar
al cierre estomdtico (Moreno, 2009; Taiz y Zeiger, 2010), lo cual tendria un efecto inmediato en
la conductancia estomatica.

El cultivar tolerante CC-25-9R, mostr valores superiores de potencial de presion que el cultivar
susceptible, lo cual resulta una caracteristica deseable en un material seleccionado para
condiciones de déficit de humedad, dado por su mayor flexibilidad para responder al estrés (Asfaw
et al., 2012; Beebe et al., 2013). Estos dltimos autores sefialan que la tolerancia a la sequia se
atribuye a varias causas: al ajuste osmoético, a un incremento en la elasticidad celular, a una
disminucién del tamafio de las células y a la resistencia del protoplasma a la desecacion.

Las rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas pueden ayudar a aliviar estreses
abidticos también mediante una tolerancia sistemética 6 sistémica inducida, proceso que modula
los niveles de fitohormonas, defensas antioxidantes, ajuste osmotico, respuestas al estrés térmico,
mediante la produccién de exopolisacaridos y varios compuestos orgdnicos volatiles (Kaushal y
Wani, 2016).

En general, cuando se analiza el comportamiento de las variables hidricas aqui evaluadas, se puede

plantear que hubo un efecto positivo de la inoculacién con Azofert®-F en ambos cultivares, ya que
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permitié mantener la turgencia celular en las plantas de frijol, lo cual posibilita una mayor
tolerancia de las plantas.
El efecto de la inoculacion en los valores de la conductancia estomatica de plantas de frijol,

medida en dos momentos del desarrollo del cultivo, se presenta en la figura 7 (A y B).
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Figura 7. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en la conductancia estomatica de plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas
a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.

Los resultados mostraron que los menores valores correspondieron a las plantas de los tratamientos
que recibieron el 50 % de agua sin la aplicacion del biofertilizante. Mientras que, esta variable se
vio favorecida con la mayor humedad y la aplicacién de Azofert®-F.

El efecto favorable de la inoculacién con Azofert®-F en la conductancia estomatica, pudo deberse
en parte a su efecto positivo en la densidad e indice estomatico (tabla V), ya que la conductancia
estomadtica se relacionada directamente con la apertura estomética y el estado hidrico de las plantas,
lo que influyé mucho en esta variable. El control estomdtico, o regulacién estomdtica es un
fenémeno de suma importancia para las plantas debido a que permite evitar la deshidratacién y

asegurar la entrada de CO (Dell Amico et al., 2017). Este tipo de mecanismo de regulacién
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estomdtica se observé en cultivares de maiz, inoculados con cepas bacterianas de Bacillus
megaterium, Enterobacter sp., Bacillus thurigiensis y Bacillus sp., en condiciones de estrés hidrico
(Armada et al., 2015).

Segutn Sharifi y Ryu (2017), las PGPR inducen mayor sintesis de ABA en las plantas bajo estrés
por déficit hidrico, por lo que se reduce la transpiracion estomdtica. Asi, la inoculacion de plantulas
de Platycladus orientalis con la rizobacteria Bacillus subtilis, que produce citoquinina, elevo los
niveles de ABA en los brotes y disminuy6 la conductancia estomdtica que confiere resistencia al
estrés por sequia (Liu et al. 2013).

Se plantea que las legumbres (que cominmente se asocian a los rizobios), en condiciones de déficit
hidrico, mantienen su contenido de agua en las hojas y evitan la deshidratacion del tejido, ademds
regulan su conductancia estomatica, la abscision de las hojas y el cierre estomético (Polania et al.,
2016; Zegaoui et al., 2017). Esto conduce posteriormente a una disminucién en las
concentraciones internas de CO», lo que limita la fotosintesis y el crecimiento de los brotes.

El comportamiento de esta variable en condiciones diferenciadas de humedad en el suelo es bien
conocido para distintos tipos de plantas y especialmente para el frijol, en el que se ha encontrado
una reduccion de la conductancia estomética como consecuencia de las regulaciones estomaticas
que se producen cuando la disponibilidad de agua en el suelo constituye una limitante para su
desarrollo (Cardona et al., 2014; Pedroza et al., 2016).

Segtn Acosta et al. (2009), Asfaw et al. (2012), Ghanbari et al. (2013), Lizana et al. (2006) y
Rosales et al. (2013), los cultivares de frijol tolerantes al déficit hidrico muestran diferentes
mecanismos fisiolégicos de tolerancia. Estos incluyen el cierre estomdtico, que conlleva a una
reduccidn en su tasa de transpiracion, mecanismos eficientes de carboxilacién, alta concentracién

de solutos en las células y mayor movilizacion de sustancias de reserva a los drganos
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reproductivos. Esto se hace evidente en caracteristicas fenotipicas y/o morfoldgicas visibles, tales
como: ciclos productivos méds cortos, tallos pequefios, menor produccion de brotes y raices muy
desarrolladas.

La respuesta diferenciada de distintos cultivares al estrés hidrico puede estar relacionada con la
capacidad de absorcion de agua del suelo y/o la capacidad de controlar la pérdida de agua a través
de los estomas (Bayoumi, Manal y Metwali, 2008). La respuesta estomadtica a los cambios en el
potencial de agua de las hojas y el ambiente, constituye un mecanismo de regulacién importante
para la transpiracion y la fotosintesis, asi como para la adquisicion de CO2 (Medici et al., 2007).
El contenido de clorofilas, medido en dos momentos del desarrollo de las plantas para ambos
cultivares se muestra en la figura 8 (A, B, C, D, E y F). La clorofila a (Figura 8 A y B) y clorofilas
totales (Figura 8 E y F), tanto a los 24 como a los 31 DDS exhibieron los valores mds altos en los
tratamientos inoculados con Rhizobium radiobacter y que recibieron un mayor aporte hidrico en
el sustrato, mientras que los menores valores fueron para las plantas que no se inocularon y
tuvieron un menor abastecimiento de agua. En este sentido, Saeed et al. (2016), encontraron que
la inoculacién con A. lipoferum a las semillas de canola (Brassica napus) incrementd el contenido
de clorofilas en condiciones de déficit hidrico. El cultivar CC-25-9R alcanz6 valores superiores de
estas variables.

El contenido de clorofila b (Figura 8 C y D) presenté un comportamiento similar en ambos
momentos de evaluacidn, entre los tratamientos para igual condicién de humedad. Los valores
superiores correspondieron al mayor aporte de agua, sin diferencias entre inoculado o no.

El contenido de clorofila a mostré una mayor contribucién al contenido de clorofilas totales y estas

variables en general estuvieron favorecidas por la presencia del inoculante.
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Figura 8. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en el contenido de clorofilas a, b y totales de plantas de
frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2),
evaluadas a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C, E) y Tomeguin-93 (B, D, F). Medias con letras
iguales no difieren estadisticamente segiin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.
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Resultados similares obtuvieron Chavoshi et al. (2018), quienes encontraron que la inoculaciéon
con PGPR en condiciones de estrés por déficit hidrico incrementaron el contenido de clorofila a,
b y total en el cultivo del frijol, en comparacién con el control no inoculado.

Por su parte, Tairo (2017), informé para el mismo cultivo que la inoculacién con R. leguminosarum
bv phaseoli sin estrés, aument6 los niveles de clorofila a, b y total, en comparacién con los
tratamientos sin la inoculacién con estrés hidrico. En este sentido Omara y Elbagaroby (2018),
encontraron que la inoculacién con Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas koreensis,
Pseudomonas fluroscence y Enterobacter cloacae, increment? el contenido de clorofila a, b y total
de plantas de trigo (Triticum aestivum) en condiciones de estrés hidrico. Sin embargo, en estudios
realizados por Tajini et al. (2012), mostraron una reduccién en la concentracion de clorofilas ante
déficit de agua en frijol comun, al utilizar dos cepas de rizobios como inoculantes. Las reducciones
en el contenido de clorofilas en las hojas se deben probablemente a la degradacién de los pigmentos
fotosintéticos y este proceso también es el resultado de no proporcionar los factores necesarios
para la sintesis de clorofila y la destruccidn de su estructura en condiciones de estrés (Ashraf y
Harris, 2013; Mohtashami et al., 2016; Nematollahi et al., 2017).

Una reduccién del contenido de clorofila total bajo estrés hidrico indica una baja capacidad de los
centros de reaccion de la luz con el propdsito de evitar dafios por especies reactivas de oxigeno,
ya que la produccién de éstas es impulsada principalmente por el exceso de absorcion de energia
en el aparato fotosintético (Herbinger et al., 2002).

Las clorofilas desempefian un papel importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Jahan
et al., 2014) y la disminucién en su contenido es la principal causa de alteraciones en el proceso
de fotosintesis (Khairi et al., 2015). Segtiin Meher et al. (2017), el déficit hidrico interfiere mas en

la sintesis de clorofila a que en la de clorofila b.
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Al evaluar la relacion clorofila a/clorofila b (Figura 9 A y B), se observé que a los 24 y 31 DDS
y en ambos cultivares, s6lo se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos con
mayor contenido de agua y el menor abastecido sin indculo. La biofertilizacién permitié obtener

valores similares de esta variable para ambas condiciones de humedad.
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Figura 9. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en la relacion Clorofilas a/Clorofilas b (Cla/Clb) de
plantas de frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad
(H2), evaluadas a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no
difieren estadisticamente segiin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.

De esta forma, en ambos cultivares y en los dos momentos evaluados solo se encontraron
diferencias significativas entre el tratamiento que recibié un mayor aporte de humedad y fue
inoculado con Rhizobium radiobacter y el tratamiento que cont6é con un menor aporte de humedad
sin la inoculacién.

La relacion entre las clorofilas a y b en los dos cultivares alcanz6 valores que se encuentran dentro
del rango permisible para estas variables, pues segin Srivastava (1998), para las plantas C3 los
valores de esta relacion se encuentran en el rango de 1-3.

Se ha demostrado que el déficit hidrico provoca una disminucién tanto del crecimiento y desarrollo

de las plantas, como del contenido de clorofilas (Abdelraouf et al., 2013; Abu Muriefah, 2013), al
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igual que de la relacion Cla/Clb, lo que pudiera estar relacionado con limitaciones estomdticas,
entre las que se encuentran la difusiéon de CO> desde los estomas hacia los espacios intercelulares
y con la restriccion de la fotofosforilacion (Cardona et al., 2014).

Al analizar el contenido de carotenoides, se encontraron resultados similares en ambas
variedades, con diferencias estadisticas en todos los tratamientos para cada momento (Figura 10
Ay B). Se registré un incremento significativo en la concentracion de compuestos carotenoides
en los tratamientos que tuvieron deficiencia hidrica en el suelo, especialmente ante la presencia de
la bacteria. El incremento del contenido de carotenoides pudiera sugerir un mecanismo de
adaptacion a estas condiciones, en ambos cultivares en estudio, si se tiene en cuenta el papel de
estos pigmentos en la proteccion de la molécula de clorofila durante el proceso de fotooxidacion

(Chavez et al., 2015).
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Figura 10. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en los contenidos de carotenoides de plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas
a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin la Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.

Los carotenoides representan un grupo de antioxidantes lipofilicos capaces de desintoxicar varias

formas de especies activas de oxigeno. Como antioxidante, pueden atrapar 'O para inhibir el dafio
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oxidativo y absorber la energia del triplete de clorofila (3Chl*) y la molécula de clorofila excitada
(Chl*) para prevenir la formacion del oxigeno singlete y proteger el aparato fotosintético. Ademas,
actian como precursores de moléculas sefializadoras en el desarrollo y la respuesta al estrés
(Mattos y Moretti, 2015). Segtin Raya (1998), una fraccién de los carotenoides, la violaxantina,
participa en el ciclo de las xantofilas, que se ha propuesto como un mecanismo de proteccion para
las plantas, sobre todo del aparato fotosintético y del dafio por radicales libres. De hecho, se ha
correlacionado la mayor actividad de este ciclo con la resistencia de las plantas al dafio por
fotooxidacion que se produce bajo el estrés salino o por la sequia.

De acuerdo con Zhang y Kirkhan (1996), los carotenoides pueden reaccionar con los estados
excitados de la clorofila y combinados con el oxigeno molecular, constituir un complejo que
conduce a la fotooxidacién. Estos resultados sugieren que la produccién de carotenoides obedece
a una estrategia de aclimatacién a la condicion estresante, la cual estd involucrada en las funciones
antioxidantes de dichos pigmentos (Efeoglu et al., 2009).

Los pigmentos fotosintéticos son importantes para las plantas por su funcién de absorber la energia
luminica y la produccién del poder reductor. Ademas, los carotenoides tienen un papel adicional,
dado que forman parte del sistema de defensa antioxidante de las plantas y otorgan proteccion
frente al dafio oxidativo causado por el déficit hidrico. Un incremento en el contenido de
carotenoides es importante en la tolerancia al estrés hidrico (Jaleel et al., 2009). En tal sentido,
Chavoshi et al. (2018), informaron que la inoculacién con Panteoa agglomerans, Psuedomonas
putida, Bacillus circulans y Bacillus megatherium increment6 el contenido de carotenoides en
plantas de frijol en condiciones de estrés hidrico. En el cultivo del frijol mungo, pero en

condiciones de estrés salino la inoculacién con Enterobacter cloacae y Bacillus drentensis
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combinado con el Silicio sinérgico (Si) incrementd el contenido de carotenoides (Mahmood et al.,
2016).

Por otra parte, Cappellari et al. (2015) y Agami et al., (2016), informaron que la inoculacién con
PGPR aumento los pigmentos fotosintéticos en plantas de Ocimun bacilicum y Menta piperita en
condiciones de estrés hidrico, debido a que la inoculacién con estas bacterias permitié absorber
mads nutrientes con relacion a las plantas no inoculadas, lo cual disminuy6 el dafio por estrés
oxidativo y no afect6 los pigmentos fotosintéticos. En tal sentido Humaira et al. (2017), informaron
también que la inoculacién con Pseudomonas sp., Bacillus cereus y Bacillus pumilus, incremento
el contenido de carotenoides de plantas de maiz en condiciones de estrés hidrico, ademds, Omara
y Elbagaroby (2018), encontraron que la inoculacién con Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Pseudomonas koreensis, Pseudomonas fluroscence y Enterobacter cloacae produjo un efecto
similar en plantas de trigo.

Un comportamiento similar al del contenido de carotenos fue observado en el contenido de
prolina en las plantas de frijol (Figura 11 A y B). Ambos cultivares mostraron que, tanto a los 24
como a los 31 DDS, los mayores valores se alcanzaron en las plantas del tratamiento inoculado,
con un menor suministro de agua (50 %) y los menores correspondieron a las plantas del
tratamiento no inoculado y mejor abastecido de agua.

En general, los valores mayores de prolina se observaron en las plantas que fueron expuestas a
estrés hidrico en ambos momentos evaluados, tanto en plantas inoculadas como en las no tratadas.
Ello corrobora que la acumulacién de prolina en hojas es un indicador de estrés hidrico en plantas
de frijol (Sanchez et al., 2016). Al respecto, Andrade et al. (1995) plantearon, que la acumulacién

de prolina puede ser un sintoma de estrés hidrico en los cultivares de frijol susceptibles a sequia,
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pero tiene una importante contribucidén, ademads, al ajuste osmoético en los cultivares que son

resistentes a este estrés.
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Figura 11. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en el contenido de prolina en plantas de frijol expuestas
a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas a los 24
y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren estadisticamente
segiin la Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.

Algunos autores plantean que la acumulacién de prolina se considera como un sintoma de dafio y
no de tolerancia al estrés, mientras que otros informan que los incrementos observados en sus
niveles, se relacionan principalmente con mecanismos de tolerancia a corto plazo (Florido, 2014).
No obstante, la inoculacién con Azofert®-F prepar6 a las plantas de alguna forma para tolerar
mejor las condiciones del estrés hidrico. Gusain et al. (2015) proporcionan evidencias de un efecto
beneficioso de la aplicaciéon de rizobacterias promotoras del crecimiento en la mejora de la
tolerancia a la sequia, al alterar la actividad de los antioxidantes en condiciones de déficit hidrico.
Sun et al. (2013), encontraron que condiciones de estrés hidrico estimulan la produccién de
prolina, involucrada en funciones de la planta tales como la regulacién osmética, el mantenimiento
de la estabilidad de la membrana, suministro de carbono, entre otras. Estos mismos autores
informaron que plantas susceptibles y tolerantes, sometidas a condiciones de estrés hidrico,

presentan actividad enzimadtica antioxidante con el fin de mitigar los efectos provocados por los
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radicales libres de oxigeno. Similar resultado fue informado por Osman, (2015) quien considera
cultivares tolerantes a aquellos cuya produccién de sustancias antioxidantes tales como la prolina
y carotenoides son mayores bajo condiciones de estrés.

Las especies reactivas de oxigeno producidas durante la sequia causan estrés oxidativo en las
plantas (Vurukonda et al., 2016). Un incremento del contenido de prolina bajo condiciones de este
estrés tiene el propdsito de mantener la hidratacion en la célula y prevenir dafio por las condiciones
estresantes. Igualmente, este aminodcido actia como osmolito y fuente de almacenamiento de
carbono y nitrégeno, que son posteriormente utilizados para estabilizar macromoléculas, proteinas
y membranas celulares, en los tejidos de las plantas (Sdnchez, 2016).

Del mismo modo, plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) cv. Anakha, tratadas con
bacterias solubilizadoras de fosfato de la especie Bacillus polymyxa, incrementaron el contenido
de prolina para hacer frente a la condicién de sequia (Shintu y Jayaram, 2015).

En este sentido, se ha informado ademads que los cultivares susceptibles acumulan menor cantidad
de materia seca y producen prolina en diferentes cantidades, es decir, aquellos materiales con
mayor contenido de prolina tendrian un mejor ajuste osmético (Sanchez et al., 2010).

Al analizar el contenido de proteinas solubles totales en la figura 12 (A y B) se pudo observar,
que en los dos momentos evaluados ambos cultivares mostraron diferencias significativas en todos
los tratamientos y que los valores superiores correspondieron a la mayor humedad (100 %).
Aunque se debe sefialar también que, en ambas condiciones de humedad, los valores mas altos de
este indicador se correspondieron con la inoculacién de Azofert®-F, con lo cual, los menores
valores se presentaron en el nivel de humedad al 50 % cuando no se inoculé.

Chavoshi et al. (2018), también encontraron una reduccién en el contenido de proteinas en plantas

de frijol bajo condiciones de déficit hidrico, y en los tratamientos inoculados con PGPR estos
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valores aumentaron en la etapa de prefloraciéon. De manera similar se ha informado una
disminucién de la cantidad de proteinas solubles totales en plantas de caupi, bajo estrés hidrico

(Costa et al., 2008; Farouk y Amani, 2012).
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Figura 12. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en el contenido de proteinas solubles totales en plantas
de frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2),
evaluadas a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin la Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.

Da Silva et al. (2013), informaron que el déficit de agua causé una disminucidn significativa en el
contenido de proteinas solubles en dos cultivares de Vigna unguiculata, pero estos valores se
incrementaron cuando las plantas fueron inoculadas con Rhizobium y Bradyrhizobium. En tal
sentido Mondani et al. (2019), encontraron que la inoculacién con PGPR increment6 el contenido
de proteinas en las hojas y granos de soya en condiciones de déficit hidrico. Estos resultados y los
aqui encontrados resultan 16gicos si se tiene en cuenta la actividad de estas bacterias en la fijacion
de nitrégeno y su transformacidn posterior en compuestos nitrogenados al unirse con los esqueletos
carbonados que se transportan por el floema desde la parte aérea hasta los nddulos. El nitrégeno
fijado se convierte finalmente en ureidos o amidas, posteriormente, se transporta hacia las hojas a
través del xilema (Rodrigues et al., 2013; Hungria y Kaschuk, 2014), lo que incrementa el
contenido de proteinas foliar.
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La reduccién de proteinas solubles ante el déficit de agua se ha explicado por la generacion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales son responsables del estrés oxidativo en las plantas
(Vurukonda et al., 2016). Dichas moléculas tienen un efecto en la sintesis de proteinas, lo que esta
relacionado con una disminucién en el nimero de polisomas (Creelman et al., 1990), o causan
desnaturalizacion de las proteinas (Schwanz et al., 1996).

Por otro lado, la disminucién de las proteinas solubles ante déficit de agua se atribuye a la
descomposicion de las proteinas, que resulta esencial para producir aminodcidos, los que tienen
un papel en la adaptacion al estrés por sequia (Ibrahim, 2014).

Al analizar los contenidos de carbohidratos solubles totales en los cultivares estudiados (Figura
13 A y B), se aprecia que el cultivar CC-25-9R, tanto a los 24 como a los 31 DDS, alcanz6 los
mayores valores en el tratamiento inoculado con Rhizobiun radiobacter y con el mayor aporte de
agua, mientras que los menores valores se alcanzaron en las plantas de los tratamientos que
recibieron un menor aporte de humedad y no se inocularon. No obstante, la mayor condicién de

humedad super6 siempre al contenido de carbohidratos obtenidos con el déficit hidrico.
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Figura 13. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en los carbohidratos solubles totales de plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas
a los 24 y 31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.
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También el cultivar Tomeguin-93, en ambos momentos de la evaluacién, mostré diferencias
significativas entre los tratamientos, a favor de los que tuvieron mayor humedad y en esta
condicidn se destacaron aquellos que fueron inoculados. Los menores valores se obtuvieron en los
tratamientos menos abastecidos de agua, sin diferencias significativas entre inoculados o no.

Se debe resaltar que en general, el cultivar CC-25-9R alcanz6 valores superiores en el contenido
de carbohidratos solubles, lo que sugiere alguna relacién con un posible mecanismo de respuesta
adaptativa, relacionado quizds con una regulacién estomética (Tabla V).

Segtn autores como Beebe et al. (2013) el éxito de las plantas en condiciones de estrés puede estar
determinado por su capacidad de controlar el uso de carbohidratos para generar energia
metabdlica.

Por su parte, Travaglia e al. (2009), encontraron que la inoculacién con PGPR induce la sintesis
de ABA y esta hormona provocé aumentos en el contenido de carbohidratos y de carotenoides en
las hojas y granos de soya, en condiciones de déficit hidrico moderado. En este sentido, (Gagné et
al., 2016), también encontraron que la inoculaciéon con Bacillus sutillis B26, incrementd el
contenido de carbohidratos de plantas de Timothy (Phleum pratense L.) en condiciones de estrés
hidrico. De igual forma, Heidari et al. (2011), informaron que la inoculacién con Pseudomonades
sp, Bacillus lentus y Azospirillum brasilens, incrementaron el contenido de carbohidratos de
plantas de Ociumum basilicum en condiciones de estrés hidrico. Es posible que un mecanismo
similar haya funcionado en esta interaccién Rhizobium radiobacter-frijol, pues se conoce que los
rizobios sintetizan y liberan hormonas (Palacio et al., 2016).

Al analizar los valores de la tasa fotosintética en la figura 14 (A y B), se apreci6 que, en los dos
momentos evaluados, ambos cultivares mostraron un comportamiento similar, con diferencias

significativas entre todos los tratamientos.
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Figura 14. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en la tasa fotosintética de plantas de frijol expuestas a
dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas a los 24 y
31 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren estadisticamente
segun la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.

Los valores superiores en la tasa fotosintética se obtuvieron con las mejores condiciones de
humedad, mientras que, la deficiencia hidrica afect6 esta variable, lo cual es l6gico si se tiene en
cuenta que este estrés afecta la asimilaciéon de CO: en las plantas. Cuando las plantas estdn
expuestas a sequia, la disponibilidad de CO; se restringe y la sintesis de ATP es dafiada, la
concentracion de NADP* es generalmente muy baja, lo cual conlleva a un exceso de excitacion de
energia en la fotosintesis (Florido, 2014). En este sentido, el déficit hidrico en las plantas genera
el cierre de estomas y la disminucién de la absorciéon del CO», lo que reduce la tasa fotosintetica
(Dubberstein et al., 2018).

El incremento obtenido en la tasa fotosintética cuando las plantas se encontraban con el 100 % de
humedad e inoculadas, se debe a un mejor crecimiento de las plantas, que por un lado responde a
un adecuado balance hidrico y por otro al aporte de nitrégeno y otros elementos nutritivos por las
bacterias. Resultados similares fueron obtenidos por Aguilar et al. (2017) al evaluar dos cultivares

de frijol bajo condiciones de estrés hidrico. Se puede inferir que, en estas condiciones, el sistema
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fotosintético de las hojas mantiene su integridad, garantizdndose por tanto condiciones favorables
para el desarrollo de las plantas, aspectos que han sido sefialados por otros autores a partir de
trabajos realizados en Coffea canephora Pierre (Netto et al., 2005).

Sin embargo, Nunes et al. (2018), informaron una disminucién en la tasa fotosintética al inocular
dos especies de Neotropical con bacterias promotoras del crecimiento, en condiciones de estrés
por sequia.

La inoculacién con Rhizobium radiobacter favorecié también las plantas que recibieron un menor
aporte de humedad, lo que demuestra el efecto positivo de esta bacteria en esta variable. En tal
sentido, la inoculacién con B. thuringiensis revirtio el efecto inhibitorio del estrés por sequia en la
actividad fotosintética de plantulas de trigo, lo cual fue evidente por una mayor tasa de asimilacién
neta total y conductancia estomdtica. El efecto del tratamiento con esta bacteria en la tasa
fotosintética se relaciond con la regulacion positiva en varias enzimas antioxidantes, que sugieren
una respuesta mds fuerte de la planta al estrés oxidativo (Moustafa, 2015).

De forma general, en este primer experimento se encontré un efecto beneficioso significativo de
la inoculacién con Azofert®-F en los indicadores morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos
evaluados en las plantas de frijol, especialmente en condiciones de estrés hidrico. El género
Rhizobium posee atributos que lo caracterizan como promotor del crecimiento, entre ellos la
capacidad de producir hormonas como AIA, las cuales incrementan el sistema radical (Luo et al.,
2019), también ABA, hormona que regula la abertura estomatica y reduce la pérdida de agua por
transpiracién, ademds reduce los niveles de etileno (Sharifi y Ryu, 2017), e incrementa la
superficie foliar (Mondani et al., 2019). La activa fijacién del dinitrégeno que realizan (Tairo,

2013) incrementa su contenido como elemento esencial en las clorofilas y la fotosintesis. No
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menos importante resulta el papel de los factores Nod producidos por estas bacterias y de los que
se ha demostrado un activo papel en el efecto antiestrés (Ndpoles et al., 2016).

4.2. Experimento 2. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F en la nodulacién de plantas de
frijol en condiciones de déficit hidrico.

El anélisis estadistico de este experimento mostré que hubo interaccién solo para los factores
humedad-inoculacién (Anexo V).

Al analizar el nimero de ndédulos totales y efectivos formados sobre las plantas de frijol ante las
dos condiciones de humedad (Figura 15 A, B, C y D), se pudo observar que ambos cultivares
mostraron un comportamiento similar.

La presencia de condiciones de humedad adecuadas, favorecio la formacion y funcionamiento de
estas estructuras y la inoculacion de la bacteria permitié obtener los mejores resultados. Los
menores valores alcanzados para estos indicadores correspondieron al tratamiento no inoculado y
con menor abastecimiento hidrico.

La presencia de nddulos en las plantas no inoculadas, indica que en el suelo utilizado residian
poblaciones de rizobios afines con el frijol, los que lograron infectar sus raices, aunque en menor
cuantia que cuando se inocul6 con Azofert®-F (Figura 15 A y B) y con menor efectividad (Figura
15CyD).

Un anélisis de los porcentajes de reduccion del nimero de nddulos totales entre los tratamientos
inoculados y no inoculados en ambas condiciones de humedad, permitié comprobar en el cultivar
tolerante que hubo una reduccién de 20,00 y de 27,94 %, para 100 y 50 % de humedad,
respectivamente; mientras que en el cultivar susceptible los porcentajes de reduccién fueron de
30,30 y 38,33 %, respectivamente.

En cuanto a la disminucién en la efectividad nodular se encontré un comportamiento similar al

numero de nddulos totales, el cultivar tolerante presentd valores de reduccion cuando no se inoculd
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de 23,29 % para el 100 % de humedad y de 33,85 % para el 50 %, mientras que en el cultivar

susceptible fue de 35,00 % y 46,15 %, respectivamente.

100 100
A
- Esu=0,76 _ 5ot B
5 b ]
a [
2 : ) : .
ﬁu_ - ] i
8 d g ¥ ;
3 Z d
g 3
4 40
3 E
E o
g H
E 20 £ 20
2 2
Z z
o 0
Azl Azl noAzHL noAzH2 dakL AH2 noAzHL noAzH
Tratamientos Tratamientos
~ o 100
I C i D
£ Bl 4 2 ESe=039
L] 5
B Lo
g ; 8 .,
§ w0, t )
] b
F o |3 :
)
;| 3 d
'E 40 - § 40
4 2
[-]
E o iEw
E E
-] :
Z z
0 - ]
AfHL LH naAHl moAIH AzH1 AzHZ noAzHl nokzHz
Tratamientos Tratamientos

Figura 15. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en el nimero de nédulos y nédulos efectivos en plantas
de frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2),
evaluadas a los 35 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C) y Tomeguin-93 (B, D). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segin la Prueba de rangos miiltiples de Duncan para p<0,05.

Aunque la condicidn de estrés afecté negativamente la formacion y la actividad de los nddulos, la
presencia del inoculante disminuyé este efecto adverso y permitié obtener resultados de

nodulacién superiores a cuando no se inoculd, lo que evidenci6 el efecto favorable del producto
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utilizado en esta investigacion, valido no s6lo para condiciones favorables de humedad y un
cultivar tolerante, sino, y especialmente, cuando hubo una reduccién importante del régimen
hidrico y se utiliz6 un cultivar sensible.

Varios trabajos demuestran un efecto similar al encontrado en esta investigaciéon, donde la
inoculacién con rizobacterias incrementa significativamente la nodulacién en condiciones de
estrés hidrico: Tilak et al. (2006), al inocular Rhizobium, Pseudomonas putida, P. fluorescens 'y
Bacillus cereus, en plantas de frijol faba, Figueiredo et al. (2008) con Rhizobium tropici en plantas
de frijol comin, Kibido et al. (2019) con Bradyrhizobium japonicum en plantas de soya, asi mismo
Youssef et al. (2016), quienes informaron que la disminucién de la nodulacién en plantas de frijol,
inducida por la sequia, se contrarresté con la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno
simbidticas.

Segtn Delfini et al. (2010), la inoculacién con rizobios ayuda a aliviar las condiciones de estrés
hidrico, dado que estas bacterias contribuyen a un mejor desarrollo del sistema radical e inciden
en una mejor eficiencia del mismo, a la vez que pueden facilitar una mayor absorcién de nitrégeno.
En tal sentido, Népoles et al. (2009), encontraron que la inoculacién con Bradyrhizobium
increment6 la formacién de nédulos en plantas de soya sometidas a condiciones de déficit hidrico,
lo cual se relaciond con la presencia de la genisteina como inductor de los genes de nodulacién en
el medio de cultivo.

Por otro lado, varias cepas de rizobios han mostrado un alto nivel de tolerancia a la sequia, lo que
ha sido demostrado en los informes de Mouradi et al. (2016) en simbiosis con genotipos de alfalfa;
Atieno y Lesueur (2019), en especies de rizobios de los géneros Ensifer, Bradyrhizobium y
Rhizobium, asociados a leguminosas pertenecientes a los grupos Papilionoideae y Mimosoideae

adaptadas a las condiciones de estrés hidrico.
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Los resultados de la masa fresca y seca de los nédulos formados se presentan en la Figura 16 (A,

Masa seca de nddulos (g planta )
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Figura 16. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en la masa fresca y seca de nodulos en plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas
a los 35 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C) y Tomeguin-93 (B, D). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.

Los mayores valores se localizaron en aquellas plantas que se inocularon y recibieron un mayor
aporte de humedad en el suelo, seguido por las plantas no inoculadas en igual condicién de

humedad, mientras que los resultados inferiores se presentaron en las plantas no inoculadas que
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solo recibieron el 50 % de agua, aunque en el cultivar Tomeguin-93 no hubo diferencias en la masa
fresca de los nédulos entre los tratamientos bajo la condicién de estrés (figura 16 B).

En resumen, en todos los casos la masa nodular se vio favorecida en los tratamientos donde el agua
no fue una limitante, aunque los mayores valores se obtuvieron cuando las semillas se inocularon
con Rhizobium radiobacter.

Trabajos realizados por Aamir ef al. (2013), informan que la inoculacion con rizobios en el cultivo
de frijol mungo, provoc6 un aumento en el nimero y la masa fresca y seca de los nddulos, en
condiciones de estrés salino. De igual forma, aunque en condiciones de estrés hidrico, el efecto de
la co-inoculacién de bacterias con actividad ACC desaminasa, logré incrementar la nodulacién
temprana en plantas de alfalfa (Cedefio et al., 2018).

Seglin Martinez (2016), en cuyo trabajo se demostré también el efecto de Azofert®-F en
incrementar la masa seca de los nédulos de frijol, mas tejido nodular supone la presencia de més
bacteroides en el nédulo y una mayor fijacién del nitrégeno. En este sentido, algunos estudios
sefalan que la masa seca de los nédulos puede ser mds relevante para la FBN que el nimero de
esas estructuras (Miller ez al., 1982 y 1986).

La figura 17 muestra los niveles de ureidos foliar y nodular en los dos cultivares de frijol,
inoculados o no con Rhizobium radiobacter ante diferentes condiciones de humedad, a los 35
DDS. Se pudo apreciar que en todos los casos los mayores contenidos de ureidos se encontraron
cuando hubo un menor aporte de agua a las plantas.

Otra caracteristica relevante es que en casi todos los casos el resultado superior estuvo asociado a
la aplicacién conjunta del estrés y la inoculacién con Azofert®-F, excepto en el contenido de
ureidos foliar para el cultivar Tomeguin-93 (figura 17 B), que no se diferenci6 del tratamiento bajo

estrés sin inocular.
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Figura 17. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en el contenido de ureidos foliar (A, B) y nodular (C,
D) en plantas de frijol expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de
humedad (H2), evaluadas a los 35 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C) y Tomeguin-93 (B, D). Medias con letras
iguales no difieren estadisticamente segin la Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.

Los resultados inferiores correspondieron al mayor contenido de humedad, especialmente sin

aplicacion del in6culo para Tomeguin-93, aunque sin diferencias con la inoculacién para el cultivar

CC-25-9R.

Los valores de ureidos obtenidos fueron mayores en hojas que en nédulos, lo que sugiere que el

catabolismo del nitr6geno en estas plantas fue eficiente, proceso que favorece la actividad de
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fijacién. Cuando sucede lo contrario: mayor contenido en nddulos que en hojas, se inhibe la
fijacion por retroalimentacion negativa (Freixas, 2011; Dutta et al., 2018).

Los resultados aqui presentados se asemejan a los informados por King y Purcell (2005), quienes
observaron una acumulacion de ureidos foliar en las plantas de soya sometidas a un déficit hidrico.
Contrario a ello, Ladrera et al. (2007) y Freixas (2011), demostraron que, bajo condiciones de
déficit hidrico, existié una acumulacién de ureidos en nédulos de las plantas de soya sensibles a la
sequia. En este sentido, Da-Silva et al. (2017), informaron que la tolerancia a la sequia es la
respuesta de retroalimentacion negativa de los ureidos sobre la actividad de los nddulos,
caracterizada por una mayor concentraciéon de estos compuestos en los nédulos durante el estrés.
El frijol comun produce y trasloca nitrégeno en forma de ureidos, alantoina y alantoato (Alamillo
etal., 2011; Diaz et al., 2012). Los ureidos son considerados més favorables energéticamente para
transportar el nitrégeno desde los ndédulos hasta las hojas (Todd et al., 2006), pues se ha
demostrado que s6lo requieren la mitad de ATP necesario para producir amidas y menos carbono,
lo que le confiere ventajas a estas leguminosas ureidicas sobre las amidicas (Kabahuma, 2013).
Sin embargo, se ha demostrado que la fijacién bioldgica en las especies de leguminosas que
producen ureidos es mds sensible a la sequia que en las especies productoras de amidas, aunque
excepcionalmente, entre los productores de ureidos, se encontré que el frijol comin tiene niveles
relativamente mds bajos de ureidos junto a un mayor grado de tolerancia a la sequia y una menor
fijacién bioldgica de nitrégeno, en comparacién con la soya o el caupi (Sinclair y Serraj, 1995).
Otros resultados muestran que el empleo de inoculantes inducidos en la produccién de factores de
nodulacién (similar a Azofert®-F), actda indirectamente sobre el catabolismo de los ureidos en

plantas de soya (Freixas, 2011; Duzzan et al. 2004).
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La respuesta de la fijacion bioldgica del nitrégeno a la sequia se ha estudiado en diferentes
leguminosas de granos y se encontré que estd asociada con el metabolismo y transporte de ureidos
(Sinclair y Serraj, 1995).

La Figura 18 muestra el contenido de nitrégeno foliar en los cultivares CC-25-9R (A) y
Tomeguin-93 (B), a los 35 DDS, en las plantas de frijol ante dos condiciones de humedad y la

inoculacion o no con Rhizobium radiobacter.
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Figura 18. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en el contenido de nitrégeno foliar en plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el sustrato: 100 % de humedad (H1) y 50 % de humedad (H2), evaluadas
a los 35 DDS. Cultivares CC-25-9R (A) y Tomeguin-93 (B). Medias con letras iguales no difieren
estadisticamente segiin 1a Prueba de rangos multiples de Duncan para p<0,05.

Se aprecio que en ambos cultivares los mayores contenidos de este elemento estuvieron asociados
a las plantas sin estrés hidrico, sobre todo cuando se inocularon con Azofert®-F, y los menores
valores los alcanzaron los tratamientos que no se inocularon con la bacteria y recibieron menor
aporte de agua. Gonzdlez et al. (2010), informaron que, bajo estrés por sequia, la absorcion de
nitrogeno en la mayoria de las plantas disminuye, incluso si se proporciona nitrégeno mineral.

Evidentemente el efecto negativo ejercido por el estrés hidrico en el nimero de nddulos y su
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efectividad (Figura 15) provoc6 una menor fijacion de este elemento, que luego se tradujo en
menor contenido de nitrégeno foliar.

La inoculacién propicié una mejor respuesta en este indicador, relacionado con el mayor nimero
de ndédulos, masa nodular y efectividad (Figuras 15 y 16). Similares resultados obtuvieron
Yadegari y Rahmani (2010) con un aumento del nitrégeno fijado por la inoculacién de Rhizobium
en frijol. Martinez (2016), también encontrd que la inoculacién con Azofert®-F en dos cultivares
de frijol increment6 la concentracién de nitrégeno en las hojas.

El nitr6geno es uno de los nutrientes primarios y mds importantes en el crecimiento, desarrollo y
rendimiento de las plantas, constituyente de los aminodcidos y de la clorofila, pigmento necesario
para la fotosintesis; es un macronutriente esencial en las leguminosas que muestran un alto
contenido proteico (Delfini et al., 2010; Tairo, 2013), de ahi la relevancia de estos resultados.

La asociacion de frijol comuin con rizobios garantiza una fuente directa de este elemento a ser
utilizada por la planta (Zaccardelli et al. 2013), lo cual le permite crecer en condiciones de bajo
contenido de N y sustituir, en parte, el uso de fertilizante quimico (Ribeiro et al. 2013).

Al emplear inoculantes inducidos en la sintesis de factores Nod en soya (Abd-Alla, 2011; Népoles
et al., 2009) y en frijol (Ndpoles et al., 2016), estos autores encontraron incrementos en el
contenido de N foliar y de la masa seca aérea y clorofilas, como medidas indirectas de este
elemento. La presencia de los lipoquitinoligosacdridos en el inoculante se relaciona directamente
con la nodulacién y la eficiencia en la fijacion biolégica del N en condiciones normales y de estrés
abidtico (Népoles et al, 2016). La inoculacién con Azofert®-F en esta investigacién, no solo
garantiza la presencia de Rhizobium radiobacter como microsimbionte, sino también de altas

concentraciones de estos determinantes, con su efecto nodulante y antiestrés (Palacio et al., 2016).
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Comparado con otras leguminosas, el frijol comiin no es de las plantas que puede fijar con mayor
eficiencia el nitrégeno (Martinez, 2003); sin embargo, existen algunas variedades de P. vulgaris 'y
cepas de rizobios afines, que exhiben altos rangos de fijacion (Hardarson, 2003). Durante varios
afios se ha trabajado en la mejorar de la FBN en plantas de frijol, desde el disefio de inoculantes
(Népoles, 2003), la bisqueda de variedades (Devi et al., 2012), hasta el empleo de cepas mas
competitivas y eficientes (Ndpoles et al., 2016).

En sentido general se pudo comprobar que la inoculacién con Azofert®-F mostré un efecto
positivo en la nodulacién del frijol, especialmente en condiciones de estrés hidrico, lo cual propicié
una mayor actividad en la fijacién biolégica del nitrégeno y el aporte de este elemento a las plantas.

4.3. Experimento 3. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F en el crecimiento y rendimiento
de plantas de frijol en condiciones de déficit hidrico.

Las variaciones del contenido de humedad en el suelo se presentan en los anexos Il y III, donde
se pudo apreciar que tanto antes como después del riego, en los tratamientos donde se aplico el
agua al 100 % de la norma de riego, la humedad del suelo siempre fue superior.

En el experimento realizado en el periodo 2015-2016, se representan las variaciones del contenido
de humedad en el suelo, donde se pudo apreciar que en todos los tratamientos antes del riego los
valores oscilaron entre 20,00 y 30,80 %, lo que representa entre un 40,00 y 61,60 % de la norma
de riego, mientras que, después del riego en los tratamientos que recibieron el 100 % de la norma
se encontraron valores de 39,10 y 50,00 %, lo que representa entre 78,20 y 100 % de la norma de
riego establecida, pero ademads, la humedad siempre se mantuvo por encima del 38 % y alos 21 y
49 DDS alcanz6 valores méaximos entre 49,50 y 50,00 % de la norma de riego con escasas
diferencias entre tratamientos. Sin embargo, en los tratamientos que se redujo la norma de riego al

50 % los valores de esta variable estuvieron entre 23,50 y 33,30 % lo que representa el 47,00 y
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66,60 % de la norma establecida, aunque se presentaron escasas diferencias entre los tratamientos
(Anexo II).

En el experimento realizado en el periodo 2016-2017, se pudo apreciar que en todos los
tratamientos antes del riego los valores de humedad oscilaron entre 25,00 y 35,80 %, lo que
representa entre un 50,00 y 71,60 % de la norma de riego, mientras que, después del riego aquellos
tratamientos que recibieron el 100 % de la norma de riego mostraron valores de 41,00 a 50,00 %
lo que representa entre 82,00 y 100 % de la norma, pero ademads, la humedad siempre se mantuvo
por encima del 40 % y a los 35 y 63 DDS alcanzé valores maximos entre 50,00 y 47,90 % con
muy pocas diferencias entre tratamientos. Sin embargo, en los tratamientos que se redujo la
humedad al 50 % de la norma de riego, los valores de esta variable estuvieron entre 27,20 y
37,80 % lo que representa 54,40 y 75,60 % de la norma establecida con escasas diferencias entre
tratamientos. Estos resultados evidencian el efecto del riego en los diferentes tratamientos
aplicados al cultivo, condicién en la que también influyeron las escasas precipitaciones que
tuvieron lugar en el periodo experimental (Anexo III).

Al analizar el comportamiento de la superficie foliar en el experimento en condiciones de campo
(Figura 19 A, B, C y D), se comprobd que el patron de crecimiento de las plantas de frijol no se
vio afectado por el efecto de los tratamientos impuestos. En todos los tratamientos, en la superficie
foliar se observé el mayor valor a los 70 DDS.

En ambos cultivares, a partir de los 21 DDS y hasta los 77 DDS los mayores valores de esta
variable se observaron en los tratamientos que recibieron el 100 % de la norma de riego, lo que se
corresponde con el periodo de reduccién de la humedad. En general, no se observé una influencia

significativa del Azofert®-F en la superficie foliar en ambos cultivares y periodos de estudio, sin
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embargo, el inoculante permite emplear solo el 30 % de Urea sin afectar el crecimiento en el

cultivo.
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Figura 19. Dinamica de la superficie foliar de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F (Az) y expuestas a
dos niveles de humedad en el suelo: 100 % (H1) y 50 % (H2), hasta los 84 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C) y
Tomeguin-93 (B, D). Las barras en cada punto significan el intervalo de confianza para las medias (¢=0,05).

El empleo de biofertilizantes a base de rizobacterias que estimulan el crecimiento de las plantas ha
sido de ayuda para combatir el estrés abidtico (Alori ef al., 2017a; Staudinger et al., 2016; Azab,

2016). Asi la inoculacién con rizobacterias de los géneros Agrobacterium y Bacillus en plantas de
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fresa (Fragaria vesca) propici6 incrementos en el drea foliar debido a que estas bacterias producen
hormonas que incrementan el crecimiento y permiten una mayor absorcidon de nutrientes por las
plantas (Ipek et al., 2014). Estos mismos autores plantean que la inoculacién puede sustituir la
fertilizacion con nitrégeno y fosforo y lograr asi una produccion agricola sostenible. Segin Suhag
(2016), una mejor absorcion de nutrientes mejora la tolerancia a la sequia.

La superficie foliar tiene una relacion directa con la capacidad fotosintética (Calderén et al., 2009;
Toebe et al., 2010), al contribuir al aporte de fotoasimilados que son empleados en los distintos
procesos fisiolégicos que tienen lugar en las plantas (Iglesias y Talén, 2008; Mahouachi, 2009;
Jerez y Martin, 2012).

No obstante, se han encontrado resultados contradictorios en este sentido, como es el caso de lo
informado por Elijanara et al. (2019), quienes encontraron una disminucién dréstica en la
superficie foliar y la produccién de masa seca en plantas de soya inoculadas con Bradyrhizobium
y Azospirillum y sometidas a condiciones de estrés hidrico.

Al analizar el efecto de la inoculacién en la dindmica de 1a masa seca total de las plantas de frijol
expuestas a dos condiciones de humedad en el suelo, durante los experimentos realizados (Figura
20 A, B, C y D), se observd que no se modificé el patréon de crecimiento por efecto de los
tratamientos impuestos y el mayor valor de acumulacién en todos los tratamientos se alcanzoé a los
70 DDS, lo cual coincide con el momento en que se alcanza la mayor superficie foliar.

Las principales diferencias entre los tratamientos estuvieron dadas por las dos condiciones de
humedad. La inoculacién con Azofert®-F no modificé los valores de masa seca obtenida, por lo
que se puede inferir que el producto es capaz de sustituir el 70 % de la Urea sin afectar el patrén

de crecimiento del cultivo. Durante ambos periodos se observé una respuesta variable de las
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temperaturas medias en rangos de 23 a 27,3 °C, y valores de humedad relativa entre 71 y 82 %, los

que propiciaron un normal desarrollo al cultivo (Anexo III).
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Figura 20. Dinamica de la masa seca total de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F (Az) y expuestas a dos
niveles de humedad en el suelo: 100 % (H1) y 50 % (H2), hasta los 84 DDS. Cultivares CC-25-9R (A, C) y
Tomeguin-93 (B, D). Las barras en cada punto significan el intervalo de confianza para las medias (0¢=0,05).

En el periodo 2015-2016, en los dos cultivares, el mayor acumulado de masa seca total fue superior
al registrado en el periodo 2016-2017, donde se destaca el cultivar Tomeguin-93, que no alcanz6
en este periodo los 20 g de masa seca total en ninguno de los tratamientos (Figura 20 D). No

obstante, en el cultivar tolerante se encontrd un crecimiento acelerado entre los 7 y 21 DDS, lo que
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pudiera deberse a que en la primera y segunda decena del mes de octubre del 2016 ocurrieron
precipitaciones con valores de 52,7 y 136,3 mm, mientras que en el periodo anterior solo se
alcanzaron valores de 0 hasta 6,3 mm (Anexo IV).

Se reconoce a la biomasa total de la planta, como una medida del balance que se establece entre
los procesos de fotosintesis y respiracion, como la capacidad que tienen de sintetizar esa biomasa,
lo que da lugar al crecimiento de otros 6rganos como las vainas y los granos, de ahi el rendimiento.
La masa seca resulta el criterio mds apropiado para medir el crecimiento y la magnitud de la
capacidad del sistema de asimilacién de la planta (Nistez et al., 2009). Por su parte, Santos et al.
(2010) indicaron que la produccién de masa seca total es el resultado de la eficiencia del follaje
del cultivo en la captacién y utilizaciéon de la radiacién solar disponible durante el ciclo de
crecimiento.

Kasim et al. (2013), encontraron que la inoculacién con Bacillus sp. y Azospirillum, incremento la
biomasa seca total de plantas de trigo en condiciones de estrés hidrico. Otros autores como Cohen
et al. (2015) y Khan et al. (2018), demostraron el efecto positivo de la inoculacién con PGPR en
la produccién de biomasa seca de diversos cultivos en condiciones de estrés por sequia.

Ngumbi (2016) resalté que, tratar las plantas con cepas seleccionadas de PGPR estimula el
crecimiento, porque las ayuda a tolerar el estrés por sequia. En consecuencia, la estimulacion del
crecimiento puede traducirse en un mayor rendimiento y una mayor productividad de las plantas.
Chavoshi et al. (2018) encontraron que, una mezcla de bacterias solubilizadoras de fésforo y
potasio mejoraron significativamente la biomasa del frijol rojo y otros aspectos fisioldgicos, en
condiciones de riego limitado.

Las PGPR poseen atributos que les permiten promover el crecimiento, entre ellos la capacidad de

producir hormonas (Luo ef al., 2019), las que estimulan el desarrollo del sistema radical y de esta
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forma mejoran la absorcidn de nutrientes y agua, especialmente en condiciones de estrés por sequia
(Ansari y Ahmad, 2019). Ademads, algunas de estas bacterias poseen la capacidad de fijar nitr6geno
(Waqas et al., 2017) y solubilizar fosfatos (Olanrewaju et al., 2017), lo que permite el suministro
y una mayor traslocacion de estos nutrientes hacia las hojas y por tanto una mayor acumulacién
de masa seca total. Las bacterias solubilizadoras de fosforo también ayudan a mejorar la eficiencia
de la fijaciéon de nitrégeno y la disponibilidad de otros oligoelementos, como los compuestos
quelantes de hierro que pueden contribuir al crecimiento de las plantas (Kour et al., 2019). En este
ultimo aspecto participan también algunas rizobacterias con capacidad para producir sider6foros
y liberar hierro (Ahmed y Holmstrom; 2014).

La Tasa Relativa de Crecimiento es un indice que se utiliza para evaluar la eficiencia de la planta,
y se denomina indice de eficiencia de produccién de masa seca (Alvarez, 2018). La dindmica de
la TRC de las plantas en los dos periodos de estudio se observa en la figura 21 A, B, C y D.

En todas las determinaciones este indice aumenté hasta alcanzar un valor méximo
aproximadamente a los 63 DDS, para posteriormente disminuir. La disminuciéon en TRC puede
atribuirse a cambios en la respuesta de la asimilacién de CO:z o en la razén del drea foliar (Bayuelo
et al., 2003). Ademds, hasta alrededor de los 14 DDS se observaron valores negativos de la TRC,
excepto en el periodo 2016-2017 en el cultivar CC-25-9R. Estos valores negativos pueden deberse
a un incremento lento en la masa seca total en los primeros estadios del crecimiento.

De forma general la TRC mostré un comportamiento similar entre los tratamientos, aunque en
todos los casos se observaron diferencias significativas entre los tratamientos que recibieron el
100 % de humedad e inoculados con Azofert®-F y los que recibieron el 50 % de humedad y no

fueron inoculados con el Azofert®-F. Esto puede deberse a que la limitacién de la humedad del
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suelo influye en el cultivo de frijol al reducir el tamafio de la planta entre 0,18 y 20,26 g de masa

seca, entre otros indices de crecimiento, mejorado con el inoculante.
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Figura 21. Dinamica de la Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F
(Az) y expuestas a dos niveles de humedad en el suelo: 100 % (H1) y 50 % (H2), hasta los 84 DDS. Cultivares
CC-25-9R (A, C) y Tomeguin-93 (B, D). Las barras en cada punto significan el intervalo de confianza para las
medias (0¢=0,05).

Un estrés severo por sequia induce a numerosas irregularidades metabolicas en las plantas, tales
como, disminucién de la tasa de crecimiento, reduccion en la capacidad de intercambio gaseoso,

pérdida de turgencia y sintesis de algunos metabolitos secundarios (Dominguez et al., 2016).
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Paradiso et al. (2017) informaron incrementos en la TRC al inocular plantas de soya con
microorganismos promotores del crecimiento y lo relacionaron con una mayor densidad
estomdtica, por lo que evitan la pérdida de agua y el cierre de los estomas para la asimilacioén de
CO», lo que va acompafiado de incrementos en la produccion de masa seca y por tanto un aumento
de este indice.

Segin Chavoshi et al. (2018), bacterias solubilizadoras de fésforo y potasio mejoraron
significativamente la biomasa de plantas de frijol y otros aspectos fisioldgicos, en condiciones de
estrés hidrico, lo que pudiera estar relacionado con una mayor absorcion de nutrientes y agua que
permiten incrementos de masa seca total y por ende un aumento de la TRC.

La Tasa Relativa de Crecimiento (TRC), representa la capacidad de la planta para producir material
nuevo por unidad de tiempo; la misma se ve afectada por diferencias en la tasa de asimilacién neta,
en la tasa respiratoria, en el grosor de la ldmina foliar y en la distribucién de los productos
elaborados (Jérez et al., 2016).

La dindmica de la Tasa de Asimilacion Neta (TAN), para los dos cultivares, en ambas condiciones
de humedad y en los dos periodos evaluados, se presenta en la figura 22 (A, B, C y D).

De forma general los valores de la TAN resultaron positivos hasta los 63 DDS, lo cual es
consecuencia de los incrementos en la superficie foliar y en la masa seca total (Figura 19 y 20). A
partir de los 70 DDS estos valores comenzaron a disminuir, por tanto, los valores de la TAN fueron
negativos, en este momento del ciclo bioldgico, las hojas se encuentran en estado de senectud y
comienzan a caerse, lo que implica una menor superficie foliar en las plantas, con una disminucién
en los valores de masa seca total (Figura 20). Sin embargo, Torres et al. (2017), al evaluar el efecto
del producto Biostan® en el crecimiento del frijol, encontraron que la tasa de asimilacién neta

expreso valores decrecientes desde los 7 hasta los 21 DDS.
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Figura 22. Efecto de la inoculaciéon con Azofert®-F (Az) en la Tasa de Asimilacion Neta (TAN) de plantas de frijol
expuestas a dos niveles de humedad en el suelo: 100 % (H1) y 50 % (H2), hasta los 84 DDS. Cultivares CC-25-9R
(A, C) y Tomeguin-93 (B, D). Las barras en cada punto significan el intervalo de confianza para las medias
(0=0,05).

En el comportamiento de este indice del crecimiento se observaron diferencias en ambos periodos,

con valores inferiores entre la floraciéon (35 DDS) y el llenado de las vainas (63 DDS) para el

experimento del 2016-2017. En el comportamiento de este indice las diferencias entre tratamientos

se evidenciaron en escasos momentos; en estos los valores de la TAN fueron superiores cuando las
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semillas fueron inoculadas con Azofert®-F. Resultados similares informaron Salgado et al. (2019),
al encontrar que la inoculacién con rhizobacterias promotoras del crecimiento BRM-32111 y BRM-
32113 increment6 la TAN en plantas de palma de acai (Euterpe oleracea Mart) en condiciones de
estrés hidrico.

Estos autores plantean que este incremento en la eficiencia de la tasa de asimilacién neta se debe a
los altos valores de conductancia estomética, que contribuye a aumentar la asimilacion de CO2 por
el meséfilo. La TAN resultd significativamente superior en plantas de frijol tratadas con el
bioestimulante Biostan® (Torres et al., 2017). Para Rolli et al. (2015), el uso eficiente del agua
influye en los incrementos de la TAN regulados por las PGPR, por lo que contribuyen a mejorar la
tolerancia de las plantas al déficit hidrico. Segiin Herndndez y Soto (2012a), los incrementos iniciales
de la TAN estan relacionados con los incrementos observados en la superficie foliar, lo que provoca
una mayor eficiencia de la captacién de la radiacién solar.

De acuerdo con Maqueira (2014), las variaciones de la TAN estdn dadas por una disminucién en el
proceso de traslocacién, un aumento de la edad media de las hojas y una mayor carga respiratoria
por el aumento de tejido no fotosintético.

La TAN representa el incremento del material vegetal por unidad del sistema asimilativo, por unidad
de tiempo, por tanto, es una medida del balance que existe entre la actividad fotosintética y la
respiratoria de la planta (Jarma et al., 2006; Maqueira, 2014), los decrementos o incrementos, tanto
en la masa seca, como en la superficie foliar, se ven reflejados en variaciones de este indicador y
pueden ser modificados por la inoculacién con bacterias promotoras del crecimiento.

Los resultados aqui obtenidos demuestran que la disminucién de la TRC se relacion6 con la TAN,
lo que indica que la reduccidn del crecimiento en ambos cultivares se debié a una reduccién en la

tasa fotosintética lo que repercutio en una baja produccién de masa seca.
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En la tabla VI se muestran los resultados de las diferentes variables de los componentes del
rendimiento obtenidas para los cultivares CC-25-9R y Tomeguin-93, en dos condiciones de
humedad, para ambos periodos. El andlisis estadistico realizado mostré una triple interaccién entre
los factores estudiados: humedad, cultivar y fertilizacién (Anexo V). De manera general y en todas
las variables se obtuvieron los mayores valores en las condiciones de mayor abastecimiento hidrico
(T1-T6).

Tabla VI. Efecto de la inoculacion con Azofert®-F (Az) en los componentes del rendimiento de
dos cultivares de frijol expuestas a dos niveles de aporte de agua al suelo, en experimentos
realizados durante los periodos 2015-2016 y 2016-2017.

Ttos NVP NGV NGP MGP(g) MF100G(g)
15-16 16-17 15-16 16-17 15-16 16-17 15-16 16-17 15-16 16-17
T 16,70® 19,55% 4,40% 4,93 87,030 92,000 16,57° 19,50° 19,04° 21,200
T 18,35* 21,40* 5,10* 5,50° 93,73* 99,50* 20,622 27,46* 22,00* 27,60*
Ts 15,55° 18,33 3,75 4,55% 73,58° 84,50° 12,66¢ 16,79¢ 17,20%4 19,87¢¢
T4 16,03 18,40° 4,10° 4,282% 71,28¢ 78,83¢ 12,86¢ 14,224 18,04% 19,71b¢
Ts 17,58* 20,382 4,80* 5,23 84,45° 90,60° 17,37° 20,36° 20,57° 22.47°
Ts 14,80 16,50 3,55 3,95 65,954 71,484 11,024 13,434 16,71% 18,80%
T7 14,18 17,33% 3,30 3,35 46,258 51,95f 7,10° 9,38° 16,65% 18,06%
Ts 15,28" 18,18" 3,350 3,730 57,63¢° 62,30° 10,584 12,544 18,37 20,130
Ty 13,70¢ 16,33¢ 3,25¢ 3,33b¢ 46,288 50,38f 7,18¢ 8,64 15,52 17,14%
T1o 10,78¢ 13,38¢ 3,00 3,23¢ 42,88¢h 49,201 6,74 8,14 15,72¢f 16,55
Tu 14,70 17,40b° 3,23¢ 3,30 52,58f 58,23¢ 9,294 10,58° 17,68% 18,17
T2 9,48° 12,504 2,704 2,90¢ 41,38" 47,63 6,10f 7,14f 14,73¢ 15,008
ESx 0,25%% 0,30** 0,16%* 0,11** 0,90* 1,47%* 0,36%* 0,45%* 0,24 0,32%*
Leyenda: NVP: Nimero de vainas por planta, NGV: Nimero de granos por vaina, NGP: Nimero de granos por planta, MGP: Masa fresca de granos
por planta, MF100G: Masa fresca de 100 granos. Los tratamientos Ty, T, T3, T7, Ts y To corresponden al cultivar (CC-25-9R), mientras que los
tratamientos Ty, Ts, Te, Tio, T11 y T12, al cultivar Tomeguin-93. A la humedad del suelo cuando se regé al 100 %, le corresponden los tratamientos
T,-Té, el resto corresponde al 50 % de las normas de riego recomendadas para el cultivo. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente
segiin la Prueba de rangos miltiples de Duncan para p<0,05.
T1, T4, T7 y T10: NPK + 100 % Urea
T2, T5, T8 y T11: NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
T3, T6, T9 y T12: NPK + 30 % Urea — Azofert®-F

En el nimero de vainas por planta los mayores valores de esta variable se encontraron en los
tratamientos que recibieron mayor humedad en ambos cultivares, cuando se aplico el 30 % de la urea
y se inocul6 con Azofert®-F (T2 y T5), aunque no se diferenciaron del tratamiento fertilizado con el
100 % de la urea (T1 y T4). Los valores inferiores correspondieron al cultivar susceptible, sin la
presencia del inoculante en condiciones de déficit hidrico (T10 y T12).

Para el nimero de granos por vaina los resultados fueron similares, los mayores valores en ambos
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periodos se encontraron en los dos cultivares cuando se aplicd solamente el 30 % de la urea y se
inocularon las semillas, aunque no se diferenci6 del tratamiento fertilizado ni del no inoculado en el
segundo ensayo.

En relacion con el nimero de granos por planta y la masa de granos por planta, en ambos
periodos se encontraron los mejores resultados en el tratamiento que se adicioné el 30 % de la urea
mads la inoculacién con Rhizobium radiobacter, con diferencias significativas con el resto de los
tratamientos.

En cuanto a la masa fresca de 100 granos, los mayores valores se encontraron igualmente en el
tratamiento que se aplicé urea al 30 % y la inoculacién con Rhizobium radiobacter (T2) para ambos
periodos 2015-2016 y 2016-2017, con diferencias significativas del resto de los tratamientos.
Segin Namugwanya (2018), al evaluar cinco cultivares de frijol comin en dos condiciones de
humedad, el nimero de vainas por planta se redujo entre un 24-53 % en todos los cultivares ante la
condicién de estrés. De igual forma disminuyé el nimero de granos por planta, asi como la masa
fresca de 100 granos.

Se ha planteado que el frijol es extremadamente sensible al estrés hidrico y al calor, con frecuencia
presentes de forma simultdnea en dreas de secano, en las etapas fenoldgicas mds sensibles de la
planta para la formacién del rendimiento: inicio de la floracion, inicio de crecimiento de las vainas
y llenado de granos (Reyes et al., 2014); lo cual corrobora los resultados aqui obtenidos en los
tratamientos que estuvieron sometidos al 50 % de humedad durante todo el cultivo. El déficit hidrico
disminuye, ademads, la calidad de la produccién y afecta significativamente el rendimiento; dado por
la disminucidn en la cantidad de granos y el niimero de vainas, cuando ocurre durante los estadios

de crecimiento, floracion y formacién de granos (Polania et al., 2016).
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Los resultados positivos de la inoculacién con Azofert®-F, coinciden con los obtenidos por Amsalu
et al. (2019), quienes explicaron que la inoculacién con Rhizobium etli, Rhizobium phaseoli,
Bradyrhizobium japonicum y Bradyrhizobium elkanii, incrementaron el nimero de granos por vaina,
nimero de vainas por planta, asi como la masa de 100 granos de plantas de frijol y soya, en
condiciones de estrés hidrico por sequia. De igual forma, Khaleghnezhad y Jabari (2015) encontraron
un efecto beneficioso de la inoculacién con rizobacterias en el cultivo del garbanzo, en condiciones
de estrés hidrico, con incrementos significativos en el nimero de granos por planta, masa de los
granos, masa de las vainas por planta, asi como en el rendimiento.

En condiciones de estrés hidrico ocurre una severa afectacién en la traslocacion de asimilados
producidos en las hojas hacia los 6érganos reproductivos como los granos y las vainas (Ruiz, 2015),
sin embargo, la inoculacién con estas bacterias permitié disminuir la afectacion del estrés e
incrementar los componentes del rendimiento.

En la figura 23 se muestra el rendimiento estimado obtenido para los cultivares CC-25-9R y
Tomeguin-93, en las dos condiciones de humedad, para ambos periodos de estudio.

Se puede apreciar resultados similares en ambos periodos donde se encontraron los mayores
rendimientos en el tratamiento que recibié el 100 % de la norma de riego y se inoculé con
Azofert®-F més el 30 % de Urea, en el cultivar tolerante (T2). Este resultado fue seguido por el
mismo tratamiento, para el cultivar susceptible (T5). Valores de rendimiento intermedios se
obtuvieron en el control con el 100 de la urea (T1 y T4) y los valores inferiores correspondieron a la
menor condicién de humedad, especialmente cuando no se inocularon las semillas en el cultivar
sensible (T10 y T12).

El empleo de productos bioestimulantes o biofertilizantes, constituye una alternativa para promover

incrementos en el rendimiento de los granos (Quintero et al., 2018), la coinoculacién con rizobios y
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otras bacterias promotoras del crecimiento vegetal incrementaron los rendimientos de diferentes

leguminosas como el frijol comin (Hungria et al., 2013) y la soya (Puente et al., 2017).
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Figura 23. Efecto de la inoculacién con Azofert®-F (Az) en el rendimiento de plantas de frijol expuestas a dos
niveles de aportes de agua al suelo: 100 % y 50 % de las normas de riego recomendadas para el cultivo, durante

los periodos 2015-2016 y 2016-2017.

Leyenda: los tratamientos T1, T2, T3, T7, T8 y T9, corresponden al cultivar (CC-25-9R), mientras que los tratamientos T4, T5, T6, T10, T11y T12,
al cultivar Tomeguin-93. A la humedad del suelo cuando se regé al 100 %, le corresponden los tratamientos T1-T6, el resto corresponde al 50 % de
las normas de riego recomendadas para el cultivo. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segiin la Prueba de rangos miiltiples de
Duncan para p<0,05.

T1, T4, T7 y T10: NPK + 100 % Urea

T2, TS, T8 y T11: NPK + 30 % Urea + Azofert®-F

T3, T6, T9 y T12: NPK + 30 % Urea — Azofert®-F

Resultados similares también han sido informados para condiciones de estrés. Yanni et al. (2016),
encontraron que la inoculacion con R. radiobacter y R. etli, incremento el rendimiento del cultivo
del frijol en condiciones de estrés hidrico y salino. Cerezini et al. (2016) encontraron, por su parte,
que la coinoculacion con Azospirillum y Bradyrhizobium aument6 el rendimiento en el cultivo de la
soya, en condiciones de estrés hidrico y Yin ef al. (2018) informaron que la inoculacién con
rizobacterias que promueven el crecimiento vegetal en plantas de maiz increment6 la resistencia y

el rendimiento en condiciones de estrés abidtico.
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Segtin Egamberdiera et al. (2017), las plantas que son inoculadas con bacterias endofiticas PGPR
incrementan la biomasa y el rendimiento en condiciones de estrés por sequia. En este sentido Amsalu
et al. (2019) encontraron que la inoculacién con Rhizobium etli, Rhizobium phaseoli,
Bradyrhizobium japonicum y Bradyrhizobium elkanii incrementaron la biomasa y el rendimiento de
plantas de frijol y soya en condiciones de estrés hidrico.

Se plantea que las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal producen exopolisacéridos,
fitohormonas, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa y compuestos voldtiles que
estimulan el crecimiento y el rendimiento de cultivos en condiciones de estrés hidrico (Khan y Bano,
2019). En este sentido autores como Mamnabi et al. (2020) plantean que el uso de biofertilizantes a
base de PGPR como Pseudomonas flourescens, Azotobacter oryzae y Azospirillium chroococcum,
puede ser una forma adecuada de mejorar el rendimiento de los cultivos en condiciones de estrés
hidrico.

La disminucioén en el riego significé una reduccion en el rendimiento de los tratamientos inoculados
en el cultivar tolerante de un 23,96 % para el experimento 2015-2016 y en 23,29 %, para el periodo
2016-2017; mientras que en el cultivar susceptible los porcentajes de reduccién fueron de 38,97 y
38,42 %, respectivamente. Cuando no se utilizé la inoculacién esta reduccion fue mas pronunciada,
con valores de 30 % para el cultivar tolerante en el experimento 2015-2016 y 27,71 % para el periodo
2016-2017; mientras que en el cultivar susceptible los porcentajes de reduccién fueron de 55,19 y
45,91 %, respectivamente. Este resultado corroboré el efecto beneficioso del producto Azofert®-F
utilizado en esta investigacion, valido no s6lo para condiciones favorables de humedad y el cultivar
tolerante, sino, y especialmente, cuando hubo una reduccién importante del régimen hidrico y se
utilizé un cultivar sensible, ya que se obtuvieron rendimientos similares en los Tratamientos 1 y 8

con el 100 % de urea al 100 % de humedad y con el 30 % de urea mds la inoculacién con Azofert®-
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F al 50 % de humedad. Su uso permitié sustituir el 70 % de la urea y el 50 % de humedad con
resultados superiores en el rendimiento.

El rendimiento es la resultante del comportamiento de las diferentes variables del crecimiento, en su
interaccion con los factores ambientales y de la expresion genética de cada cultivar, por lo que
cualquier alteracién en cualquiera de ellos provoca modificaciones en el comportamiento del mismo.
El efecto favorable de Azofert®-F, observado en las diferentes variables del crecimiento analizadas
anteriormente, se tradujo en un efecto positivo en el rendimiento.

Consideraciones generales

La investigacion que se llev a cabo y que tuvo como objetivo evaluar la influencia del inoculante
Azofert®-F en la tolerancia de plantas de frijol sometidas a déficit hidrico, partié de analizar la
influencia de este producto en indicadores morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos de plantas
jovenes, en condiciones controladas. El papel positivo ejercido por el biofertilizante en la densidad
y el indice estomatico, variables que permiten regular la pérdida de agua y la ganancia de carbono,
influy6 positivamente en la tasa fotosintética y por ende en el contenido de carbohidratos solubles,
lo que estuvo relacionado también, sin dudas, con el incremento en el contenido de clorofilas,
moléculas esenciales en el proceso de fotosintesis. Todo esto, unido al efecto beneficioso observado
en la longitud de la raiz, que permitié explorar un mayor volumen de suelo, con la consiguiente
absorcidn de agua y nutrientes, asi como en incrementar la superficie foliar, que garantiza también
la absorcion de carbono y la conversion en fotoasimilados, redundé en un efecto positivo en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, especialmente en condiciones del estrés impuesto.

La contribucién de Rhizobium radiobacter como fijador simbidtico de N2 pudo haber incrementado
la sintesis de clorofilas y el contenido de proteinas, pero la capacidad de estas bacterias de producir

hormonas como las auxinas (Zufiga, 2013) pudo haber incidido en el desarrollo de las raices (Acebo
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et al., 2011, Herndndez et al., 2010), y obtenerse como resultado la fitoestimulacion. La integracién
de todos estos efectos logrados con la inoculacién tributé a una mejor nutricién de las plantas y su
contribucidn a la masa seca total.

El efecto beneficioso de este bioproducto ante la condicidn de estrés se demostrd por su influencia
favorable en las variables de las relaciones hidricas y el funcionamiento de variables bioquimicas
como el contenido de prolina, lo que indicé el nivel de tolerancia de las plantas inoculadas al estrés
hidrico.

Posteriormente fue evaluado el efecto de Azofert®-F en la nodulacién y su efectividad en condiciones
semicontroladas, con un metabolismo eficiente de los ureidos que respaldé el papel de este
microrganismo en la nutricién nitrogenada de las plantas, confirmado en el contenido de nitrégeno
foliar, proteinas y masa seca total, estado nutricional favorable que ayuda a tolerar el estrés.

No so6lo el papel fitoestimulador de estas bacterias, comprobado para diferentes sistemas y
condiciones, pudo jugar un papel esencial en mitigar las condiciones adversas del estrés por déficit
hidrico impuesto en esta investigacion, otros atributos relacionados con la formacién de estructuras
de resistencia como las biopeliculas (Vogeleer et al., 2014) pudieron disminuir el efecto adverso de
las condiciones ambientales sobre su poblacién y actividad bioldgica, asi como la excrecién de
compuestos como polisacdridos, los que pueden desencadenar sefiales que participan en respuestas
defensivas de la planta (Alcald et al., 2017; Hossain et al., 2017). La sintesis y excrecién de
lipoquitinoligosacéridos o factores Nod por estas bacterias, potenciado por la inclusion de elementos
inductores en el biopreprado Azofert®-F (Ndpoles et al., 2015 y 2016), confiere la presencia de otra
familia de moléculas que participan directamente en la respuesta de las plantas al estrés abidtico.
De esta forma, un balance adecuado de sefiales, hormonas, nutrientes y mecanismos defensivos,

propiciado con la inoculacién, influyé positivamente en caracteres morfoldgicos y procesos
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fisiolégicos, que tributaron a un mayor crecimiento y tolerancia de las plantas de frijol a la condicién
de estrés hidrico en el suelo.

Y como colofén se corroboraron estos efectos positivos en el crecimiento y rendimiento de los dos
cultivares en condiciones de campo, traducidos en el nimero de vainas, granos y rendimiento
estimado de ambos cultivares, lo cual permitié asegurar que con su empleo en condiciones de déficit

hidrico se alcanzan valores aceptables al reducir las dosis de urea.
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V. CONCLUSIONES.
1. La aplicacién de Azofert®-F a las semillas de frijol afecta positivamente indicadores

morfolégicos, fisioldégicos y bioquimicos en plantas jovenes, tanto en condiciones
adecuadas de humedad en el suelo, como de déficit hidrico.

La inoculacién con Azofert®-F incrementa el contenido relativo de agua y los componentes
del potencial hidrico foliar, como respuesta de regulacién estomadtica en las plantas de frijol
sometidas a condiciones adecuadas de humedad en el suelo, como de déficit hidrico.

El tratamiento a las semillas con Rhizobium radiobacter, en el biopreparado Azofert®-F,
influye positivamente en la nodulacién y el catabolismo del nitrégeno fijado, tanto en
condiciones adecuadas de humedad en el suelo, como de déficit hidrico.

La biofertilizacién de las semillas de frijol con Azofert®-F permite disminuir la dosis de
fertilizacion nitrogenada recomendada en el cultivo e incrementa el crecimiento y el
rendimiento de los cultivares CC-25-9R y Tomeguin-93, tanto en condiciones adecuadas

de humedad en el suelo, como de déficit hidrico.
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VI. RECOMENDACIONES
1. Valorar la introduccién en la practica productiva de la provincia Granma de los cultivares

CC-25-9R (Tolerante) y Tomeguin-93 (Susceptible), inoculados con Azofert®-F.

2. Evaluar el efecto que ejerce Azofert®-F en otros indicadores fisiolégicos y bioquimicos

asociados al crecimiento y el rendimiento de las plantas en condiciones de estrés hidrico.

3. Determinar el efecto del biofertilizante Azofert®-F en otros cultivares de frijol, asi como

en otras condiciones de estrés.

4. Incluir los resultados de esta tesis dentro de los programas de pre y posgrado de la

especialidad.
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Anexo 1. Esquema del experimento realizado en condiciones de campo y tratamientos

empleados.
Disefio de parcelas divididas
0,70 | Te Ts T+ Ta T12 T1o Te T11 (0,70
0,70 | Ts Te T2 T3 T11 To Ts T12 | 0,70
0,70 | T4 Te| [Te | [Ts :;:cos Tio]| |Te | [T7 | [T10]0,70
sembrar

0,70 | T3 T4 Ts Te Tg T7 T12 Tg | 0,70
0,70 | T2 Ta T3 T1 Ts Ti2 T11 Tz 10,70
0,70 | T+ T3 Ta T2 T7 T11 T1o Ts | 0,70

Riego al 100 % de la norma Riego al 50 % de la norma

R | [Ri] |Ru| |Rw R | |[Ri| [Ru]| |Rw

Riego Tratamientos

[T1  CC-25-9R + 100 % NPK + Urea
T2 CC-25-9R + 100 % NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
T3 CC-25-9R + 100 % NPK + 30 % Urea — Azofert®-F
T4  Tomeguin-93 + 100 % NPK + Urea
T5 Tomeguin-93 + 100 % NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
T6 Tomeguin-93 + 100 % NPK + 30 % Urea — Azofert®-F

—

100 % de la
norma

—

T7 CC-25-9R + 100 % NPK + Urea

T8 CC-25-9R + 100 % NPK + 30 % Urea + Azofert®-F

50 % de la |[T9 CC-25-9R + 100 % NPK + 30 % Urea — Azofert®-F
norma T10 Tomeguin-93 + 100 % NPK + Urea

T11 Tomeguin-93 + 100 % NPK + 30 % Urea + Azofert®-F
| T12 Tomeguin-93 + 100 % NPK + 30 % Urea — Azofert®-F
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Anexo II. Variacion del contenido de humedad en el suelo, a 30 cm de profundidad, en los

diferentes tratamientos de riego. Experimento correspondiente al periodo 2015-2016.

55 S5
Humedad antes del riego. Periodo 20152016 Humedad del suclo después del riego. Periodo 2015-2016

50 50 4
45 4 4 4

- 40 9 - %0 4

2 F 4

[ £
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3 35 = 35

- -

[ E

3 -

= 30 4 = 3
25 1 25 4
20 4 20

~-T1 -T2
-1 8T8 ——T9 ——TI0 —-TI11 ——TI12

&-T3 ~0-T4 --TS —-&-T6

15

——-T1 —e-1

713 —o-T4 —&-T5 &—-T6

7 14 2 ] 35 2 49 56 63
Dias después de la siembra

70

15

~ =17 ~@=T8 ~0=T9 ~0~T10 ~€~T1] ~0—T12
7 14 21 28 35 42 49 56 &3 70

Dias después de la siembra

Leyenda: Ti, T», T3, T4, Ts, Te: representan el 100 % y T7, Ts, To, Tio, T11, T12: representan el 50 % de las

normas de riego recomendadas para el cultivo.

Las barras sobre los valores medios representan los intervalos de confianza para o= 0,05
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Anexo III. Variacion del contenido de humedad en el suelo, a 30 cm de profundidad, en los

diferentes tratamientos de riego. Experimento correspondiente al periodo 2016-2017.

55 3
Humedad del sucko antes del riege. Periodo 2016-2017 Humedad ded suclo despuds del ricgo. Pertodo 20162017

45 &5

_ 40 @
£ [
3 3
= 354 - B
3 z
H =
E s
= =
= 30 0
25 4 Ty
20 4 20
-7l -T2 4T} T 4T3 ¢ I':“ —-T1 —-T2 -®-T3 —8-T4 —&-T5 —8-T6
~o-T ~&=T¢ ~&T9 ~4=TI0 ~&=Ti| ~&-T2 —-T7 ——T3 —0-T9 —0—T10 —8—T11 —8-T12
15 13
7 14 21 28 35 «Q 45 56 63 0 7 " u % s « 49 % “a ™
Dias después de la siembra Dias después de la siembra

Leyenda: T, T», T3, T4, Ts, Te: representan el 100 % y T7, Tg, To, T1o, T11, Ti2: representan el 50 % de las
normas de riego recomendadas para el cultivo.
Las barras sobre los valores me dios representan los intervalos de confianza para a= 0,05
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Anexo IV. Comportamiento de las variables meteorolgicas por decenas entre los meses de
octubre a enero, correspondiente a los periodos 2015-2016 y 2016-2017. Tomado de la

Estacion meteorologica situada a 400 m del Huerto “Las Celias” del municipio Guisa.

Periodo 2015-2016

e | uvias e Tm Prec =—»—Hr

g 160 84

E 140 + Las Celias + 82

£ + &0

B 120 4+ —_
E T78 &
E‘ 100 + 1 76 *E
g 80+ + 74 ‘—é
- 41 =
4 60 - 72 kS
£ 170 B
S 40 + =
8 - 68 T
2

* J J LIl

& L 64

I | I | I
Octubre Noviembre Diciembre Enero
Meses
Periodo 2016-2017
e | luvias s Tm Prec =—»—Hr
Q 160 84
E‘ 140 1 Las Celias | 82
= + 80
g 120 + —
2 T 78 &
§ 100 + 76 2
3 b
g 80 + + 74 o
E + /70 E
ﬁ T 68 2
LLLL LK
E - 64
I 11 I I Il | 1 11
Octubre Noviembre Diciembre Enero
Meses
Leyenda:

Tm: Temperatura media; Prec: Precipitaciones y Hr: Humedad relativa.
I: 0-10 dias, II: 11-20 dias, III: 21-30 dias
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Anexo V: Resultados del analisis de varianza p< 0,05 realizado para los tres experimentos. En las tablas aparecen los valores

de F calculados.

Experimento 1

Efecto DE DE IE IE LR LR SF SF

24 DDS 31DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS
Intercepto 108.14* 135.20* 104.58* 116.70* 124.72* 133.38* 164.83* 170.51*
Cultivar 127.08* 130.00* 111.96* 121.72* 112.23* 145.48ns 153.49* 166.21ns
Agua 104.60" 112.00* 136.92* 142.77* 114.43* 122.53* 142.52* 159.53*
Az 117.00" 126.00* 140.84" 154.16* 117.45* 131.98* 150.71* 162.36"
Cultivar*Agua 15.60ns 17.75ns 12.10ns 15.29ns 19.77ns 22.58ns 15.33ns 18.00ns
Cultivar*Az 17.07ns 19.33ns 13.22ns 16.16ns 20.46ns 24.31ns 17.71ns 19.42ns
Agua*Az 147.00* 155.40* 153.20* 164.22* 130.37* 146.09* 170.19* 176.45*
Cult*Agua*Az 16.50ns 18.24ns 15.36ns 17.37ns 22.89ns 25.43ns 16.01ns 19.78ns
Efecto MSR MSR MSPA MSPA MST MST MSR/MSPA MSR/MSPA

24 DDS 31 DDS 24 DDS 31DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS
Intercepto 183.11* 207.00" 196.45* 202.33* 214.74* 218.67* 205.76" 213.43"
Cultivar 165.33" 198.64" 172.18* 176.59* 205.26* 212.31* 210.98* 217.59*
Agua 178.70" 204.37* 183.91* 195.86" 219.37* 223.72* 215.13" 226.94"
Az 174.45* 200.54* 179.44* 188.65* 210.58* 216.59" 17.98ns 221.82*
Cultivar*Agua 24.67ns 28.71ns 23.31ns 27.24ns 25.02ns 29.10ns 24.00ns 26.32ns
Cultivar*Az 28.63ns 31.12ns 27.89ns 29.88ns 28.73ns 32.50ns 20.43ns 22.94ns
Agua*Az 189.82* 211.26* 208.24* 227.11* 223.32* 247.53* 217.72* 235.59*
Cult*Agua*Az 26.39ns 30.46ns 25.65ns 28.30ns 26.97ns 31.14ns 22.91ns 24.75ns
Efecto CRA CRA PH PH POA POA POS POS

24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS

Intercepto 276.38" 290.13* 103.84* 123.49* 125.38* 133.71* 140.73* 151.17*
Cultivar 264.79* 279.87* 100.00* 117.61* 16.86ns 128.46" 132.88* 141.62*
Agua 281.27* 297.14* 109.76* 126.54"* 127.67* 139.75* 145.83* 156.39"
Az 270.75* 285.89" 105.10* 120.37* 14.41ns 13.17ns 137.29* 147.22*
Cultivar*Agua 26.10ns 29.23ns 13.78ns 14.20ns 14.22ns 15.76ns 16.18ns 19.53ns
Cultivar*Az 22.00ns 25.57ns 10.22ns 12.91ns 11.92ns 12.08ns 14.41ns 17.78ns
Agua*Az 303.00* 318.33" 116.17* 131.36* 138.56" 145.37* 156.00" 164.58"
Cult*Agua*Az 24.52ns 27.00ns 11.52ns 13.75ns 12.79ns 14.07ns 15.79ns 18.19ns
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Anexo V. Experimento 1 (continuacion)

Efecto P P CONDE CONDE Cla Cla Clb Clb
24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS
Intercepto 161.57* 176.95* 654.73" 743.21* 262.90" 273.86" 146.87* 177.04*
Cultivar 149.26* 17.54ns 648.11* 63.74ns 244.26* 260.92* 133.76* 165.95*
Agua 164.93* 184.31* 677.44* 747.57" 265.00" 279.79% 151.97* 183.81*
Az 158.39* 18.89ns 669.82* 692.86" 257.13" 267.68" 139.85* 170.56*
Cultivar*Agua 16.97ns 19.60ns 56.84ns 69.25ns 29.35ns 33.07ns 19.32ns 24.63ns
Cultivar*Az 20.88ns 25.67ns 43.16ns 60.87ns 26.00ns 29.91ns 17.91ns 20.32ns
Agua*Az 175.89* 196.27* 689.94" 776.80" 276.80" 291.94* 163.11* 195.70*
Cultivar*Agua*Az 18.71ns 23.73ns 47.52 ns 64.31ns 27.46ns 30.56ns 16.74ns 22.97ns
Efecto Cltotal Cltotal Cla/Clb Cla/Clb Carotenoides | Carotenoides Prolina Prolina
24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS
Intercepto 286.94" 298.76" 111.81* 130.79* 107.48* 113.24* 103.17* 118.85*
Cultivar 274.66" 281.80" 107.76* 126.58"* 101.39* 107.61* 100.96* 112.54*
Agua 290.75" 305.08* 14.25ns 15.00ns 109.82* 116.49* 110.75* 120.00*
Az 282.81" 293.87* 13.10ns 14.57ns 105.55* 110.37* 105.81* 116.33*
Cultivar*Agua 26.00ns 30.73ns 13.49ns 15.92ns 12.84ns 13.56ns 12.93ns 14.38ns
Cultivar*Az 23.14ns 26.81ns 11.94ns 13.78ns 10.68ns 11.98ns 10.71ns 12.82ns
Agua*Az 303.52* 317.75* 124.48* 141.72* 114.76* 127.40* 116.82* 131.71*
Cultivar*Agua*Az 25.11ns 28.90ns 12.85ns 14.29ns 11.76ns 12.91ns 11.87ns 13.73ns
Efecto Proteinas Proteinas Carbohidratos | Carbohidratos Fotosintesis Fotosintesis
24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS 24 DDS 31 DDS
Intercepto 224.59* 243.83* 152.25* 169.76* 182.39* 207.52*
Cultivar 213.00" 232.15* 141.16* 160.37* 173.46* 197.89*
Agua 226.81" 245.33* 156.25* 173.91* 185.18* 210.27*
Az 221.78" 239.92* 148.74* 165.28* 179.57* 204.96*
Cultivar*Agua 25.89ns 30.13ns 19.92ns 22.17ns 24.00ns 25.32ns
Cultivar*Az 21.74ns 32.56ns 17.80ns 20.96ns 20.46ns 21.79ns
Agua*Az 234.65" 257.22* 167.12* 184.39* 196.86* 219.45*
Cultivar*Agua*Az 23.57ns 31.84ns 18.69ns 21.91ns 22.08ns 23.82ns

Leyenda: DE: densidad estomatica; IE: indice estomatico; LR: longitud de la raiz; SF: superficie foliar, MSR: masa seca raiz; MSPA: masa seca parte aérea;
MST: Masa seca total; MSR/MSPA: relacion Masa seca raiz/Masa seca parte aérea; CRA: contenido relativo de agua; PH: potencial hidrico; POA: potencial
osmético actual; POS: potencial osmético saturado; P: presion; CONDE: conductancia estomatica, Cla: clorofila a; Clb: clorofila b; Cltotal: clorofila total;
Cla/Clb: relacion clorofila a/clorofila b. * significativo.
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Anexo V. Experimento 2

Efecto NNP NNE MFN MSN Nitrégeno foliar | Ureido Foliar | Ureido Nodular
35 DDS 35 DDS 35 DDS 35 DDS 35 DDS 35 DDS 35 DDS
Intercepto 276.47" 267.84" 119.41* 117.05* 160.70* 176.77* 173.20*
Cultivar 261.30" 253.79* 113.75" 13.00ns 151.62* 168.14" 21.13ns
Agua 279.00" 270.35* 125.88" 120.98* 163.33" 180.29" 175.57*
Az 268.14" 264.97* 14.93ns 115.56* 156.78" 172.94* 169.00*
Cultivar*Agua 32.22ns 29.17ns 15.11ns 14.27ns 20.06ns 24.25ns 23.30ns
Cultivar*Az 28.91ns 26.89ns 13.74ns 12.69ns 16.74ns 20.73ns 19.85ns
Agua*Az 286.78* 278.92* 137.56* 134.70* 175.00* 192.85* 187.00*
Cultivar*Agua*Az 30.75ns 27.95ns 14.46ns 13.89ns 18.88ns 22.47ns 21.50ns

Leyenda: NNP: nimero de nédulos por planta; NNE: nimero de nédulos efectivos; MFN: masa fresca de nodulos; MSN: masa seca de nédulos. * significativo.

Experimento 3

Periodo 2015-2016

Efecto NVP NGV NGP MGP MF100G Rend
Intercepto 193.75* 157.83* 271.60* 159.43* 200.04* 1010.21*
Agua 195.33* 160.19* 274.00* 162.98* 202.26* 1013.94*
Fertilizacion 189.56* 154.45* 268.89* 157.75* 198.39* 1007.83*
Cultivar 21.10ns 18.52ns 260.13* 18.31ns 22.65ns 997.37*
Agua*Fertilizacion 181.00* 149.26* 265.74* 152.17* 194.77* 1000.19*
Agua*Cultivar 23.39ns 140.78* 27.21ns 19.89ns 23.73ns 82.26ns
Agua*Fertilizacion*Cultivar | 204.00* 169.88" 283.17* 173.51* 211.92* 1021.87~
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Periodo 2016-2017

Efecto NVP NGV NGP MGP MF100G Rend

Intercepto 200.36* 161.77* 283.00* 168.24* 206.83" 1111.62*

Agua 204.47* 164.89* 286.70" 171.86* 209.26* 1114.78*

Fertilizacion 197.51* 158.30* 280.18* 165.37* 201.47* 1108.91*

Cultivar 26.39ns 19.73ns 276.11* 18.51ns 26.51ns 94.35ns

Agua*Fertilizacion 193.72* 150.96* 271.28* 159.59* 197.52* 1092.43*

Agua*Cultivares 28.53ns 20.81ns 30.57ns 19.72ns 28.87ns 96.71ns

Agua*Fertilizacion*Cultivar 213.76* 175.93" 294.47 182.86" 217.39* 1122.00"

Leyenda: NVP: niimero de vainas por planta; NGV: nimero de granos por vainas; NGP: nimero de granos por planta; MGP: masa de granos por planta;
MF100G: masa fresca de 100 granos; Rend: rendimiento. * significativo.



