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Síntesis 

SÍNTESIS 
El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas de mayor consumo a nivel mundial por sus propiedades nutricionales. Sin embargo, su producción se ve limitada por la deficiencia de algunos nutrientes como el nitrógeno, a pesar de tener la capacidad de asociarse en simbiosis con bacterias de la familia de los rizobios que fijan el dinitrógeno de la atmósfera. Si bien la fijación simbiótica del nitrógeno es responsable de la mayor cantidad de nitrógeno biológicamente fijado en el planeta, la asociación rizobio-frijol es poco eficiente, por lo cual se buscan alternativas para mejorar su eficiencia y una de ellas es el empleo de bioproductos que mejoren el estado fisiológico de las plantas y favorezcan su interacción con estos microorganismos. En este trabajo se determinó el efecto de una mezcla de oligogalacturónidos en la simbiosis que se establece entre Rhizobium-frijol. Para ello se utilizó el bioestimulante Pectimorf® y se evaluó su efecto en la nodulación, fijación biológica del nitrógeno y en el crecimiento de plantas de frijol común, variedad Cuba Cueto-25-9-N, inoculadas con Azofert®-F. En el estudio se seleccionaron las concentraciones de Pectimorf® con un efecto positivo en la nodulación y el crecimiento, mediante su aplicación a las semillas conjuntamente con Azofert®-F y por aspersión foliar en plantas previamente inoculadas. Se evaluó, entonces, el efecto de las concentraciones seleccionadas en ambas formas de aplicación en la fijación biológica del nitrógeno y en el crecimiento, mediante experimentos en condiciones controladas y semicontroladas. La aplicación de Pectimorf® a plantas inoculadas incrementó las variables de nodulación, la fijación y la transformación del nitrógeno, favoreciendo la eficiencia del proceso simbiótico y el crecimiento. Los resultados demuestran que la aplicación de Pectimorf® en plantas biofertilizadas constituye una alternativa ecológica y económicamente viable para incrementar la fijación biológica del nitrógeno, proceso esencial en el cultivo del frijol, especialmente en condiciones de escaso nitrógeno. 
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1. INTRODUCCIÓN 
El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas comestibles más importantes, por constituir un complemento nutricional indispensable en la alimentación. Esta especie proporciona una fuente significativa de proteínas, vitaminas y minerales a la dieta humana (Rodríguez y Fernández, 2015; Polania et al., 2016). 
En Cuba, el frijol es un alimento de preferencia en la dieta diaria, constituye la fuente más barata de proteínas y de mayores ingresos para los pequeños productores. Por tal razón, en el país se trata de incrementar la producción de este cultivo. En el año 2018 se lograron producir 161 513 toneladas (FAO, 2020), sin embargo, esta cifra no satisface la demanda de consumo porque los rendimientos que se logran son bajos, por lo que es necesario importar grandes cantidades de este grano cada año (Calero et al., 2018). El bajo rendimiento de este cultivo en nuestras condiciones responde a diversos factores como: los cambios drásticos en el clima, la presencia de plagas y enfermedades y la deficiencia de nutrientes en los suelos (Faure et al., 2016). 
Entre los nutrientes necesarios para el desarrollo del frijol, el nitrógeno constituye uno de los elementos esenciales limitantes (Xin et al., 2014; Izaguirre-Mayoral et al., 2018). Para incrementar la disponibilidad de este nutriente y mejorar la productividad del cultivo, se introducen al suelo fertilizantes inorgánicos (Rincón et al., 2012), lo que se ha convertido en una práctica costosa que provoca en ocasiones serias consecuencias ambientales (Rincón et al., 2012; Xin et al., 2014; Yong et al., 2018). 
Una alternativa económica y natural a la fertilización inorgánica en el frijol, y en las leguminosas en general, es la obtención de nitrógeno a partir de la fijación biológica, proceso que permite que estas plantas puedan crecer en suelos con escasa disponibilidad de este nutriente. Esto se debe a su capacidad para establecer asociaciones simbióticas con bacterias del suelo llamadas rizobios. Mediante este proceso estos microorganismos transforman el dinitrógeno (N2) atmosférico en formas asimilables para las plantas (Ramírez-Bahena et al., 2016; Koskey et al., 2017). Sin embargo, las leguminosas son muy variables en cuanto a su eficiencia para fijar nitrógeno atmosférico en simbiosis, y el frijol común está considerado dentro de las estudiadas, la menos eficiente en este proceso (Slatni et al., 2008; Granda et al., 2009; Polania et al., 2016). 
Desde hace algunos años se trabaja en el mejoramiento de la relación simbiótica que se establece entre especies de Rhizobium y el frijol, para lo cual se buscan cepas más competitivas y eficientes, variedades más susceptibles y el desarrollo de inoculantes y formulaciones más complejas. En el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas se desarrolló un producto denominado comercialmente Azofert®-F, que contiene cepas de rizobios seleccionadas por su competitividad y eficiencia, así como altas concentraciones de factores de nodulación, moléculas que generan una mayor producción de señales por la bacteria, lo que influye en el éxito de la simbiosis (Nápoles et al., 2016a). 	Comment by Donald: ¿más susceptibles a qué?
El producto Azofert®-F y los inoculantes a base de rizobios en general, son reconocidos bioestimulantes microbianos o biofertilizantes, que se emplean con frecuencia para disminuir el uso de fertilizantes inorgánicos, además constituyen una alternativa económica y asequible para los pequeños agricultores, de escasos recursos (Koskey et al., 2017). En frijol, Azofert® favorece el crecimiento de las plantas, aumenta el peso de los granos y el rendimiento (Hernández y Salido, 2019), además incrementa el contenido de nitrógeno en las hojas trifoliadas (Martínez et al., 2016) y minimiza los efectos ocasionados por el estrés abiótico (Estrada et al., 2017).  	Comment by Donald: Yo diría fertilizantes nitrogenados inorgánicos, pues el rizobio no estoy claro que aporte P, K y otros elementos.	Comment by Donald: La masa 	Comment by Donald: Pudiera suprimirse pues las hojas del frijol son trifoliadas, excepto las cotiledonales
En otras leguminosas, como la soya, la aplicación combinada de Azofert® con bioestimulantes no microbiados ha mostrado resultados positivos en la nodulación (Costales y Falcón, 2018), el crecimiento (Corbera y Nápoles, 2013) y el rendimiento (Ayala et al., 2013), superiores a los obtenidos cuando solo se aplica el biofertilizante. Por lo que una solución a la baja eficiencia en la fijación de nitrógeno y al bajo rendimiento del frijol pudiera ser la combinación de este inoculante con un bioestimulante no microbiano con potencialidades en el cultivo. 	Comment by Donald: Seguramente quiso decir microbianos
Entre los bioestimulantes no microbianos, las oligosacarinas destacan por sus resultados en la agricultura, con efectos biológicos demostrados en diversas plantas. Dentro de estas moléculas las más estudiadas son los oligogalacturónidos (OGAs), los quitosanos y los factores de nodulación producidos por bacterias de la familia de los rizobios (Falcón et al., 2015). La mezcla de OGAs denominada comercialmente Pectimorf® estimula el enraizamiento, el crecimiento y la diferenciación celular de diferentes especies vegetales (Cabrera et al., 2013; Falcón et al., 2015). Además, puede activar mecanismos de defensa y disminuir o atenuar el estrés ambiental en las plantas (Falcón et al., 2015; Dell˝Amico et al., 2017, Núñez et al., 2018). En el frijol la aplicación de Pectimorf® modifica los patrones de distribución y morfogénesis estomática (Álvarez y Reynaldo, 2015), aumenta el rendimiento (Moreno, 2018) y minimiza los efectos provocados por el estrés hídrico (Dell˝Amico et al., 2017).  
Aunque se han realizado estudios con los bioestimulantes Azofert®-F y Pectimorf® en frijol, aún no se ha estudiado el efecto de esta mezcla de OGAs en la simbiosis Rhizobium-frijol, con el objetivo de potenciar la nutrición nitrogenada y el crecimiento del cultivo. Por tanto, se propone como hipótesis de este trabajo:  
La aplicación de Pectimorf® favorece la interacción simbiótica Rhizobium-frijol (Phaseolus vulgaris L.)  
Basado en esta hipótesis se plantea como objetivo general: 
Determinar el efecto de la aplicación de Pectimorf® en la nodulación, la fijación biológica del nitrógeno y en el crecimiento de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con Azofert®-F. 
Para dar cumplimiento al objetivo general se trazaron los siguientes objetivos específicos: 
1. Definir la concentración y forma de aplicación de Pectimorf® más efectiva en la estimulación de la nodulación y el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F. 	Comment by Donald: No sería mejor decir dosis, en esas concentraciones hay una cantidad de producto activo 
 
2. Evaluar el efecto de Pectimorf® en la fijación biológica del nitrógeno en plantas de frijol 
inoculadas con Azofert®-F. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 	 
2.1 El cultivo del frijol. Su importancia  
El frijol común es una leguminosa que pertenece a la Familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, al género Phaseolus y a la especie Phaseolus vulgaris. Esta leguminosa se originó y domesticó en América Latina y los Incas fueron quienes lo introdujeron en Suramérica. Existen registros de semillas de 3 000 años de antigüedad, por lo que se considera uno de los cultivos más antiguos (Torres et al., 2013; Lara, 2015). En la actualidad es la especie más cultivada dentro del género Phaseolus (Pliego et al., 2013). 
El frijol es la leguminosa más importante en el consumo humano, constituye un complemento nutricional indispensable en la dieta diaria de más de 300 millones de personas en el mundo y es un componente importante en los sistemas de producción agrícola. Su grano se considera estratégico, no solo por sus propiedades nutricionales y culinarias, sino además, por su presencia en los cinco continentes y su importancia para el desarrollo rural y social de muchas economías (Magaña et al., 2015).  
El valor nutricional de este cultivo radica, básicamente, en su alto contenido proteico, que oscila entre el 20 y 25 % del peso de las semillas secas; 2,5 veces mayor al de los cereales (Treviño y Rosa, 2013). Dentro del contenido de proteínas se destaca la abundancia de lisina y el bajo contenido de aminoácidos azufrados (metionina y cisteína) (Ulloa et al., 2011). Además de presentar proteínas, posee fibras (3 a 8 %), glúcidos (55 a 65 %), lípidos (15 %) y minerales (3 a 5 %) (Zumaran et al., 2017). De manera adicional a estos compuestos, posee elevada cantidad de calcio, hierro y vitaminas tales como la tiamina y el ácido fólico (Ulloa et al., 2011). 
Las propiedades del frijol contribuyen a la prevención de enfermedades del corazón, del tubo digestivo y a evitar la obesidad. Es por ello que instituciones médicas a nivel mundial promueven su consumo, convirtiéndolo en un producto comercialmente atractivo (Ganesan y Xu, 2017). 
En el contexto agrícola, el frijol funciona como abono o mejorador de las condiciones del suelo; como forraje verde es un excelente cultivo, apetecido por el ganado. Cuando se cultiva intercalado con otras plantas, como la soya y el sorgo se obtiene mayor rendimiento y un forraje más equilibrado en nutrientes (Méndez et al., 2011). 
La producción mundial del frijol ha ido en ascenso con el paso de los años, debido a la implementación de tecnologías y metodologías para su cultivo. En el año 2016 la producción estuvo alrededor de los 26,8 millones de toneladas. En ese año América Latina logró producir el 45 % de la producción mundial de frijol, seguido por África con un 20 % (Guzmán et al., 2019). En el año 2017 la producción mundial de este grano se incrementó en 4,6 millones de toneladas con respecto al año anterior, destacándose Asia y América como los mayores productores, con cifras de 15,4 y 7,9 millones de toneladas, respectivamente. En este último continente el mayor productor fue Estados Unidos con 1 700 510 toneladas con un de rendimiento de 2,08 t ha-1. En el año 2018, en América Latina los mayores rendimientos los alcanzaron Chile, Bolivia y Colombia con 1,47; 1,32 y 1,22 t ha-1, respectivamente (FAO, 2020). 
En Cuba, la mayor parte de la producción de este grano se obtiene en condiciones de insuficiencia tecnológica, con poco uso de plaguicidas, fertilizantes y escasos sistemas de riego. Más del 85 % de la superficie que se cultiva en el país se encuentra en condiciones de secano (Faure et al., 2016). A pesar de estas condiciones desfavorables, en el año 2017 Cuba alcanzó una productividad de 132 174 toneladas, con un rendimiento de 1,1 t ha-1, cifra que incrementó en el año 2018 a 161 513 toneladas, sin embargo, el rendimiento fue de 1,09 t ha-1 (FAO, 2020).  
Los países de mayores niveles de consumo per cápita de frijol común se ubican generalmente en la región tropical del planeta. En América Latina el consumo es de 4 a 17 kg por año. Mientras que en África Oriental el consumo per cápita de frijol es de 50 a 60 kg por año, destacándose como los mayores consumidores Kenia, Ruanda y Uganda (Menge et al., 2018). Cuba es uno de los países de América Latina que más consume esta leguminosa. En la actualidad la demanda es mucho mayor que la producción, por lo que nuestro país depende de las importaciones para cubrir el consumo doméstico de este grano, las cuales han provocado erogaciones en el orden de los 20 millones de dólares en los últimos años (ONEI, 2019).  
El país cuenta con 40 variedades de frijol común, dentro de estas se incluye Cuba Cueto-25-9-N (Faure et al., 2016). Esta variedad es procedente del Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical ‟Alejandro de Humboldt” (INIFAT), tiene hábito de crecimiento indeterminado tipo III (postrado), el color del grano es negro y el peso de 100 semillas es de 22,5 g. Su periodo de siembra corresponde a los meses de septiembre a diciembre, aunque el periodo óptimo es del 15 de octubre al 30 de diciembre. La distancia de siembra recomendada es de 0,90 - 0,70 m de camellón por 0,08 - 0,10 m de narigón. La densidad de siembra comprende entre 10 y 12 plantas m-1 lineal y la cantidad de semilla a emplear para la siembra oscila entre los 50 y 55 kg ha-1. 
El ciclo económico demora entre 95 y 105 días. Esta variedad de frijol es tolerante a la roya (Uromyces phaseoli), al tizón común bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola), a la antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), a la bacteriosis común (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) y al tizón de la raíz (Sclerotium rolfsii); y resulta resistente al virus del mosaico común (BCMV) (Fernández et al., 2014). Por su comportamiento ante las enfermedades y manejo agronómico se incluye dentro de las 25 variedades de frijol común seleccionadas para facilitar el plan estatal de producción de semillas en Cuba (Faure et al., 2016).  
2.1.1 Requerimientos del cultivo 
El cultivo del frijol para su desarrollo requiere transitar por diez etapas, que corresponden a un estado específico de desarrollo fisiológico. La fase vegetativa contempla cuatro etapas que comienzan con la germinación de la semilla (V0) y terminan con el despliegue del tercer trifolio (V4). La fase reproductiva del cultivo comienza con la prefloración, seguido de la floración, formación de las vainas, llenado de las vainas y por último la maduración, que no es más que el secado de las vainas. Esta fase de desarrollo del cultivo va desde R5 hasta R9 (Fernández et al., 1986). 
El periodo de siembra del frijol en Cuba se extiende desde el 1 de septiembre al 30 de enero, con fecha óptima del 15 de octubre al 30 de noviembre. En el caso de las áreas sin riego se recomienda sembrar entre el 1 de septiembre y el 15 de octubre (Faure et al., 2016). Se plantea que la época de siembra para el frijol es aquella que ofrece las condiciones climáticas más adecuadas para un buen desarrollo (Martínez et al., 2015). 
Este cultivo se adapta a una diversidad de suelos y climas, aunque prefiere suelos con buen contenido de materia orgánica, plasticidad media, buena aireación y una excelente capacidad de drenaje natural. La topografía debe ser idealmente llana, aunque puede cultivarse en terrenos ligeramente inclinados. La preparación del suelo debe hacerse a una profundidad mínima de 30 cm y preferiblemente de 40 cm, para facilitar el desarrollo de las raíces de las plantas (Lardizabal et al., 2013). 
El rango de temperatura idónea para el crecimiento de esta especie de frijol es de 10 a 30 ºC, encontrándose el óptimo para su germinación entre 16 y 29 ºC. Las temperaturas por debajo de 0 ºC o superiores a 40 ºC pueden provocar daños irreversibles en el cultivo. Se plantea que valores de temperaturas por encima de los 30 ºC afectan la floración, causando un aborto excesivo de flores o la aparición de deformaciones en las vainas, así como la separación o caída de los órganos reproductivos, lo que reduce el rendimiento. Las bajas temperaturas, sin embargo, retardan el crecimiento y las vainas tienden a desarrollarse en forma de “ganchillo” (Lardizabal et al., 2013). Las temperaturas medias óptimas para el desarrollo del cultivo en épocas de otoñoinvierno oscilan entre los 20 y 28 ºC (Treviño y Rosa, 2013). 
La humedad óptima para este cultivo varía en dependencia de las etapas de desarrollo de la planta. La humedad relativa debe estar en un rango entre 60 y 65 % en su primera etapa de desarrollo, y entre 65 y 70 % en las etapas siguientes. Las condiciones de humedad excesiva favorecen el desarrollo de enfermedades y dificultan la fecundación (Faure et al., 2016), por lo que el periodo seco es el más idóneo para el desarrollo del frijol común (González et al., 2017). Por tal razón, es necesario el riego del cultivo, principalmente, en las etapas críticas como la germinación, la floración, la formación de vainas y el llenado de las mismas (Faure et al., 2016). 
2.1.1.1 Requerimientos nutricionales. El nitrógeno como requerimiento esencial 
El frijol requiere de determinados nutrientes que por su funcionalidad en la fisiología y en el metabolismo son considerados esenciales para su crecimiento y desarrollo, dentro de estos se incluyen nitrógeno (N), fósforo (P) y potasio (K) (Bernal et al., 2007). Los requerimientos de estos nutrientes varían según las diferentes variedades y poblaciones. En una población de 250-300 mil plantas ha-1, el promedio de absorción de nitrógeno es de 133,8 kg ha-1, el de fósforo de 16,0 kg ha-1 y el de potasio de 116,6 kg ha-1. A causa de la deficiencia de estos elementos en el suelo se emplea el paquete tecnológico que contempla la fórmula completa (NPK) 8-24-16, con una dosis de 375 kg ha-1. Se recomienda, además, aplicar urea a los 15 días de la siembra, con una dosis de 200 kg ha-1, para suplir las necesidades de nitrógeno (Faure et al., 2016). 
El fósforo es esencial en la formación de estructuras biológicas como las nucleoproteínas, ácidos nucleícos, fosfolípidos, que tienen múltiples funciones en el metabolismo de las plantas. Este elemento es importante en el transporte y transferencia de energía en los procesos metabólicos, en forma de ATP. Esta molécula es necesaria en la fotosíntesis, la transformación de azúcares y almidones y en la translocación de nutrientes dentro de la planta. La ausencia de fósforo afecta el crecimiento de las hojas, hace más intenso su color y provoca que se acumule glucosa, fructosa, sacarosa y almidón en hojas y en raíces (Bernal et al., 2007). 
El potasio se distribuye con suma facilidad de los órganos maduros a los juveniles, dada su solubilidad y su baja afinidad por los ligandos orgánicos, con los que se intercambia fácilmente. Desempeña un papel clave en la osmorregulación que tiene lugar en los procesos de apertura y cierre estomáticos y en la activación de algunas enzimas (oxidorreductasas, deshidrogenasas, transferasas, sintetasas y quinasas). Su deficiencia produce pérdida de turgencia y marchitamiento y retrasa el crecimiento, lo que origina una reducción de la cosecha (Bonilla, 2008). 
El nitrógeno es el elemento que el frijol requiere en mayor cantidad (Izaguirre-Mayoral et al., 2018). Su importancia radica en la síntesis de ácidos nucleicos, aminoácidos, proteínas, azúcares aminados y otros compuestos (Ferguson et al., 2010; Santi et al., 2013; Kuypers et al., 2018). Se absorbe como elemento inorgánico por la raíz en forma de amonio (NH4+) y de nitrato (NO3-). Estos iones se transforman en nitrógeno orgánico para producir moléculas necesarias en el metabolismo y en la formación de estructuras en la planta (Jeannotte, 2014). 
Un abastecimiento adecuado de nitrógeno favorece la síntesis de proteínas y un desarrollo vigoroso de las plantas. Sin embargo, un aporte excesivo de este elemento puede provocar un desarrollo vegetativo anormal, retraso y reducción de la floración y la maduración; lo que trae como consecuencia un alargamiento del ciclo vegetativo del cultivo (Cedano et al., 2000). Algunas especies vegetales muestran reducción del crecimiento, hojas pequeñas y sistema radical raquítico, cuando son expuestas a altas concentraciones de este mineral y en casos severos conduce a la muerte de la planta. Según Sánchez et al. (2006), la toxicidad por nitrógeno tiene un efecto más negativo en la producción de biomasa que la deficiencia en este elemento. En el caso del frijol la deficiencia de nitrógeno se considera poco trascendente, dada la capacidad de fijar parte del elemento requerido para su desarrollo, por medio de la asociación simbiótica con bacterias del género Rhizobium (Tikhonovich y Provorov, 2011; Rai et al., 2012; Ribeiro et al., 2013, Nápoles et al., 2016a). 
2.2 Fijación Biológica del Nitrógeno  
El nitrógeno en forma natural, es uno de los elementos más extensamente distribuidos en la naturaleza. El mayor reservorio de nitrógeno se encuentra en la atmósfera, en forma de gas (N2), con una abundancia del 78 %. Esta forma de nitrógeno no es metabólicamente asimilada por las plantas, debido a que la molécula presenta un triple enlace que la hace estable e inerte (Ferguson et al., 2010). Algunos organismos procariotas, sin embargo, tienen la capacidad de reducir el N2 contenido en el aire a amonio (NH4+) mediante la fijación biológica del nitrógeno (FBN) (Shah, 2014; Kuyper et al., 2018).   
La FBN es un proceso catalizado por el complejo enzimático Nitrogenasa, que está presente en algunas bacterias. Estos microorganismos con capacidad de fijar nitrógeno atmosférico son denominados diazótrofos, ellos pueden llegar a fijar 1011 kg de este mineral por año (Rueda et al., 2015). Estas bacterias se pueden encontrar en condiciones de vida libre, donde generan amonio para su propio uso, o en asociaciones de diferentes grados de complejidad con las plantas. Este rango varía desde interacciones menos fuertes como la asociativa, hasta asociaciones complejas como la simbiótica. Dentro de la FBN, la Fijación Simbiótica del Nitrógeno (FSN) es considerada la de mayor contribución a la fertilidad de los suelos, a la producción de alimentos para el hombre y los animales, y a la racionalización en la aplicación de fertilizantes nitrogenados (Chanway et al., 2014.). 
2.2.1 Fijación Simbiótica del Nitrógeno 
La FSN es el resultado de la cooperación beneficiosa mutua que se establece entre bacterias fijadoras de nitrógeno y las plantas, la más conocida e importante desde una perspectiva agronómica es la que se establece entre rizobios y leguminosas (Chanway et al., 2014). Los rizobios son un grupo genéticamente diverso y fisiológicamente heterogéneo de bacterias diazótrofas. Los géneros más estudiados son Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium (Velhal et al., 2014). Mediante este proceso algunas leguminosas pueden obtener de un 60 a un 80 % del nitrógeno que requieren para su crecimiento y desarrollo, lo que posibilita que puedan crecer en suelos deficientes de este mineral (Wang et al., 2018). 
El establecimiento de una simbiosis efectiva entre las leguminosas y los rizobios es un proceso complejo, en el que se diferencian dos momentos fundamentales: reconocimiento rizobioleguminosa y formación del nódulo (Streng et al., 2011). El primero se distingue por la comunicación química que se establece entre los simbiontes, la leguminosa excreta en sus exudados radicales diversas señales que son reconocidas por el rizobio y que inducen la expresión de una cascada de genes bacterianos, lo que conlleva a la síntesis de factores Nod (lipoquitooligosacáridos) (Janczarek et al., 2014; Wang et al., 2018). La naturaleza de los exudados determina en parte la especificidad de la relación simbiótica, ya que cada especie de rizobio responde a compuestos específicos (Ferguson et al., 2010). 
Los factores Nod consisten en un esqueleto de 3 a 5 moléculas de N-acetil-glucosamina, que en el grupo amino del extremo no reducido se encuentra acilado con un ácido graso de 16 a 20 átomos de carbono de largo (C16-C20) (Streng et al., 2011; Wang et al., 2018). Los diferentes sustituyentes de estos factores, unidos a la cadena principal del oligosacárido, constituyen determinantes también de la especificidad de la simbiosis. La percepción de factores Nod por receptores de membrana en el huésped (leguminosa), produce ciertos cambios fisiológicos y morfológicos en los pelos radicales (activación de canales del núcleo y del citoplasma, despolarización y elevación de la concentración de calcio citosólico, deformación de los pelos radicales), lo que da lugar a la formación del nódulo (Ferguson et al., 2010). 
Una vez dentro del nódulo, las bacterias se multiplican y se convierten en bacteroides, los que son envueltos en una membrana (peribacteroidea) de origen vegetal, formando los simbiosomas, donde se realiza la fijación de nitrógeno (Wang et al., 2018). Cuando los simbiosomas están completamente formados se inicia la síntesis de la Leghemoglobina, proteína que da color rosado rojizo al interior del nódulo y que está involucrada en el transporte de oxígeno (Koskey et al., 2017). 
Existen dos tipos de nódulos, los nódulos de crecimiento determinado (NCD), presentes en géneros como Glycine, Lotus y Phaseolus y los nódulos de crecimiento indeterminado (NCI), que están presentes en géneros como Medicago, Trifolium y Pisum. Los primeros resultan de las divisiones celulares en la corteza media/externa de la raíz, carecen de un meristemo persistente y tienen forma esférica. Las divisiones celulares de un nódulo determinado cesan en las primeras etapas de desarrollo y el nódulo maduro se desarrolla a través del alargamiento celular. Las células infectadas se desarrollan más o menos sincrónicamente a la etapa de fijación de nitrógeno. Los de crecimiento indeterminado se originan a partir de divisiones celulares en la corteza interna y poseen un meristemo apical persistente que confiere a los nódulos una forma cilíndrica, con un gradiente de desarrollo desde el ápice hasta la base del nódulo (Ferguson et al., 2010; Kohlen et al., 2018; Wang et al., 2018).  
En los nódulos, el nitrógeno atmosférico se transforma en NH4+ mediante la acción de la enzima Nitrogenasa, luego este amonio es incorporado a los esqueletos carbonados para dar lugar a aminoácidos (Hungria y Kaschuk, 2014). Este proceso puede transcurrir por dos rutas, la primera mediante las enzimas Glutamina sintetasa (GS) y Glutamato sintasa (GOGAT), donde se producen dos moléculas de glutamato y se consume una molécula de adenosin trifosfato (ATP). 
Mientras que la otra vía consiste en la aminación reversible del α-cetoglutarato por la enzima Glutamato deshidrogenasa (GDH), produciéndose glutamato (Chalk et al., 2017). Aunque la vía GS/GOGAT presenta mayor costo energético que la vía que cataliza la GDH, la enzima GS presenta un valor de Km inferior al de la enzima GDH. Esto garantiza que la vía GS/GOGAT sea preferencial (Freixas, 2010).  
El nitrógeno fijado se convierte finalmente en ureidos o amidas y, posteriormente, se transporta hacia las hojas a través del xilema (Rodrigues et al., 2013; Hungria y Kaschuk, 2014). A cambio, los rizobios reciben de la planta energía y carbono (Bensmihen, 2015, Polania et al., 2016).  
Mediante la asociación simbiótica las leguminosas pueden fijar de la atmósfera hasta 190 kg N ha-1 año−1, tanto en ecosistemas naturales como en sistemas de cultivos. La soya (Glicine max L.) en simbiosis con Bradyrhizobium puede fijar de 100 a 150 kg N ha-1 año−1, en el caso de caupí (Vigna unguiculata L.) este valor es de 90 kg N ha-1 año−1. En asociación con Rhizobium, lupinus (Lupinus sp L.) fija de 60 a 100 kg N ha-1 año−1 y el frijol (Phaseolus vulgaris L.) de 20 a 80 kg N ha-1 año−1 (Kakraliya et al., 2018). 
2.2.1.1 Nitrogenasa y mecanismo de acción 
Los rizobios convierten el N2 en NH4+ porque presentan el complejo enzimático Nitrogenasa (Keable et al., 2018; Kuyper et al., 2018). Esta enzima es una proteína dimérica que contiene una subunidad menor denominada proteína-hierro (Fe) o dinitrogenasa reductasa. La proteína-Fe está compuesta por dos subunidades idénticas (α2), unidas por un cluster de [4Fe-4S] y presenta un sitio de unión a magnesio (Mg) y a ATP, en cada subunidad (Rolff y Tuczek, 2013). Su actividad principal se basa en la liberación de electrones a la subunidad mayor de la Nitrogenasa, que es dependiente de molibdeno (Mo) y se denomina proteína-MoFe ó dinitrogenasa. Esta subunidad polipeptídica está formada fundamentalmente por un cluster metálico, que constituye el sitio activo (Keable et al., 2018). La proteína-MoFe contiene 2 polipéptidos (αβ) y en su conjunto forman un dímero (α2β2). Cada subunidad α se une a un cofactor MoFe y en la interfase de unión de la subunidad α a la β se enlaza otro clúster metálico denominado P-cluster [8Fe-7S], que actúa como intermediario en la transferencia de electrones (Rolff y Tuczek, 2013; Keable et al., 2018). 
El primer paso del mecanismo de acción de la Nitrogenasa se basa en la activación de la subunidad menor o proteína-Fe. Esta etapa transcurre mediante la unión de dos moléculas de Mg y ATP a sus sitios específicos y el cluster [4Fe-4S] en su estado reducido (Morgan et al., 2005). Posteriormente, ocurre la unión de la proteína-Fe a una subunidad de la proteína-MoFe, que garantiza la hidrólisis de las dos moléculas de ATP. Esta hidrólisis permite la transferencia de un electrón de la proteína-Fe al P-cluster de la proteína-MoFe. Consecutivamente, el electrón se transfiere al cofactor MoFe, el cual se une al sustrato (N2), para que finalmente se reduzca a NH4+ (Igarashi y Seefeldt, 2003).  
Posterior a cada evento de transferencia electrónica, la proteína-Fe se disocia, intercambia ADP por ATP y el cluster [4Fe-4S] se disocia por una pequeña proteína que transfiere electrones (ferredoxina o flavodoxina), a partir de coenzimas reducidas provenientes de la respiración del bacteroide (Ladrera et al., 2007). Este ciclo debe cumplirse al menos ocho veces por cada molécula de N2 que se reduce y de dihidrógeno que se produce (Igarashi y Seefeldt, 2003).  
El proceso de fijación del N2 es energéticamente costoso, requiere de 16 moléculas de ATP por cada N2 que se reduce (Rolff y Tuczek, 2013; Kuyper et al., 2018): 
Nitrogenasa  
 	N2+8H++8℮-+16ATP                                    	2NH3 +H2+16ADP+16Pi 
La enzima Nitrogenasa es sumamente susceptible a la inactivación por el oxígeno (Kuyper et al., 2018). Además, su actividad puede afectarse en condiciones de deficiencia de fósforo, como consecuencia de la inhibición de reacciones dependientes del ATP (Divito y Sadras, 2014). Su actividad también disminuye en ambientes con altas temperaturas (Hungria y Kaschuk, 2014). 
 
2.2.1.2 Factores que afectan la FSN. Cuantificación del nitrógeno fijado simbióticamente  
La fijación eficiente de nitrógeno depende de la planta hospedera, de los rizobios, el suelo y el ambiente, factores que provoquen alteraciones en alguno de ellos puede limitar la simbiosis y la FBN (Rodrigues et al., 2013). Dentro de estos factores se destacan: la capacidad de fijación de la especie o de la variedad de la planta y su estado nutricional (Liu et al., 2011), la abundancia, competencia y eficiencia de rizobios afines al cultivo (Torabian et al., 2019) la temperatura (Hungria y Kaschuk, 2014), la permeabilidad al oxígeno, la humedad, el pH (Torabian et al., 2019) y el contenido de nutrientes en el suelo como nitrógeno, fósforo, calcio, aluminio, molibdeno (Divito y Sadras, 2014) y el hierro (Slatni et al., 2008); así como el estrés abiótico (Torabian et al., 2019).  
Entre las especies de leguminosas existen diferencias en cuanto a su eficiencia para fijar nitrógeno atmósferico. La soya mediante este proceso puede fijar hasta 150 kg N ha-1 año−1, sin embargo, lupinus y frijol solo pueden fijar hasta 100 y 80 kg N ha-1 año−1, respectivamente (Kakraliya et al., 2018). También existen diferencias en la capacidad de fijación entre variedades de una misma especie. Polania et al. (2016), mediante la técnica isotópica del 15N estimaron la FBN en 36 genotipos de frijol común y observaron diferencias en la capacidad de fijación entre ellos. Otros autores como Granda et al. (2016a) evaluaron el efecto de la inoculación de siete cepas de Rhizobium en los genotipos de frijol común BAT-304 e ICA Pijao y demostraron a partir de determinar el número, masa fresca y seca de los nódulos y el porciento de nitrógeno en la parte aérea de las plantas, una variabilidad en la capacidad de fijación de este nutriente entre los genotipos estudiados. 
La abundancia de rizobios en interacción con la raíz no es el único factor que puede limitar la FSN, con relación al papel de la bacteria en este proceso, sino que la competencia entre rizobios por la alta promiscuidad de algunas leguminosas pueden influir negativamente en el éxito de la simbiosis (Cardoso et al., 2012). da Conceição et al., (2018) demostraron que dos cepas de Bradyrhizobium (B. diazoefficiens y B. elkanii) que establecen simbiosis con el frijol común no entran a la célula vegetal para formar bacteroides efectivos, sino que se quedan en los espacios intercelulares, lo que provoca que no ocurra el proceso de fijación del nitrógeno atmósferico. La capacidad que tiene el frijol común de establecer simbiosis con un gran número de especies de rizobios que no forman bacteroides efectivos podría limitar la asociación con cepas de Rhizobium más efectivas en la fijación de nitrógeno  
Las altas temperaturas reducen la viabilidad de los rizobios en el suelo, afectan el proceso de señalización entre la planta y estos microorganismos e inhiben la actividad Nitrogenasa. Además, afectan la fotosíntesis y el metabolismo del carbono en las plantas. En frijol común, temperaturas en el suelo por encima de 28 oC disminuyen la fijación de nitrógeno y de 38 oC inhiben la formación de los nódulos (Hungria y Kaschuk, 2014). Las bajas temperaturas también tienen efectos negativos en la nodulación y en la actividad Nitrogenasa (Torabian et al., 2019). 
En suelos ácidos disminuye la persistencia de cepas de Rhizobium, la nodulación y la fijación de nitrógeno, aunque existe un pequeño número de especies de rizobios que sobreviven en suelos con valores de pH de 4,5 a 5,0 (Torabian et al., 2019). Los suelos alcalinos también pueden tener un impacto negativo en la supervivencia de estas bacterias, en la nodulación y en la actividad de los nódulos (Thilakarathna y Raizada, 2018). En cultivos como Vicia faba L. y Lupinus albus L. la nodulación se favorece a pH 5,5; sin embargo, en Phaseolus vulgaris L. y Medicago truncatula L. este proceso se incrementa a pH cercano al neutro (Torabian et al., 2019). 
La fijación de nitrógeno también se afecta cuando el cultivo es expuesto a ambientes con elevada disponibilidad de nitratos. En estas condiciones se inhibe la fijación biológica porque resulta más costosa en términos energéticos que si la planta utiliza el nitrógeno inorgánico del suelo. En plantas de soya cultivadas con solución nutritiva libre de nitrógeno, a las que se le suministró 10 mM de nitrato desde los 12 hasta los 17 días, el nitrato provocó la inhibición del crecimiento de los nódulos y la disminución en la fijación de nitrógeno (Yamashita et al., 2019). 
El carbono es un elemento fundamental en la FBN. Los esqueletos carbonados (sacarosa) que se transportan por el floema desde la parte aérea hasta los nódulos se emplean en la síntesis de los compuestos nitrogenados. Además, son importantes en la obtención de poder reductor y energía en el bacteroide, para su respiración y la actividad Nitrogenasa. En nódulos de Lupinos albus L. se determinó que el costo de carbono por gramo de nitrógeno fijado es 3,64 g, mientras que en caupí es 1,54 g (Liu et al., 2011). 
La disponibilidad de fósforo también es crítica para la actividad de los nódulos, debido al elevado requerimiento de ATP para el funcionamiento de la enzima Nitrogenasa. También tiene un papel importante en la biosíntesis de membranas, en la trasmisión de señales y en el desarrollo general del nódulo. La deficiencia de fósforo, potasio y azufre disminuye el número y la actividad de los nódulos (Divito y Sadras, 2014). 
Condiciones de salinidad en el suelo disminuyen las poblaciones de rizobios, al igual que la capacidad de las plantas para formar nódulos. Además, de que se afecta de manera directa el proceso de FSN por la disminución de la actividad de la enzima Nitrogenasa y los niveles de Leghemoglobina en el interior de los nódulos formados (Gómez et al., 2013). La reducción en la eficiencia de la fijación biológica bajo estrés salino es una consecuencia de la disminución en el aporte de fotosintatos al nódulo, de la reducción en el suministro de sustratos respiratorios a los bacteroides y de la alteración de la barrera de difusión al oxígeno (Pliego et al., 2003).  
La sequía es otro de los estreses abióticos que también afectan la simbiosis. A causa de este estrés disminuye el número y tamaño de los nódulos formados, así como su eficiencia (Polania et al, 2016). Durante la sequía disminuye la disponibilidad de carbono y oxígeno en los nódulos y se acumulan los productos de la fijación de nitrógeno en la planta, lo que repercute negativamente en la FBN (Freixas et al., 2011).  
Para la medición de la FSN se emplean diferentes metodologías: 
I.-La técnica de reducción del acetileno, descrita por Hardy et al. (1968) que mide la actividad de la enzima Nitrogenasa de manera puntual y en un corto periodo de tiempo (Polania et al., 2016). 
II.-Las técnicas isotópicas del 15N, que permiten distinguir la proporción de nitrógeno en la planta que procede del suelo, de un fertilizante o de la atmósfera, y entregan valores de fijación de nitrógeno integrados para todo un ciclo de crecimiento (Chalk et al., 2017). Se consideran como las únicas técnicas que ofrecen cuantificaciones globales de la FBN (García et al., 2003). 
III.-La técnica de diferencias en la acumulación de nitrógeno total o el rendimiento de materia seca, que cuantifica el porcentaje de nitrógeno en plantas fijadoras y no fijadoras (cultivos de referencia) (Resende et al., 2003). 
IV.-La técnica de ureidos, que utiliza la abundancia de ureidos en la savia del xilema como medida indirecta de la proporción de nitrógeno de la planta derivado de la FBN (Polania et al., 2016). Esta técnica se emplea debido a que existen importantes diferencias en las formas principales de nitrógeno transportadas en el xilema de leguminosas noduladas y no noduladas (Giller y Wilson, 1991). 
A pesar de que son varias las metodologías que se pueden emplear, no se cuenta con un método adecuado para determinar dicho proceso, ya que no existe información precisa sobre la real capacidad de fijación. Cada método tiene ventajas y limitaciones, estos pueden depender de la disponibilidad y adecuada determinación de la FBN, para cualquier especie de leguminosa cultivada bajo todas las posibles variantes de suelo y ambientes (Campillo et al., 2003).  
Grageda-Cabrera et al. (2003) compararon diferentes métodos para estimar la fijación de nitrógeno en el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.), variedad Bayocel, en condiciones de campo y en diferentes momentos de crecimiento del cultivo. En este estudio la actividad reductora de acetileno fue mayor en la etapa de floración (54 días después de la siembra (DDS)) con una actividad de 4,348 µM C2H4 planta-1 h-1. En esta misma etapa el mayor contenido de ureidos correspondió a los tallos con valores de 140 µM planta-1. La técnica isotópica del 15N fue otra de las metodologías que emplearon, a partir de ella determinaron que la proporción de nitrógeno en las plantas procedente de la atmósfera fue de 27,39 kg ha-1 a los 56 DDS, valor que incrementó a lo largo del ciclo del cultivo. La mayor fijación se observó en la etapa que corresponde al llenado de las vainas, pero solo el contenido de ureidos en tallo presentó correlación altamente significativa con el N2 fijado que se determinó por la técnica isotópica del 15N. 
2.2.1.3 Simbiosis Rhizobium-frijol 
El frijol es una leguminosa que establece simbiosis con rizobios pertenecientes al género Rhizobium (Carter y Tegeder, 2016; Santos et al., 2018; Fonseca et al, 2020). Se han descrito varias especies de este género capaces de nodular la raíz del frijol común, como: Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), Rhizobium tropici (Martinez et al., 1991), Rhizobium etli bv. phaseoli (Segovia et al., 1993), Rhizobium gallicum bvs gallicum y phaseoli, Rhizobium giardinii bvs giardinii y phaseoli (Amarger et al., 1997), Rhizobium leucaenae, 
Rhizobium lusinatum, Rhizobium pisi (all Agnol et al., 2013), Rhizobium ecuadorianense (Ribeiro et al., 2015) y Rhizobium freirei (da Conceição et al., 2018).  
Los primeros momentos en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-frijol común, se caracterizan por la secreción de exudados radicales enriquecidos en flavonoides que en concentraciones nano y micromolar, inducen la expresión de los genes nod en estas bacterias, lo que da lugar a la síntesis de factores de nodulación, moléculas que constituyen determinantes en la especificidad de la simbiosis. En Rhizobium leguminosarum phaseoli estos genes son inducidos por luteolina, crisina, galangina, miricetina, genisteína, isoliquiritigenina y daidzeína; mientras que en Rhizobium tropici se inducen por luteolina, apigenina, crisina, quercetina, naringenina y eriodictiol (Janczarek et al., 2014).  
Una vez dentro de la planta de frijol y ya diferenciado el rizobio a bacteroide en la célula vegetal, el complejo Nitrogenasa transforma el nitrógeno atmósferico a NH4+, éste se asimila hasta formar glutamina mediante las enzimas GS/GOGAT, a partir de la cual se sintetizan los ureidos alantoína y ácido alantoico (Rodrigues et al, 2013; Carter y Tegeder, 2016; Santos et al., 2018; Fonseca et al, 2020). Estas moléculas presentan cuatro átomos de carbono y cuatro de nitrógeno, esto las hace más eficientes para el transporte de nitrógeno que la asparagina, que solo presenta dos átomos de nitrógeno. La gran demanda de fuentes de carbono que requieren los nódulos ante una activa fijación de nitrógeno, concuerda con la eficiencia de los ureidos en transportar un número de átomos de nitrógeno equivalente al número de carbonos de su estructura (Freixas et al., 2010). Sin embargo, el cultivo del frijol común, se considera entre las leguminosas estudiadas la menos eficiente en este proceso (Granda et al., 2014; Polania et al., 2016), solo es capaz de incorporar el 39 % del nitrógeno derivado de la atmósfera, a diferencia de otras leguminosas como la soya que pueden incorporar hasta un 68 % (Polania et al., 2016).  
A la baja eficiencia en la fijación de nitrógeno en frijol común contribuye la alta promiscuidad de este cultivo con un gran número de especies de rizobios, que aunque forman grandes cantidades de nódulos, los bacteroides no son efectivos (Cardoso et al., 2012), como es el caso de 
Sinorhizobium (Ensifer) meliloti, Azorhizobium caulinodans y especies de Bradyrhizobium, Burkholderia phymatum, Burkholderia tuberum y Priavidus necátor (da Conceição et al., 2018). La razón por la que esto ocurre podría estar relacionada con la presencia de varias copias del gen nod D en muchas cepas de rizobios que permite responder a diferentes tipos de flavonoides secretados por las raíces de frijol (Peix et al., 2015). También se ha observado una heterogeneidad entre los factores Nod inducidos en diferentes especies de rizobios, lo que sugiere que el frijol no requiere especificidad estructural en los factores Nod para la formación de los nódulos (Martínez, 2003). 
Dentro de las estrategias seguidas para incrementar la eficiencia de la simbiosis en frijol se incluye la coinoculación con rizobios y otras bacterias promotoras del crecimiento vegetal, como Pseudomonas, Bacillus y Azospirillum. En estudios, da Conceição et al. (2018) demostraron que la coinoculación de frijol común con Rhizobium tropici CIAT 899 y cepas de Bradyrhizobium (B. diazoefficiens y B. elkanii) favorece la nodulación e incrementa la biomasa aérea y el contenido de nitrógeno en las plantas. Los autores sugieren que la coinoculación con Bradyrhizobium podría tener un efecto positivo en la organogénesis de los nódulos, lo que estimuló la simbiosis Rhizobium-frijol. Otras de las estrategias es la obtención de cepas genéticamente modificadas (Martínez, 2003) y el uso de inoculantes inducidos (Nápoles et al., 2016a) que incrementen la nodulación y la eficiencia de la simbiosis (Martínez, 2003; Nápoles et al., 2016a), así como la selección de variedades de frijol más a fin a determinadas especies de Rhizobium (Martínez, 2003).  
2.3 Bioestimulantes 
Se consideran bioestimulantes a los microorganismos o sustancias que favorecen la nutrición de las plantas, confieren tolerancia ante el estrés abiótico e incrementan el rendimiento y la calidad de los cultivos (Du Jardin, 2015; Yakhin et al., 2017). Además, pueden actuar directamente en la fisiología y en el metabolismo vegetal o mejorar las condiciones del suelo, influyendo indirectamente en el crecimiento de las plantas (Calvo et al., 2014). También se consideran bioestimulantes a los productos comerciales que son mezclas de tales sustancias y /o microorganismos (Du Jardin, 2015). 
Durante mucho tiempo se han empleado los bioestimulantes en la agricultura con el objetivo de reducir los insumos y al mismo tiempo incrementar el rendimiento y la calidad de los cultivos. Otro de los própositos que se persigue con el empleo de estos compuestos naturales es la disminución en el uso de fertilizantes inorgánicos, que tanto daño causan al medio ambiente cuando se utilizan desmedidamente (Bulgari et al., 2014).  
En las últimas décadas el uso de los bioestimulantes en la agricultura ha aumentado significativamente. Se espera que para el 2021 el mercado de los bioestimulantes se incremente a 3 mil millones de dólares (Calvo et al., 2014). La gran demanda de estos compuestos se asocia con sus efectos beneficiosos en el crecimiento, productividad y protección de las plantas (Rouphael y Colla, 2018).  
Sin embargo, el modo de acción de muchos de los bioestimulantes no está definido todavía. El efecto de ellos ha llevado a considerar que pueden estar involucrados en el proceso de fotosíntesis, en la activación de señales y rutas metabólicas, en la modulación de las fitohormonas y en la activación de genes de resistencia al estrés abiótico (Yakhin et al., 2017). 
 2.3.1 Bioestimulantes microbianos 
Dentro de los bioestimulantes microbianos se incluyen las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) y hongos no patógenos (Du Jardin, 2015, Yakhin et al., 2017). Ellos pueden ser de vida libre, rizosféricos o endosimbióticos (Du Jardin, 2015).  
Los hongos como Trichoderma y los micorrícicos arbusculares (HMA), se consideran herramientas importantes para minimizar los efectos provocados por la salinidad y la alcalinidad en el crecimiento y la productividad de los cultivos. Los HMA le posibilitan a la planta una mayor absorción de nutrientes a través de las raíces. Por otro lado, Trichoderma garantiza una mejor solubilización de los micronutrientes que se encuentran en el suelo y a la vez actúa como biocontrol (Rouphael et al., 2017). 
Las BPCV contribuyen a mejorar la absorción de agua y nutrientes e incrementan la tolerancia al estrés abiótico y biótico en las plantas. Los bioestimulantes de BPCV se desarrollan sobre la base de inóculos vivos de una o varias especies o sobre la base de moléculas señales aisladas. Para ello se emplean señales de las bacterias a la planta, para efectos directos sobre las plantas, o incluso señales de planta a bacteria para potenciar las señales en el ambiente del suelo (Backer et al., 2018). 
Dentro de las BPCV endosimbióticas se destacan por su importancia agrícola y ecológica los rizobios. Por tal razón, se utilizan en la formulación de inoculantes, que tienen buenos resultados en la nutrición, en la actividad fotosintética, en la resistencia a los estreses bióticos y abióticos y en el rendimiento de las leguminosas (Van Oosten et al., 2017). 
 
2.3.1.1 Azofert® 
Azofert® es un bioestimulante microbiano que contiene cepas de rizobios seleccionadas por su competitividad y eficiencia, así como altas concentraciones de factores de nodulación, que constituyen determinantes esenciales en el éxito de la simbiosis (Nápoles et al., 2016a). Hasta el momento, existen tres productos registrados de Azofert®, para los cultivos de canavalia (Azofert®-Can), soya (Azofert®-S) y frijol (Azofert®-F). Estos biopreparados se distribuyen y utilizan en diferentes provincias, principalmente en Mayabeque, Villa Clara, Ciego de Ávila y Santi Spiritus (Rivera et al., 2015).  	Comment by Donald: Se escribe Sancti Spíritus
Múltiples han sido los beneficios obtenidos en las leguminosas con la aplicación de Azofert®. En canavalia aumenta el crecimiento de las plantas y facilita la simbiosis con HMA, favoreciendo la absorción de los nutrientes necesarios para la planta y el proceso de fijación biológica (Martín et al., 2015). En el cultivo de la soya, según Corbera y Nápoles (2013), la aplicación de Azofert® favoreció el número y la masa seca de los nódulos y el contenido de nitrógeno foliar, con un rendimiento de 1,58 t ha-1. También se obtuvieron efectos positivos de Azofert®-S en las variables de nodulación y del crecimiento, cuando se combinó con quitosano (Costales y Falcón, 2018). En frijol, Nápoles et al. (2016a) demostraron que un inoculante a base de la cepa Rhizobium leguminosarum CF1 enriquecido en inductores de los genes de nodulación, genera una mayor producción de señales por la bacteria, entre ellas factores Nod y el contenido de ácidos grasos de alto peso molecular, lo que favoreció la nodulación y el aporte de nitrógeno a la planta. Otros autores como Martínez et al., 2016 observaron que la inoculación de semillas Cuba Cueto 25-9-N con Azofert®-F favorece las variables de nodulación, el crecimiento e incrementa el contenido de nitrógeno y fósforo en las hojas trifoliadas. Estrada et al. (2017) también demostraron que este inoculante en condiciones de déficit hídrico aumenta el rendimiento de las variedades Cuba Cueto 25-9-R y Tomeguín 93.  
2.3.2 Bioestimulantes no microbianos 
Los bioestimulantes no microbianos agrupan extractos de algas marinas, sustancias húmicas, fosfito y otras sales inorgánicas, derivados de quitina y quitosano, antitranspirantes, hidrolizados de proteínas y aminoácidos libres. Estos se aplican de diferentes formas en diversos cultivos, con múltiples resultados en la agricultura (Du Jardin, 2015, Winkler et al., 2017, Yakhin et al., 2017).  
Los bioestimulantes no microbianos a base de oligosacarinas pueden actuar en el desarrollo de señales para la activación de respuestas defensivas y en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Brown y Saa, 2015). Al no ser tóxicos para el hombre, ni para el medio ambiente, se proponen como una alternativa al uso de agroquímicos (Calvo et al., 2014). 
2.3.2.1 Oligosacarinas. Oligoglacturónidos. Pectimorf®   
Las oligosacarinas son polisacáridos y oligosacáridos naturales que forman parte de las paredes celulares de las plantas y de microorganismos como los hongos. Fueron primeramente reconocidas por inducir respuestas defensivas y de resistencia en plantas. Sin embargo, estudios posteriores desarrollados en la década de los 90 las implicaron, además, en varias respuestas relacionadas con el crecimiento y el desarrollo vegetal. El descubrimiento de la estructura del esqueleto principal carbonado de los factores de nodulación, excretados por las bacterias de la familia de los rizobios y su efecto en la morfogénesis de las raíces de las leguminosas, contribuyó a establecer a las oligosacarinas como una nueva jerarquía de hormonas en las plantas, cuya acción precede la síntesis y acumulación de las conocidas hormonas tradicionales (Falcón et al., 2015). 
Las oligosacarinas se clasifican de tipo endógeno o exógeno, de acuerdo a si son obtenidas o liberadas de las paredes celulares de la planta o del patógeno. Entre las endógenas las más conocidas son los oligogalacturónidos y los xiloglucanos y en el caso de las exógenas se conocen los oligoglucanos, oligoquitinas, poli y oligoquitosanas y los lipo-quitin-oligosacáridos (Falcón et al., 2015). 
Los oligogalacturónidos (OGAs, por sus siglas en inglés) son oligosacáridos lineales de unidades de ácido D-galacturónico, unidos por enlaces del tipo α (1-4). El anillo piranósido del ácido Dgalacturónico aparece en la conformación de silla 4C1, correspondiente a su forma más estable (Ridley et al., 2001). Los enlaces glicosídicos en los C-1 y C-4 están además en la posición axialaxial y el número de residuos de D-galacturonatos que contiene el oligosacárido define su grado de polimerización (Mederos et al., 2014). 
Los OGAs son liberados de los polisacáridos pécticos que componen la pared celular durante la degradación de estas estructuras por las enzimas pécticas de la propia planta o proveniente de los microorganismos que invaden los tejidos vegetales (Falcón et al., 2015). Se consideran actualmente biorreguladores endógenos en el desarrollo de las plantas, pues pueden regular la síntesis y acción de las hormonas y distintos procesos de organogénesis y de crecimiento. Además, regulan muchos de los procesos fisiológicos que intervienen en la formación de órganos en las plantas (Savatin et al., 2011; Bao et al., 2013). También están involucrados en el crecimiento y la formación de raíces laterales y adventicias y en la diferenciación de las células del periciclo (Vallarino y Osorio, 2012), además ejercen un efecto inductor en los procesos de diferenciación de embriones somáticos (Nieves et al., 2006). 
Pectimorf® es un producto natural e inocuo, constituido por una mezcla de oligogalacturónidos, obtenidos a partir de la pectina cítrica, cuyo principio activo es una mezcla de α-1,4 oligogalacturónidos con diferentes grados de polimerización. Es considerado un potente elicitor de defensa en plantas y estimulante del crecimiento y diferenciación celular de diferentes especies vegetales (Cabrera et al., 2013). Además, puede disminuir o atenuar el estrés abiótico en las plantas (Dell˝Amico et al., 2017; Núñez et al., 2018), inducir y desarrollar el enraizamiento e incrementar de forma notable el desarrollo y vigor (Pérez et al., 2013). Este producto se emplea satisfactoriamente en sustitución de reguladores tradicionales del crecimiento o en sinergia con determinadas fitohormonas, auxinas y citoquininas (Borges et al., 2017). 
En el cultivo in vitro, el bioestimulante Pectimorf® ha sido ampliamente estudiado, demostrándose su capacidad como sustituto de hormonas tradicionales en diferentes estadios (Borges et al., 2017). Dentro de los cultivos más estudiados se encuentran la caña de azúcar (Saccharum officinarum) (Nieves et al., 2006), los cítricos (Citrus macrophylla) (Bao et al., 2013), la papa (Solanum tuberosum) (Hidrobo et al., 2002), el tomate (Solanum lycopersicum) (Plana et al., 2003), el tabaco (Nicotiana tabacum) (González et al., 2004), el banano (Musa paradisiaca) (Izquierdo, 2009), la yuca (Manihot esculenta) (Suárez y Hernández, 2015) y el ñame (Dioscorea rotundata Poir) (Borges et al., 2017). 
 
En el cultivo ex vitro las investigaciones han estado encaminadas a determinar concentraciones y formas de aplicación que muestran un mayor efecto en el crecimiento y desarrollo vegetal. En estudios en pecíolos de violeta africana (Saintpaulia ionantha) concentraciones de 10 y 20 mg L-1 de Pectimorf® estimularon la emisión de raíces e incrementaron la longitud radical (Falcón y Cabrera, 2007). También provocó este mismo efecto en plántulas de pepino (Cucumis sativus) en combinación con auxinas (Vallarino y Osorio, 2012); en esquejes de guayaba (Psidium guajava) var. Enana Roja Cubana (Ramos et al., 2013) y en plantas ornamentales (Posada et al., 2016). 
En frijol, los estudios se han realizado principalmente asperjando foliarmente las plantas con 10 mg L-1. En dichos estudios los principales efectos del producto se dirigieron al incremento en la tolerancia de las plantas al estrés hídrico (Dell˝Amico et al., 2017) y del índice estomático (Álvarez y Reynaldo, 2015). Hasta entonces no se ha estudiado el efecto de Pectimorf® en la nodulación, la fijación de nitrógeno y en el crecimiento de plantas de frijol común biofertilizadas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS Aspectos generales 
El estudio se realizó en el Departamento de Fisiología y Bioquímica Vegetal, del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), en el municipio San José de las Lajas, provincia Mayabeque y en el Centro Nacional de Ciencias Genómicas (CCG), de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), Cuernavaca, México. 
Material Vegetal 
Se emplearon semillas de frijol, variedad Cuba Cueto-25-9-N, procedentes del Banco de germoplasma de semillas del INIFAT (Fernández et al., 2014).  
Bioestimulantes empleados 
Se empleó el inoculante comercial Azofert®-F, con Registro No. 002/17 y patente concedida por resolución OCPI No. 556/2002, a base de la cepa Rhizobium tropici CIAT 899 a una concentración de 1 x 1010 UFC mL-1. Se aplicó en dosis de 200 mL por cada 46,04 kg de semilla en los estudios de concentraciones y formas de aplicación de Pectimorf® y en los relacionados con la fijación de nitrógeno en condiciones semicontroladas. En los experimentos en condiciones controladas se aplicó este bioestimulante a la dosis de 1 mL por semilla. 	Comment by Donald: En esos 200 mL puede haber muchas cantidades de principio activo de Pectimorf, que puede ir desde muy concentrado hasta casi agua sola, por tanto, eso dice poco, eso hay que precisarlo en todas las partes del documento donde esto aparezca, en fin, que lo que hay es que decir tantos mg, g o lo que sea en unidad de masa por cantidad de semilla, por planta o por área
Pectimorf®, compuesto por una mezcla de oligosacáridos pécticos (oligogalacturónidos), con Registro No. RCF 017/18 y patente No. 22859/2003, se empleó en concentraciones de 1, 5, 10, 20, 40 y 100 mg L-1 y a las dosis de 8,69; 43,44; 86,88; 173,76; 347,52 y 868,81 µg por kg de semilla, cuando se aplicó a las semillas conjuntamente con el inoculante Azofert®-F; y de 1,5; 7,5; 15; 30; 60 y 150 µg por planta, cuando se aplicó por aspersión foliar en plantas cuyas semillas se inocularon previo a la siembra con el bioestimulante microbiano. 
Análisis químico del suelo 
En los estudios de concentraciones y formas de aplicación de Pectimorf®, así como en los experimentos que se realizaron en condiciones semicontroladas, se utilizó suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico, éutrico proveniente del INCA (Hernández, 2015). El análisis químico se realizó en el laboratorio de Biofertilización y Nutrición de las Plantas del INCA, para esto se tomaron muestras de suelo de 0-20 cm de profundidad y se emplearon los métodos descritos por Paneque et al. (2010) (Tablas I y II). 
Tabla I: Características químicas del suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico, éutrico, que se empleó en los estudios de concentración y formas de aplicación de Pectimorf®, en condiciones controladas. 
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	6,22 
	16,10 
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	1,23 
	4,62 	1,40 
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pH (Potenciometría), M.O: materia orgánica (Walkley Black), P: fósforo asimilable (extracción con H2SO4 0,1N, método de Oniani), K+: potasio y Na2+: sodio (fotometría de llama), Ca2+: calcio y Mg2+: magnesio (extracción con NH4Ac 1 mol L-1 a pH 7 y determinación por complejometría)  
Tabla II: Características químicas del suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico, éutrico, que se empleó es los experimentos en condiciones semicontroladas. 	Comment by Donald: Debe decir en
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	7,30 
	30,70 
	395,00 
	14,00 	2,00 


pH (Potenciometría), M.O: materia orgánica (Walkley Black), P: fósforo asimilable (extracción con H2SO4 0,1N, método de Oniani), Ca: calcio y Mg: magnesio (extracción con NH4Ac 1 mol L-1 a pH 7 y determinación por complejometría)  
El suelo empleado en los estudios de concentraciones y formas de aplicación de Pectimorf® se caracterizó por presentar pH ácido, bajo contenido de materia orgánica, contenido medio de fósforo asimilable, altos valores de potasio intercambiable, bajos niveles de calcio y adecuado contenido de magnesio (Tabla I). Sin embargo, el suelo que se empleó en los experimentos en condiciones semicontroladas poseía pH cercano a la neutralidad, contenido medio de materia orgánica, un contenido alto de fósforo asimilable y niveles adecuados de calcio y magnesio (Tabla II). 	Comment by Donald: ¿No aparece en la tabla II, por qué?
 
3.1 Efecto de diferentes concentraciones y formas de aplicación de Pectimorf® en la nodulación y en el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en 
condiciones controladas 
3.1.1 Efecto de diferentes concentraciones de Pectimorf®, aplicadas a las semillas con el 
inoculante Azofert®-F, en la nodulación y el crecimiento 
Las semillas de frijol se cubrieron con una mezcla que contenía Pectimorf® y el inoculante Azofert®-F a las dosis y concentraciones referidas en un volumen de 400 mL por cada 46,04 kg de semilla. Se establecieron 7 tratamientos: uno se trató solo con Azofert®-F y el resto de los tratamientos correspondieron a cada una de las concentraciones y dosis de Pectimorf® que se emplearon. Las plantas crecieron en un cuarto de luces con 16 horas luz/8 horas oscuridad, a una temperatura de 25-27 oC, con 50-70 % de humedad relativa, en envases de 0,55 kg de capacidad de suelo y se regaron cada día con agua corriente. En la etapa de crecimiento R5 (35 días después de la siembra (DDS)), cuando las plantas presentaban los primeros botones florales, se realizaron evaluaciones de algunas variables de nodulación y de crecimiento, a 20 plantas por tratamiento. 	Comment by Donald: ¿Como se procedió en los 6 tratamiento siguientes?	Comment by Donald: Más importante que la capacidad del recipiente lo son sus dimensiones que es lo que da idea del área vital de que disponen las plantas y la posibilidad de que sus raíces puedan profundizar
Variables de nodulación  	Comment by Donald: ¿Por qué no se evaluó la viabilidad de los nódulos?
· Número de nódulos totales por planta (u planta-1) 
· Masa seca de nódulos totales (g planta-1): La masa seca se determinó en una balanza analítica Sartorius CPA 3245 con un margen de error de 0,1 mg, después de mantener los nódulos durante 72 horas a 75 oC en una estufa (BINDER, USA).  
Variables de crecimiento 
· Número de hojas trifoliadas (u planta-1) 
· Diámetro del tallo (mm planta-1): La determinación se realizó en la base del tallo con un Pie de Rey electrónico digital chino (0-150 mm). 
· Longitud del tallo (cm planta-1): Las mediciones de la altura de la planta se hicieron desde la base del tallo hasta el brote de la hoja terminal, con la ayuda de una regla graduada de 1mm de precisión. 
· Longitud radical (cm planta-1): Las mediciones se realizaron desde la base del cuello hasta la cofia de la raíz principal, con la ayuda de una regla graduada de 1 mm de precisión. 
· Masa seca aérea y radical (g planta-1): La masa seca se determinó por órganos en una balanza analítica Sartorius CPA 3245 con un margen de error de 0,1 mg, después de mantenerlos 72 horas a 75 oC en una estufa (BINDER, USA).  
· Estimación del contenido relativo de clorofilas totales (u SPAD planta-1): Las mediciones del contenido de clorofilas se realizaron en la parte central sin nervadura del tercer trifolio con el empleo de un medidor portátil de clorofilas MINOLTA SPAD 502 plus (Soil Plant Analysis Development) 
[bookmark: _Toc158274]3.1.2 Efecto de diferentes concentraciones de Pectimorf®, aplicadas por aspersión foliar, en la nodulación y el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F 
Las semillas se inocularon con Azofert®-F en el momento de la siembra, a la dosis y concentración referida. Cuando las plantas tenían el segundo par de hojas trifoliadas (etapa de crecimiento V3), se asperjaron con 1,5 mL de Pectimorf® por planta, a las diferentes concentraciones y dosis referidas. Se establecieron 7 tratamientos: uno se trató solo con Azofert®-F y el resto de los tratamientos correspondieron a cada una de las concentraciones y dosis de Pectimorf® que se emplearon.  Las plantas crecieron bajo las mismas condiciones que las del experimento anterior. En la etapa de crecimiento R5 (35 DDS) se evaluaron variables de nodulación y de crecimiento, según epígrafe 3.1.1, en 20 plantas por tratamiento. 
[bookmark: _Toc158275]3.2 Efecto Pectimorf® en la nodulación, FBN y en el crecimiento de plantas de frijol 
[bookmark: _Toc158276]inoculadas con Azofert®-F  
3.2.1 Efecto de Pectimorf® en la nodulación, en indicadores de la FBN y en el crecimiento 
[bookmark: _Toc158277]de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones controladas  
Para realizar este experimento se seleccionaron las concentraciones de Pectimorf® que mejores resultados mostraron en la nodulación y el crecimiento de las plantas en las distintas formas de aplicación (3.1.1 y 3.1.2). Las semillas se desinfectaron superficialmente con hipoclorito sódico diluido al 20 % (1:5 v/v) a partir de una solución comercial al 5 %, durante 10 minutos, seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril, en cámara de flujo laminar. Luego de la desinfección se pusieron a germinar en bandejas con ocho capas de papel absorbente humedecidas y estériles, durante 2 días a 30 ºC en la oscuridad, en una cámara de crecimiento. A los dos días, cuando las semillas habían emitido las radículas, se depositaron 5 semillas pregerminadas por maceta con vermiculita estéril (utilizada como soporte inerte para el crecimiento de las plantas), a una profundidad aproximada de 2 cm. 
La mezcla de OGAs (Pectimorf®) se aplicó a las semillas conjuntamente con el inoculante Azofert®-F en el momento de la siembra a razón de 1:1 v/v (1 mL por semilla con igual volumen del inoculante) o por aspersión foliar (1,5 mL por planta), cuando las plantas inoculadas tenían el segundo par de hojas trifoliadas (etapa de crecimiento V3). Además, se estableció un tratamiento en el que las plantas solo se inocularon y otro en el que las plantas se suplementaron en el riego con 5 mM de nitrógeno. Los tratamientos se establecieron de la forma siguiente:  	Comment by Donald: ¿Cuántos mg u otra unidad de principio activo se aplicó por semilla o por planta según el modo de aplicación y tratamiento? 
	T1 	Suplementado con nitrógeno  
	T2 	Azofert®-F  
	T3 	Azofert®-F+Pectimorf® aplicados a las semillas  
	T4 	Azofert®-F+Pectimorf® (conc. 1)  asperjado foliarmente  
	T5 	Azofert®-F+Pectimorf® (conc. 2) asperjado foliarmente  	Comment by Donald: ¿No cree que hubiese sido interesante contar con un tratamiento en el que solo se aplicara Pectimorf® y así poder evaluar su potencialidad en la nodulación?
Las plantas crecieron en condiciones controladas, a 29 ºC y 60 % de humedad relativa con un fotoperíodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad. La primeras semanas el riego se realizó cada dos días con 250 mL alternando solución nutritiva (Summerfield et al., 1977) (Anexo 1) deficiente de nitrógeno y agua desmineralizada, excepto en el primer tratamiento, donde las plantas se regaron con solución nutritiva (Summerfield et al., 1977) rica en nitrógeno (5 mM) (Anexo 1). Pasado este tiempo, las plantas se regaron con igual volumen diariamente, alternando la solución nutritiva con el agua desmineralizada. 	Comment by Donald: Debe ser las primeras semanas en plural, pero debía decirse cuantas semanas son las primeras semanas	Comment by Donald: ¿Como se hizo en este tratamiento?
3.2.1.1 Efecto de Pectimorf® en la nodulación de plantas inoculadas con Azofert®-F  
A los 18, 23 y 32 DDS se cuantificaron los nódulos formados en las raíces (u planta-1) y la masa seca de los nódulos totales formados por planta (g planta-1). Para ello se emplearon 15 plantas por tratamiento. Para determinar si la aplicación de Pectimorf® interfiere en la colonización del tejido nodular por la bacteria, se estudió la histología de los nódulos en las plantas correspondientes a los tratamientos inoculados, a los 23 DDS. Para ello se colectaron los nódulos, se colocaron en tubos eppendorf con glutaraldehído al 2 % en tampón de fosfato (pH 7,6) por dos horas, para inmovilizar metabólicamente a las células del tejido. Después se lavaron varias veces con buffer de fosfato (pH 7,6) y se guardaron en refrigeración. Posteriormente, con un Vibratomo (LEICA VT 1000S) se realizaron cortes, para obtener muestras de 30 µm de espesor. Las muestras se aclararon con hipoclorito de sodio diluido al 20 % (1:5 v/v), luego se enjuagaron con agua destilada estéril y se tiñeron con azul de metileno al 0,1 % por 10 minutos. Después se lavaron con agua corriente y se dejaron reposar en agua durante tres a diez horas para equilibrar el colorante. Los cortes teñidos se colocaron en portaobjetos y se protegieron con un cubreobjetos, procurando eliminar las burbujas de aire para luego observarlos en un microscopio óptico, Axioskop 2 (Zeiss), con aumento de 5X. Las imágenes se tomaron usando una cámara digital Canon Power Shot G5.  
3.2.1.2 Efecto de Pectimorf® en la actividad Nitrogenasa de plantas inoculadas con 
Azofert®-F  
La actividad Nitrogenasa se determinó a los 18, 23 y 32 DDS por el método de reducción del acetileno, descrito por Hardy et al. (1968). Para esto las raíces noduladas de 15 plantas por tratamiento se colocaron en frascos de vidrio de 120 mL y se sellaron con un tapón de goma para impedir el intercambio gaseoso. Luego se extrajeron 2 mL de oxígeno de los frascos y se sustituyeron por acetileno. Transcurridos 90 minutos se tomaron 1,4 mL de gas y se inyectaron en un cromatógrafo de gases (Varian 3300), equipado con un detector de ionización de llama y una columna empacadora Porapack (2 m x 1/8 pulg), que se ajustó a las siguientes condiciones: temperatura de la columna 95 ºC, temperatura del inyector 95 ºC y temperatura del detector 105 ºC. La actividad Nitrogenasa se expresó en µmol C2H4 h-1 planta-1. La actividad Nitrogenasa específica se determinó mediante el cociente de la actividad Nitrogenasa por planta y la masa seca de los nódulos totales formados por planta, este resultado se expresó en µmol C2H4 h-1 g-1 MSNT planta-1. 
3.2.1.3 Evaluación de la expresión génica de enzimas involucradas en la asimilación del nitrógeno mediante RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR)  
Se determinaron los niveles relativos de expresión de Glutamina sintetasa y Glutamato sintasa, enzimas implicadas en el proceso de asimilación del nitrógeno, en los nódulos de las plantas inoculadas y en las raíces de las plantas suplementadas con nitrógeno a los 18 y 23 DDS. Para ello se tomaron muestras de 5 plantas por tratamiento y los tejidos de nódulos o raíces que se colectaron se refrigeraron a -70 ºC hasta el momento del análisis. La extracción del ARN se realizó por el método del Trizol® a partir de 200 mg de nódulos y 400 mg de raíces congeladas, según las indicaciones del fabricante. Se realizaron 4 réplicas biológicas para cada tratamiento y la concentración de ARN se determinó con el empleo de un espectrofotómetro NanoDrop ND 2000 (NanoDrop Tecnologies, Wilmintong, DE), registrando el valor del pico máximo a 260 nm. La integridad del ARN se determinó por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %, a 80 V durante 45 minutos. La síntesis del ADN complementario se realizó con el empleo del kit comercial Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) a partir de 1,5 µg de ARN, según las instrucciones del fabricante.  
El ensayo de la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) se realizó en placas con un formato de 96 pozos, utilizando SyBR Green en el 7300 Real-Time PCR System y 7300 System Software (Applied Biosystems, Foster City, CA).  
Los genes de la Ubiquitina, Heat Shock Proteins (HSP) y de la Malato deshidrogenasa (Malato DH) se utilizaron para la normalización de cada corrida de qRT-PCR. Las relaciones de expresión promedio se calcularon con el método ∆∆Ct, según lo indicado por Hernández et al. (2007) y se calculó la expresión de cambio en log2. Los cebadores que se utilizaron en el análisis de expresión fueron diseñados para este experimento (Tabla III). 
Tabla III: Cebadores empleados para determinar la expresión de la Glutamina sintetasa y Glutamato sintasa mediante qRT-PCR.  
	Enzimas 
	Oligonucleótidos F (5'->3') 
	Oligonucleótidos R (3'-> 5') 

	Glutamina sintetasa 
	GGA GCA TAT CGC TGC TTA TGG 
	AGT TTC GTG TCG TCC TGT CAG 
A 

	Gluatamato sintasa 
	ACC AGG AGG TTG TGG ATT TT 
	TTT TTG CTT TCC TTC CTT CG 

	Ubiquitina 
	 GCTCTCCATTTGCTCCCTGTT  
	TGAGCAATTTCAGGCACCAA 

	HSP 
	CGGGGAGAGAAAGAGAGAAGA 
	AACACAAACTTCCGCATGAAC 

	Malato DH 
	AGGCATGGAGAGGAAAGATGT 
	TGGGTTAGCAACAACCAGAAC 


HSP: Heat Shock Proteins, Malato DH: Malato deshidrogenasa 
3.2.1.4 Efecto de Pectimorf® en el crecimiento de plantas inoculadas con Azofert®-F  
A los 18, 23 y 32 DDS se evaluaron las variables de crecimiento: longitud del tallo y radical (cm planta-1) y la masa seca aérea y radical (g planta-1). Para esto se emplearon 15 plantas por tratamiento. 
3.2.1.5 Efecto de Pectimorf® en la efectividad de la FBN de plantas inoculadas con 
Azofert®-F 
La efectividad de la FBN se determinó a los 18, 23 y 32 DDS en 15 plantas de cada tratamiento donde se aplicó Azofert®-F y se calculó a partir de la media de la masa seca de cada uno de los órganos de estas plantas, según la siguiente expresión matemática: 
 
 
[image: ] 
 
Donde:  
E. FBNT: efectividad de la FBN para cada tratamiento 
MSAiT: masa seca aérea de las plantas inoculadas con Azofert®-F para cada tratamiento 
MSRiT: masa seca radical de las plantas inoculadas con Azofert®-F para cada tratamiento 
MSNiT: masa seca de los nódulos totales de las plantas inoculadas con Azofert®-F para cada tratamiento 
MSAN: masa seca aérea de las plantas suplementadas con nitrógeno 
MSRN: masa seca radical de las plantas suplementadas con nitrógeno 
3.2.2 Efecto de Pectimorf® en la nodulación, el crecimiento, el contenido de ureidos y en el aporte de nutrientes en plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones 
semicontroladas 
En el experimento se emplearon las concentraciones y las formas de aplicación de Pectimorf® descritas en el epígrafe 3.2.1 y se establecieron los siguientes tratamientos: 
	T1 	Azofert®-F  
	T2 	Azofert®-F+ Pectimorf® aplicados a las semillas  
	T3 	Azofert®-F+ Pectimorf® (conc. 1) asperjado foliarmente  
	T4 	Azofert®-F+ Pectimorf® (conc. 2) asperjado foliarmente   	Comment by Donald: Interesante haber contado con un tratamiento con Pectimorf sin inoculante.
El experimento se realizó en condiciones de invernadero, en el periodo comprendido de noviembre a diciembre de 2019. Las plantas crecieron en condiciones de invernadero en envases de 0,55 kg de capacidad de suelo y se regaron cada día con agua corriente Las variables climatológicas promedios, 21,3 ± 2 ºC de temperatura y 80,4 ± 4 % de humedad relativa, se calcularon a partir del registro mensual por la Estación Meteorológica de Tapaste No. 78374, ubicada en el Km 3 ½ Carretera Tapaste, Mayabeque.  
3.2.2.1 Efecto de Pectimorf® en la nodulación y el crecimiento de plantas inoculadas con 
Azofert®-F 
En la etapa de crecimiento del cultivo R5 (40 DDS) se determinó el número (u planta-1) y la masa seca de los nódulos (g planta-1) formados y la masa seca aérea y radical (g planta-1). Para ello se emplearon 10 plantas por tratamiento.  
3.2.2.2 Efecto de Pectimorf® en el contenido de ureidos de plantas inoculadas con 
Azofert®-F 
El contenido de ureidos en exudado xilemático se determinó en tres muestras por tratamiento, correspondientes cada una a tres plantas, cuando se encontraban en la etapa de crecimiento R5 (40 DDS). Los exudados se colectaron de tallos cortados en el horario de 12:00 a 13:00 horas y las plantas fueron regadas una hora antes de colectar las muestras. La savia recogida se almacenó a -20 ºC y para el análisis se emplearon 10 µL de cada exudado. Los ureidos se determinaron según el método de detección espectrofotométrico de Young y Conway (1942). La cuantificación se realizó a partir de una curva de calibración de alantoína (SIGMA) con un rango de concentración de 0,005-0,2 µmol mL-1. El contenido de ureidos se expresó en µmol mL-1 de savia xilemática. 
 
 
 
3.2.2.3 Efecto de Pectimorf® en el contenido de nutrientes de plantas inoculadas con Azofert®-F 
La concentración de los nutrientes nitrógeno y fósforo se determinó en las hojas trifoliadas de 10 plantas por tratamiento en la etapa de crecimiento R5 (40 DDS), luego de ser secadas en estufa (BINDER, USA) por 72 horas a 75 oC.  Las determinaciones se realizaron por análisis químico en el Departamento de Biofertilización y Nutrición de las Plantas del INCA, mediante las metodologías descritas en el Manual de Técnicas de Laboratorio (Paneque et al., 2010). Para determinar la concentración de nitrógeno se empleó el método Nessler y para la de fósforo el reactivo azul de molibdeno. 
3.3 Diseño Experimental y Análisis Estadístico 
Los experimentos se realizaron bajo un Diseño Completamente Aleatorizado con dos repeticiones, solo se muestran los resultados de una repetición dada la similitud en el comportamiento de los resultados. Todos los resultados se procesaron mediante un análisis de varianza de clasificación simple y comparación de medias por la Prueba de Tukey p< 0,05; en el programa estadístico SPSS, Statistics v22. Para comprobar la normalidad de los datos se utilizó la prueba de Kolmogorov–Smirnov y para la homogeneidad de varianzas se empleó el estadístico de Levene. 
Los gráficos se realizaron en el programa Microsoft Excel 2010. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 4.1 Efecto de diferentes concentraciones y formas de aplicación de Pectimorf® en la nodulación y en el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones controladas 
4.1.1 Efecto de diferentes concentraciones de Pectimorf®, aplicadas a las semillas con el inoculante Azofert®-F, en la nodulación y el crecimiento 
Los resultados que se obtuvieron en las variables de nodulación y de crecimiento cuando se evaluó el efecto de la aplicación de Azofert®-F y Pectimorf® a las semillas, se muestran en la figura 1 y en la tabla IV. En la nodulación no se observó un efecto de las diferentes concentraciones de Pectimorf® en el número de nódulos, pero si se obtuvo un efecto negativo de la concentración de 5 mg L-1 en la masa seca de estas estructuras.   
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Figura 1: Efecto de la aplicación a las semillas de diferentes concentraciones de Pectimorf® (Pm) con Azofert®-F (A) en el número (A) y en la masa seca de los nódulos totales (B) de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N), en la etapa de crecimiento R5 y en condiciones controladas de cultivo. 1-100 concentraciones de Pectimorf® en mg L-1. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=20. ESx: error estándar de la media.  
En ambas variables de nodulación se encontraron diferencias entre algunos tratamientos donde se aplicó este bioestimulante. A las concentraciones de 10 y 100 mg L-1 las plantas presentaron más nódulos que las que se trataron con 5 mg L-1. En el caso de la masa seca de los nódulos, 5 mg L-1 fue la única concentración que mostró diferencias, con un valor inferior al resto de las concentraciones que se evaluaron, excepto con 1 mg L-1 (Figura 1). Todos los nódulos formados fueron efectivos. 	Comment by Donald: Al parecer con las concentraciones más bajas se consiguen nódulos más grandes, ¿Qué importancia pudiera tener esto?
Tabla IV: Efecto de la aplicación a las semillas de diferentes concentraciones de Pectimorf® (Pm) con Azofert®-F (A), en el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N), en la etapa de crecimiento R5 y en condiciones controladas de cultivo. 
	Tratamientos 
	N. Hojas 	 
 
	L. Tallo 
 
	L. Radical 	 
 
	D. Tallo 	 
 
	MSA 
	 MSR 
 
	Clorofilas 
 

	A 
	4,73 
	68,50 
	 26,33 ab 
	2,69 
	0,91 
	0,40 b 
	36,64 ab 

	A+Pm 1 mg L-1  
	5,00 
	62,97 
	 27,83 ab 
	2,85 
	0,94 
	0,41 b 
	34,37 ab 

	A+Pm 5 mg L-1  
	4,40 
	55,03 
	 30,34 a 
	2,70 
	1,00 
	0,48 ab 
	36,84 ab 

	A+Pm 10 mg L-1 
	4,60 
	58,46 
	 24,55 b 
	2,68 
	0,93 
	0,58 a 
	38,69 a 

	A+Pm 20 mg L-1 
	4,81 
	65,97 
	 28,09 ab 
	2,71 
	0,94 
	0,48 ab 
	34,29 ab 

	A+Pm 40 mg L-1 
	5,06 
	64,78 
	 25,88 ab 
	2,74 
	0,85 
	0,44 ab 
	33,67 ab 

	A+Pm 100 mg L-1 
	5,00 
	66,68 
	 25,41 ab 
	2,73 
	0,95 
	0,43 ab 
	33,22 b 

	ESx 
	0,24 	  
	4,64 
	 1,26 
	0,07 
	0.07 
	0,04 
	1,26 


N. Hojas: número de hojas (u planta-1), L. Tallo: largo del tallo (cm planta-1), L. Radical: longitud radical (cm planta-1), D. Tallo: diámetro del tallo (mm planta-1), MSA: masa seca aérea (g planta-1), MSR: masa seca radical (g planta-1), Clorofilas: contenido relativo de clorofilas en la tercera hoja trifoliada (u SPAD planta-1). 1-100 concentraciones de Pectimorf® en mg L-1. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=20. ESx: error estándar de la media. 	Comment by Donald: Demasiado largos los tallos, al parecer hubo falta de luz. También me parece alta la masa seca radical en relación con la de la masa aérea, pues ronda y en algunos casos es superior a la mitad de la masa total. Generalmente la mayor contribución a la masa total la aporta las hojas y a esta se le suman los tallos, pueden verse los resultados del trabajo de DellAmico y los míos con QuitoMax
En cuanto a las variables de crecimiento: número de hojas, longitud y diámetro del tallo y masa seca aérea, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. En la longitud radical los mayores valores se obtuvieron con la aplicación de Pectimorf® a la concentración de 5 mg L-1, aunque solo mostró diferencias con la concentración de 10 mg L-1. 
Sin embargo, a la concentración de 10 mg L-1 de Pectimorf® se observó un incremento significativo en la masa seca radical, que no mostró diferencias significativas con el resto de los tratamientos, excepto con las plantas que se trataron con la concentración de 1 mg L-1 y con las que solo se inocularon. Teniendo en cuenta los resultados que se obtuvieron en las mediciones de longitud radical, el incremento en la masa seca de este órgano se debió a un aumento en el número de raíces secundarias y /o adventicias. 
El mayor valor en el contenido relativo de clorofilas totales en la tercera hoja trifoliada correspondió también a las plantas que se trataron con la concentración de 10 mg L-1. Aunque este tratamiento no mostró diferencias significativas con el resto de los tratamientos, excepto con 100 mg L-1. 
El efecto de Pectimorf® obtenido en el desarrollo del sistema radical a la concentración de 10 mg L-1, coincide con resultados previamente informados en plantas de soya (Glycine max) var. INCAsoy-24, que se inocularon con Bradyrhizobium. Los autores de dicha investigación plantean que en las evaluaciones que se realizaron en la etapa de floración, a los 60 días después de la siembra, el producto tuvo acción tanto en semillas inoculadas como no inoculadas (Corbera y Nápoles, 2011). 
Estos resultados confirman el poder enraizador que algunos autores le atribuyen a esta mezcla de OGAs (Falcón y Cabrera, 2007; Álvarez et al., 2011; Pérez et al., 2013; Santos et al., 2017). 
Un efecto similar de Pectimorf® se obtuvo a concentraciones menores de 10 mg L-1  (2 mg L-1) en plantas de plátano cultivar ‘FHIA-18’, en condiciones in vitro (Borges et al., 2015). También, a concentraciones mayores (20 mg L-1) en esquejes de guayaba (Psidium guajava) var. Enana Roja Cubana, en el que el poder enraizador de este producto se manifestó en la formación de raíces adventicias (Ramos et al., 2013). 
Sin embargo, Falcón y Cabrera (2007) en investigaciones en pecíolos de violeta africana (Saintpaulia ionantha) con Pectimorf® a la concentración de 10 mg L-1, demostraron un incremento en la longitud de las raíces, pero no en la formación de raíces secundarias. En ese estudio el desarrollo del sistema radical se favoreció más con el empleo de Pectimorf® que con la aplicación de ácido indolacético (AIA). Esto corrobora lo informado por otros autores acerca de que los OGAs pueden actuar como sustituto de hormonas tradicionales, favoreciendo la diferenciación celular y la formación de órganos en las plantas (Falcón y Cabrera, 2007; Suárez y Hernández, 2015; Borges et al., 2017). 	Comment by Donald: No veo que se haya utilizado al menos un tratamiento con AIA, pienso que la comparación no es válida, si puedes utilizar ese resultado para un poco suponer que el comportamiento de tu resultado puede estar relacionado con eso.
Teniendo en cuenta que la concentración de 10 mg L-1 fue la única que se diferenció del tratamiento que solo se inoculó en la masa seca radical y que mostró un buen comportamiento en el resto de las variables de crecimiento y de nodulación, excepto en la longitud radical, se eligió para continuar el estudio. 	Comment by Donald: Hay otros tratamientos con comportamiento muy similares a este, yo le agregaría para fortalecer su elección, el hecho de que fue el que mayor valor de clorofilas totales mostró, lo que es una señal de que estas plantas estuvieron mejor abastecidas de nitrógeno que puede ser atribuible a la fijación biológica
4.1.2 Efecto de diferentes concentraciones de Pectimorf®, aplicadas por aspersión foliar, en 
la nodulación y el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F 
La aplicación foliar de Pectimorf® en la etapa de crecimiento V3 a las plantas que se inocularon sus semillas con Azofert®-F, mostró efectos significativos en la nodulación y en algunas de las variables de crecimiento que se analizaron (Figura 2 y Tabla V). En las variables de nodulación, el número de nódulos totales fue mayor en las plantas que se asperjaron con 5 y 100 mg L-1, aunque las plantas que se trataron con la concentración de 5 mg L-1 solo mostraron diferencias significativas con las que se asperjaron con 20 mg L-1. La masa seca de los nódulos se incrementó igualmente a las concentraciones de 5 y 100 mg L-1, pero las plantas que se trataron con 5 mg L-1 no mostraron diferencias con los tratamientos de 1, 10 y 20 mg L-1 (Figura 2). El 100 % de los nódulos formados fue efectivo. 	Comment by Donald: Hay que intentar explicar al menos a que se debe que las concentraciones de 10, 20 y 40 tienen un comportamiento similar al control, el de 5 se comporta bien y el 100 es el mejor en valores absolutos, llama la atención esa caída y hay que explicarla intermedia para luego subir 
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Figura 2: Efecto de la aplicación foliar (en V3) de diferentes concentraciones de Pectimorf® (Pm) en el número (A) y en la masa seca de los nódulos totales (B) formados en plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas sus semillas con Azofert®-F (A), en la etapa de crecimiento R5 y en condiciones controladas de cultivo. 1-100 concentraciones de Pectimorf® en mg L-1. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=20. ESx: error estándar de la media. 
En las variables de crecimiento, el número de hojas trifoliadas se incrementó con la aplicación de la mezcla de OGAs a 100 mg L-1, única concentración que mostró diferencias significativas con el tratamiento que solo se inoculó. Sin embargo, no mostró diferencias con las concentraciones de 5 y 40 mg L-1 (Tabla V). 
En la longitud del tallo no se observaron diferencias entre los tratamientos. En la longitud radical, las plantas alcanzaron menor tamaño con las concentraciones de 10, 40 y 100 mg L-1. En cuanto al diámetro del tallo, los efectos más significativos se obtuvieron con la aspersión de 1, 5 y 10 mg L-1. El resto de los tratamientos en esta última variable, no mostraron diferencias con las plantas que solo se inocularon (Tabla V). 	Comment by Donald: Como se relaciona esto con los resultados de la figura anterior; ¿es que el crecimiento de la planta se revierte en la formación y tamaño de los nódulos?
En la masa seca aérea, la aspersión foliar de 100 mg L-1 fue el único tratamiento que mostró diferencias significativas con las plantas que solo se trataron con Azofert®-F, efecto que pudiera estar relacionado con el incremento observado en el número y la masa seca de los nódulos (Figura 2).  En la masa seca radical, el producto Pectimorf® tuvo efecto positivo a las concentraciones de 1, 5 y 100 mg L-1 (Tabla V). Algunos autores plantean que el efecto de esta mezcla de OGAs en el desarrollo del sistema radical se debe a la actividad auxínica que tiene este bioestimulante (Posada et al., 2016; Borges et al., 2017).  
Tabla V: Efecto de la aplicación foliar (en V3) de diferentes concentraciones de Pectimorf® (Pm) en el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas las semillas con Azofert®-F (A), en la etapa de crecimiento R5 y en condiciones controladas de cultivo.  
	Tratamientos 
	N.Hojas 
 
	L.Tallo 
 
	L.Radical 
 
	D.Tallo 
 
	 MSA 
 
	 MSR 
 
	Clorofilas 
 

	A 
	5,47 bc 
	75,50 
	31,62 ab 
	2,21 cd 
	0,82 b 
	0,28 c 
	 33,94 

	A+Pm 1 mg L-1  
	5,20 c 
	67,38 
	34,79 a 
	2,53 a 
	1,00 ab 
	0,39 ab 
	 34,65 

	A+Pm 5 mg L-1  
	5,73 abc 
	74,16 
	29,49 bc 
	2,34 b 
	0,97 ab 
	0,43 a 
	 32,36 

	A+Pm 10 mg L-1 
	5,53 bc 
	74,68 
	26,52 cd 
	2,32 b 
	0,90 b 
	0,31 bc 
	 33,44 

	A+Pm 20 mg L-1 
	5,60 bc 
	77,78 
	31,17 ab 
	2,16 d 
	0,91 b 
	0,27 c 
	 32,61 

	A+Pm 40 mg L-1  
	6,07 ab 
	80,13 
	25,08 d 
	2,11 d 
	0,93 b 
	0,33 bc 
	 33,36 

	A+Pm 100 mg L-1 
	6,47 a 
	81,11 
	24,06 d 
	2,31 bc 
	1,14 a 
	0,42 a 
	 31,16 

	ESx 
	0,18 
	3,36  
	0,89 
	0,03 
	0,05 
	0,02 
	 0,85 


N.Hojas: número de hojas (u planta-1), L.Tallo: largo del tallo (cm planta-1), L.Radical: longitud radical (cm planta-1), D.Tallo: diámetro del tallo (mm planta-1), MSA: masa seca aérea (g planta-1), MSR: masa seca radical (g planta-1), Clorofilas: contenido relativo de clorofilas en la tercera hoja trifoliada (u SPAD planta-1). 1-100 concentraciones de Pectimorf® en mg L-1. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=20. ESx: error estándar de la media. 	Comment by Donald: Veo extremadamente largos los tallos y muy delgados, eso es por poca iluminación
Los resultados que se obtuvieron en la longitud y en la masa seca radical en este experimento, corroboran los obtenidos en el experimento anterior, cuando el Pectimorf® se aplicó a las semillas. Ambos resultados indican un efecto positivo en la masa seca radical, pero no en la longitud, por lo que la actividad de esta mezcla de OGAs en el desarrollo radical se puede atribuir al incremento en la densidad de las raíces y no al aumento en su longitud. 	Comment by Donald: Esto es más importante que la longitud
Según Dell’Amico et al. (2017) el desarrollo del sistema radical le posibilita a la planta, tanto en condiciones normales de crecimiento como de estrés abiótico, una mayor absorción de agua y minerales, que permite un incremento en el desarrollo foliar. A partir de lo informado por estos autores, el incremento en el número de hojas y en la masa seca aérea en el presente estudio, quizás sea resultado del aumento en el desarrollo radical por la aplicación de 100 mg L-1 de Pectimorf®. 
El contenido relativo de clorofilas totales no mostró diferencias significativas entre los tratamientos. Algunos autores plantean que una posible vía por la cual los OGAs incrementan el crecimiento de las plantas, es porque estas moléculas estimulan la actividad fotosintética; lo que provoca una mayor ganancia de esqueletos carbonados que pueden utilizarse en la síntesis de proteínas (El-Sharkawy, 2006; Ojeda, 2015). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la actividad fotosintética no está determinada únicamente por el contenido de clorofilas, sino que existen, además, otros elementos como la apertura y cierre estomático y la actividad del resto de los componentes de los fotosistemas, que influyen en el proceso de fotosíntesis. 
Antecedentes de la aplicación de Pectimorf® por aspersión foliar en plantas inoculadas, solo se tienen en el cultivo de soya variedades INCAsoy-24 e INCAsoy-27, a la concentración de 10 mg L-1. En el caso de INCAsoy-24, la aplicación de ambos productos incrementó la masa seca aérea y radical, mientras que en INCAsoy-27 solo favoreció la masa seca aérea. En dichos experimentos la aplicación de Pectimorf® no influyó en la nodulación (Corbera y Nápoles, 2011, 2013). A diferencia de los resultados anteriores en soya, en el presente trabajo, concentraciones menores de Pectimorf® (5 mg L-1) y mayores (100 mg L-1) incrementaron el número y la masa de los nódulos en las plantas de frijol. 	Comment by Donald: Esto no lo diría, pues hay una gama de tratamiento entre estos dos que no se explica su comportamiento.
El bioestimulante Pectimorf® no solo incrementa los indicadores relacionados con el crecimiento vegetal. Existen resultados que muestran aumentos significativos en el rendimiento de cultivos como el tomate (García et al., 2009), la habichuela (Nápoles et al., 2016b), el rábano y la lechuga (Álvarez et al., 2011) con la aplicación de esta mezcla de OGAs. 	Comment by Donald: Me parece que esto ya está dicho al iniciar el párrafo
Estudios en hortalizas, frutales y plantas ornamentales, muestran que el efecto de esta mezcla de OGAs en los procesos fisiológicos, en el crecimiento y en el rendimiento en las plantas ocurre a concentraciones entre 5 y 20 mg L-1 en el tratamiento de semillas, esquejes, mediante aspersión foliar y la combinación de estas formas de aplicación (Falcón y Cabrera, 2007; Álvarez et al., 2011; Pérez et al., 2013; Ramos et al., 2013). Sin embargo, la presente investigación muestra que el producto promueve también el crecimiento de plantas de frijol a concentraciones más elevadas (100 mg L-1). 
Los resultados de ambos experimentos permitieron definir que las concentraciones de Pectimorf® que mejores efectos ejercieron en la nodulación y en el crecimiento de las plantas de frijol var. Cuba Cueto-25-9-N, correspondieron a 10 mg L-1, cuando se aplicó a las semillas con Azofert®-F, previo a la siembra, y 5 y 100 mg L-1, cuando se aplicó por aspersión foliar en la etapa de crecimiento V3 en plantas inoculadas. Los posibles mecanismos mediante los cuales este bioestimulante incrementó las variables de nodulación y de crecimiento que se evaluaron aún no se conocen bien y pueden ser motivo de futuras investigaciones. 
El efecto de Pectimorf® en las variables de crecimiento podría estar relacionado con los efectos positivos en la nodulación. Además de incrementar el número y la masa seca de los nódulos podría favorecer la fijación de nitrógeno atmosférico, lo que aumenta la disponibilidad de este nutriente para el crecimiento de las plantas. Según Haag et al. (2013) mayor número y masa seca de los nódulos indica mayor contenido de bacteroides, con posible incremento en el proceso de fijación. Razón por la que se consideró oportuno evaluar el efecto de las concentraciones que se destacaron en cada forma de aplicación en parámetros de la FBN y el crecimiento. 
4.2 Efecto Pectimorf® en la nodulación, FBN y en el crecimiento de plantas de frijol 
inoculadas con Azofert®-F 
4.2.1 Efecto de Pectimorf® en la nodulación, en indicadores de la FBN y en el crecimiento 	Comment by Donald: Yo hubiera puesto este enunciado como el epígrafe principal, elimino el primero y después se sigue desglosando este que es el más general
de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones controladas 
4.2.1.1 Efecto de Pectimorf® en la nodulación de plantas inoculadas con Azofert®-F  
El efecto de Pectimorf® a las concentraciones que se seleccionaron previamente en las variables de nodulación en tres momentos del crecimiento de las plantas de frijol (18, 23 y 32 DDS) inoculadas con Azofert®-F se muestra en las figuras 3 y 4. En el número de nódulos, el tratamiento a las semillas y la aspersión foliar con 5 mg L-1 de Pectimorf®, incrementaron esta variable en las evaluaciones que se realizaron a los 18 y 23 DDS. La aspersión foliar con 100 mg L-1 a los 18 DDS no mostró diferencias con el tratamiento que solo se inoculó ni tampoco con el resto de los tratamientos a los que se aplicó Pectimorf® (Figura 3).  
A los 32 DDS la aplicación foliar con 5 mg L-1 fue el único tratamiento que mostró diferencias con las plantas que solo se inocularon, aunque es importante destacar que no mostró diferencias con el resto de los tratamientos a los que se les aplicó Pectimorf®. En esta última evaluación hubo una disminución en el número de nódulos cuando se aplicó 10 mg L-1 de Pectimorf® a las semillas y 5 mg L-1 por aspersión foliar, comparado con los momentos anteriores, lo que puede deberse a una senescencia nodular más temprana con relación al resto de los tratamientos (Figura 3). 
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Momentos de evaluación 
Figura 3: Efecto de la aplicación Pectimorf® en el número de nódulos totales en plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas las semillas con Azofert®-F, evaluadas a los 18, 23 y 32 DDS y en condiciones controladas de cultivo. A: Azofert®-F, A+ Pm S-10 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (10 mg L-1) aplicados a las semillas, A+ Pm AF-5 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (5 mg L-1 ) asperjado foliarmente en V3, A+ Pm AF-100 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (100 mg L-1) asperjado foliarmente en V3. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=15. ESx: error estándar de la media. Las barras corresponden a los intervalos de confianza al 95 %. 
En la masa seca de los nódulos, a los 18 DDS (Figura 4) no se observó efecto de Pectimorf®, a pesar de haber incrementado el número de nódulos (Figura 3). Sin embargo, a los 23 DDS el producto incrementó esta variable cuando las semillas se trataron con 10 mg L-1 y las plantas se asperjaron con 5 mg L-1. A los 32 DDS los mejores resultados se obtuvieron con la aplicación a las semillas y la aspersión foliar a 100 mg L-1. En esta variable los tratamientos con Pectimorf® no mostraron diferencias significativas entre sí, para ninguno de los tres momentos evaluados.  [image: ][image: ][image: ] 
 
 
 
 
 
 
 
 
b
 
b
 
a
 
a
 
a
 
ab
 
a
b
 
a
 
0
0.005
0.01
0.015
0.02
0.025
0.03
0.035
 DDS
18
 DDS
23
 DDS
32
Masa seca de nódulos totales
 
 
(
g planta 
-
1
)
 
 
 
Momentos de evaluación
 
A
A+Pm S-10 mg L
A+Pm AF-5 mg L
A+Pm AF-100 mg L
ESx (18 DDS) =0,001
 
ESx (23 DDS) =0,001
 
ESx (32 DDS) =0,001
 
-
1
 
-
1
 
-
1
 

Figura 4: Efecto de la aplicación de Pectimorf® en la masa seca de nódulos totales en plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas las semillas con Azofert®-F, evaluadas a los 18, 23 y 32 DDS y en condiciones controladas de cultivo. A: Azofert®-F, A+Pm S-10 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (10 mg L-1) aplicados a las semillas, A+ Pm AF-5 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (5 mg L-1 ) asperjado foliarmente en V3, A+ Pm AF-100 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (100 mg L-1) asperjado foliarmente en V3. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=15. ESx: error estándar de la media. Las barras corresponden a los intervalos de confianza al 95 %. 
El desarrollo de los nódulos es un proceso energéticamente costoso, que es estrictamente regulado (Barraza et al., 2018). En la formación de estas estructuras tienen una función importante las auxinas (Li et al., 2014; Bensmihen, 2015; Barraza et al., 2018; Kohlen et al., 2018), principalmente el AIA (Barraza et al., 2018). Tanto la acumulación local de auxina, como su transporte desde la parte aérea hasta la raíz, resulta esencial para inducir la nodulación, el crecimiento y el desarrollo temprano de los nódulos (Kohlen et al., 2018).  
En frijol común inoculado con rizobios se obtuvieron incrementos en el contenido de AIA en la raíz durante el desarrollo inicial de la asociación simbiótica. Mientras que en otras plantas que se trataron con inhibidores de transportadores de auxina, como el ácido 1-naftilftalámico y el ácido tri-indobenzoico, se redujo considerablemente el número de nódulos. Por lo que se considera que esta hormona es necesaria para el desarrollo normal de nódulos determinados (Barraza et al., 2018).  
Dentro de los efectos que se le atribuyen al Pectimorf® se destaca su capacidad para actuar como sustituto de hormonas tradicionales en el cultivo in vitro, principalmente de la auxina (Borges et al., 2015; Izquierdo et al., 2016; Borges et al., 2017; Santos et al., 2017). A pesar de que aún no se han estudiado las bases moleculares que permitan definir los mecanismos mediante los cuales este producto provoca tal efecto, podría relacionarse con la trasmisión de un grupo de señales que provocan incrementos en los niveles de esta fitohormona, favoreciendo todos los procesos que regula, como lo hace en el crecimiento de las raíces en peciolos de violeta africana (Falcón et al., 2007) y la formación de raíces adventicias en esquejes de guayaba (Ramos et al., 2013). Esto explicaría de alguna manera cómo la aplicación del producto favoreció la formación y el desarrollo de los nódulos en las plantas de frijol inoculadas. El bioestimulante Pectimorf® podría no solo tener efecto positivo en el desarrollo de los nódulos sino también en los eventos que ocurren en estas estructuras, aspecto que se intenta dilucidar en este trabajo.  
Los estudios histológicos realizados en los nódulos permitieron identificar las bacterias presentes en el tejido vegetal. Tanto en los nódulos de las plantas que solo se inocularon con Azofert®-F, como en los nódulos de las plantas que se trataron con ambos bioestimulantes (Azofert®-F y Pectimorf®) se observó la presencia de un gran número de bacterias como endosimbiontes (Figura 5), lo que avala la competitividad del inoculante. Este resultado demuestra que la inoculación con Azofert®-F fue efectiva y que aparentemente la aplicación de la mezcla de OGAs no interfirió en la colonización del tejido vegetal por la bacteria. 
En investigaciones llevadas a cabo por Moscatiello et al. (2012), con el objetivo de evaluar la posible participación de los OGAs en las comunicaciones moleculares entre leguminosas y rizobios durante el establecimiento de la simbiosis, la aplicación de OGAs con grado de polimerización de 10 a 15 moléculas de ácido galacturónico, conjuntamente con naringenina inhibió la expresión de genes nod. Según los autores este resultado indica una interacción antagonista entre los OGAs y la inducción por estos flavonoides en las primeras etapas de la colonización de las raíces de la leguminosa. También se observó en raíces de Vicia sativa subsp. nigra que la aplicación de filtrados de cultivo de células de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, previamente incubadas con OGAs (40 μg mL-1) y naringenina (10 μM) no provocó deformaciones en los pelos radicales. Mientras que, una preparación de OGAs con grado de polimerización de 2 a 5, así como el ácido galacturónico no afectó la inducción de genes nod por la naringenina. Esto sugirió que el grado de polimerización de los OGAs juega un papel crucial en su bioactividad, especialmente en la inducción nodular. 	Comment by Donald: ¿Qué grado tenía el que ud utilizó? Me da la impresión que se refiere a resultados de otro autor que no se cita, pues aquí no se compraron preparados con diferentes grados de polimerización.
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Figura 5: Imágenes de microscopía (5X) que muestran secciones de nódulos de plantas de frijol (Cuba 
Cueto-25-9-N) de 23 DDS solo con Azofert®-F (A), tratadas las semillas con Azofert®-F y Pectimorf® (10 mg L-1 ) (B) y Pectimorf® aplicado por aspersión foliar en V3 a las concentraciones de 5 mg L-1 (C) y 100 mg L-1 (D) en plantas inoculadas las semillas con Azofert®-F. 
La mezcla de OGAs que se valuó en el presente trabajo se caracteriza por presentar entre 2 y 8 restos de ácido galacturónico (Anexo 2), por lo que según los resultados de Moscatiello et al. (2012) podría no actuar como antagonista de la inducción por flavonoides. Tanto el número de nódulos formados (Figura 3) como las imágenes de microscopía (Figura 5) muestran que esta mezcla no disminuyó la infectividad de la bacteria ni su establecimiento en el tejido nodular. Este resultado indica que el Pectimorf® podría no interferir en los eventos tempranos de comunicación entre macro y microsimbionte, al menos en la interacción que nos ocupa. A este efecto también podría contribuir las características que presenta el inoculante Azofert®-F, que además de contener una cepa de Rhizobium eficiente, posee altas concentraciones de factores de nodulación, lo que influye positivamente en el establecimiento de la simbiosis entre la planta y la bacteria (Nápoles et al., 2002).  
4.2.1.2 Efecto de Pectimorf® en la actividad Nitrogenasa de plantas inoculadas con 
Azofert®-F  
El efecto de la aplicación Pectimorf® en la actividad Nitrogenasa en los nódulos de las plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F se muestra en la figura 6. En la actividad Nitrogenasa por planta, a los 18 DDS, el mayor incremento se obtuvo con la aplicación a las semillas de Azofert®-F y Pectimorf®, con un 40,24 % por encima de la actividad de esta enzima en los nódulos de las plantas que solo se inocularon. Sin embargo, a los 23 DDS, la aspersión foliar de 5 mg L-1 incrementó la actividad en un 41,43 %. A los 32 DDS, tanto la aplicación a las semillas, como la aspersión foliar a 100 mg L-1 favorecieron la actividad, con incrementos de 136,87 % y 182,50 %, respectivamente, con respecto al tratamiento que solo se inoculado (Figura 6A).  	Comment by Donald: Revisar
[bookmark: _Hlk47595379]En cuanto a la actividad Nitrogenasa específica, los mayores valores a los 18 DDS correspondieron a los tratamientos a los que se aplicó Azofert®-F y Pectimorf® a las semillas y donde se asperjó foliarmente a la concentración de 100 mg L-1 en plantas inoculadas con Azofert®-F, con incrementos de 19,24 % y 27,30 %, respectivamente, con relación a la actividad en los nódulos de las plantas que solo se inocularon. A los 23 DDS, solo la aspersión foliar de 100 mg L-1 aumentó significativamente la actividad de esta enzima, en un 49,94 %. En la evaluación correspondiente a los 32 DDS tanto la aplicación a las semillas como la aspersión foliar de la mayor concentración que se empleó (100 mg L-1) incrementaron la actividad en un 108,18 % y 111,68 %, respectivamente, en comparación con la actividad de esta enzima en las plantas que solo se trataron con Azofert®-F (Figura 6B).  	Comment by Donald: Aquí se ve la importancia de haber contado con un tratamiento que contara solo con Pectimorf®
 
 
 
 
Figura 6: Efecto de la aplicación de Pectimorf® (Pm) en la actividad de la enzima Nitrogenasa por planta (A) y en la actividad Nitrogenasa específica (B) de nódulos de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas las semillas con Azofert®-F, evaluadas a los 18, 23 y 32 DDS y en condiciones controladas de cultivo. A: Azofert®-F, A+ Pm S-10 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (10 mg L-1) aplicados a las semillas, A+ Pm AF-5 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (5 mg L-1 ) asperjado foliarmente en V3, A+ Pm AF-100 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (100 mg L-1) asperjado foliarmente en V3. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=15. ESx: error estándar de la media. Las barras corresponden a los intervalos de confianza al 95 %. 
[image: ]La actividad de esta enzima disminuyó en el tiempo a causa de la perdida de efectividad en los nódulos. A esto quizás contribuyó la alta demanda del nitrógeno fijado en estas estructuras por parte de la planta porque la única fuente para suplir los requerimientos de este nutriente era la FBN. Sin embargo, a los 32 DDS, los incrementos en la actividad por la aplicación de Pectimorf® fueron mayores, con valores superiores al 100 % con respecto a la actividad en los nódulos de las plantas que no se trataron con este bioestimulante, Este resultado demuestra la pérdida de actividad más rápida o temprana en los nódulos de las plantas que solo se inocularon con relación a las que se trataron con Pectimorf®. 
La pérdida de efectividad en los nódulos ocurre como consecuencia de la senescencia nodular y se puede comprobar mediante la visualización del cambio de color en el interior y la pérdida de turgencia. El color rosado (por la presencia de la Leghemoglobina) pasa a un color marrón oscuro o verde, por la alteración que sufre esta proteína a causa de cambios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos (Anderson et al., 2019). En los nódulos de crecimiento determinado, como es el caso de frijol, la senescencia comienza en la zona central de la corteza y se extiende hacia la periferia, hasta causar el deterioro total del nódulo (Fernández y Espinosa, 2008). 
La disminución en la actividad Nitrogenasa específica en el transcurso del crecimiento de las plantas también fue informado por Pliego et al. (2003) en la variedad de frijol África, inoculada con Rhizobium tropici CIAT 899 y crecidas en vermiculita, con la FBN como única vía de suministro de este nutriente. La máxima actividad (103,7 µmol C2H4 h-1 MSNT-1 planta-1) se registró a los 28 días después de la siembra y luego disminuyó significativamente a valores de 30,7 µmol C2H4 h-1 MSNT-1 planta-1, a los 40 días después de la siembra. Tejera et al. (2004) en la variedad Bayocel inoculada con esta cepa de Rhizobium tropici también obtuvieron un valor de actividad Nitrogenasa específica (36,36 µmol C2H4 h-1 MSNT-1 planta-1) inferior a los que se obtuvieron en el presente experimento con la inoculación de Azofert®-F y la aplicación de Pectimorf®. En las diferencias entre estos resultados, además de la variedad de frijol también pudieron influir las características del inoculante y el efecto de la mezcla de OGAs. En otros estudios en la variedad Bayocel, se observó un incremento en la actividad de esta enzima en el transcurso del crecimiento de las plantas, alcanzando los mayores valores en la etapa de floración, cuando las plantas además del nitrógeno fijado de la atmósfera también disponían de este nutriente por medio de la fertilización química (Grageda-Cabrera et al., 2003).  
Por otro lado, la enzima Nitrogenasa para su funcionamiento requiere de niveles adecuados de poder reductor y ATP. Para que los bacteroides puedan obtener estas moléculas es necesario que en los nódulos haya un suministro adecuado de compuestos carbonados (Melchor et al., 2000). La principal fuente de carbohidratos que sostiene el crecimiento, desarrollo y funcionamiento de los nódulos es la fotosíntesis (Aparicio-Tejo et al., 2008; Menge et al., 2018). Una posible vía por la cual los OGAs incrementan el crecimiento de las plantas es porque estas moléculas estimulan la actividad fotosintética (El-Sharkawy, 2006; Ojeda 2015). Un mayor aporte de compuestos carbonados a los nódulos mediante la fotosíntesis significa mayor suministro de nutrientes y energía a los bacteroides, favoreciendo la actividad Nitrogenasa.  	Comment by Donald: Esto pudieras hacerlo más tuyo, de manera que no parezca una revisión bibliográfica pasiva 
El incremento en la actividad Nitrogenasa trae consigo aumentos en la eficiencia de la fijación de nitrógeno (Gonnet y Díaz, 2010). Se pudiera considerar entonces, que la aplicación del Pectimorf® pudiera estimular la transformación del nitrógeno atmosférico, lo que permitiría a las plantas disponer de mayor cantidad de iones NH4+ para ser utilizados en la síntesis de compuestos necesarios para el crecimiento y desarrollo.  
4.2.1.3 Evaluación de la expresión génica de enzimas involucradas en la asimilación del nitrógeno mediante RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR)  
[image: ][image: ][image: ]Los niveles relativos de expresión de las enzimas GS y GOGAT en los nódulos de las plantas que se trataron con Azofert®-F y Pectimorf® fueron mayores que en las raíces de las plantas suplementadas con nitrógeno (5mM) (Figuras 7 y 8). En la primera evaluación (18 DDS) la expresión de GS fue mayor en los nódulos de las plantas que las semillas se trataron con Azofert®-F y Pectimorf® a 10 mg L-1 en el momento de la siembra, aunque no se observaron diferencias significativas con las que solo se inocularon. A los 23 DDS, no se evidenciaron diferencias entre las plantas tratadas con los bioestimulantes, solo entre los tratamientos donde se asperjó el Pectimorf®, a favor de la mayor concentración (Figura 7)  	Comment by Donald: Pudieras decir respecto a quien, porque eso no es así para todos los tratamientos 
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Figura 7: Expresión de la enzima Glutamina sintetasa en raíces de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) suplementadas con nitrógeno y en nódulos de plantas tratadas con Azofert®-F y Pectimorf®, en condiciones controladas de cultivo y evaluadas a los 18 y 23 DDS. N+: plantas suplementadas con nitrógeno (5 mM). A: Azofert®-F, A+ Pm S-10 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (10 mg L-1) aplicados a las semillas, A+ Pm AF-5 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (5 mg L-1 ) asperjado foliarmente en V3, A+ Pm AF-100 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (100 mg L-1) asperjado foliarmente en V3. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=4. ESx: error estándar de la media. Las barras corresponden a los intervalos de confianza al 95 %. 
[image: ][image: ][image: ]Los niveles de expresión de la enzima GOGAT fueron menores que los obtenidos para GS. Sin embargo, el efecto de la aplicación de Pectimorf® fue más evidente en la primera. Los niveles de expresión a los 18 DDS fueron mayores en las plantas que se asperjaron con Pectimorf®, con incrementos de 130,47 % con la aplicación de 5 mg L-1 y de 65,74 % con la aplicación de 100 mg L-1, con respecto a las plantas que solo se inocularon. A los 23 DDS solo se observó un efecto de Pectimorf® cuando se aplicó por aspersión foliar a la concentración de 100 mg L-1, con un nivel de expresión superior en 74,74 %, al que se obtuvo en las plantas que solo se trataron con Azofert®-F (Figura 8). 	Comment by Donald: Sería interesante explicar por qué el comportamiento es diferente en cada momento evaluado 
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Figura 8: Expresión de la enzima Glutamato sintasa en raíces de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) suplementadas con nitrógeno y en nódulos de plantas tratadas con Azofert®-F y Pectimorf®, en condiciones controladas de cultivo y evaluadas a los 18 y 23 DDS. N+: plantas suplementadas con nitrógeno (5 mM). A: Azofert®-F, A+Pm S-10 mg L-1: Azofert®-F+Pectimorf® (10 mg L-1) aplicados a las semillas, A+Pm AF-5 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (5 mg L-1 ) asperjado foliarmente en V3, A+Pm AF-100 mg L-1: Azofert®-F+Pectimorf® (100 mg L-1) asperjado foliarmente en V3. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=4. ESx: error estándar de la media. Las barras corresponden a los intervalos de confianza al 95 %. 
Teniendo en cuenta que a los 32 DDS los resultados en el número, masa seca nodular y en la actividad Nitrogenasa disminuyeron por la senescencia nodular (Figura 3, 4 y 5), no se determinaron los niveles relativos de expresión de estas enzimas en ese momento. Según Rodrigues et al. (2013) la baja disponibilidad de NH4+ en los nódulos provoca la inhibición de la actividad de GS y GOGAT. 
Yamashita et al. (2019) informaron que una parte del NO3- que se absorbe en las raíces desde el suelo inicialmente se reduce por la actividad de la enzima Nitrato reductasa a NO2- y luego a NH4+ por acción de la Nitrito reductasa, y posteriormente se convierte en glutamato por GS y GOGAT. La otra parte del NO3- puede transportarse al vástago mediante el xilema y reducirse y asimilarse en las hojas. En muchas ocasiones la máxima reducción de NO3- se produce en este órgano (Sánchez et al., 2006). Esto explicaría los bajos niveles de expresión de GS y GOGAT en las raíces de las plantas que se suplementaron con nitrógeno.  
En las hojas, la enzima GOGAT más abundante es la isoforma dependiente de ferrodoxina (Fd-GOGAT) que es característica de tejidos verdes (Blanco et al., 2008). En plantas de frijol ejotero la actividad de esta enzima foliar incrementa con el aumento de la fertilización nitrogenada. Sánchez et al. (2006) informaron que la actividad GOGAT alcanzó incrementos superiores al 65 % y GS de 85 % en las hojas, cuando se fertilizaron las plantas con 6 mM de nitrógeno. 	Comment by Donald: ¿Qué es esto?
En nódulos de frijol se identificaron dos isoenzimas dependientes de NADH (NADH-GOGAT-I y NADH-GOGAT-II). La isoenzima NADH-GOGAT-II se localiza en el tejido central del nódulo, mientras que la insoenzima NADH-GOGAT-I se encuentra presente en la corteza y el tejido central de los nódulos, así como en las raíces. La isoenzima NADH-GOGAT-II es la de mayor actividad en nódulos. La actividad específica de NADH-GOGAT en estas estructuras es aproximadamente 27 veces mayor que en la raíz (Blanco et al., 2008). Todo lo planteado anteriormente pudiera justificar las diferencias en los niveles de expresión de estas enzimas en los nódulos de las plantas inoculadas y en las raíces de las plantas suplementadas con nitrógeno. 	Comment by Donald: Has esto tuyo
Las actividades de GS y GOGAT están determinadas por la presencia de NH4+ (Sánchez et al., 2006) y aumentan en paralelo con la actividad Nitrogenasa y con la de otras enzimas involucradas en la asimilación del nitrógeno (Younesi y Moradi, 2015). Los incrementos en la actividad Nitrogenasa permiten un mayor contenido de amonio para ser asimilado por la planta y garantizarían una mayor expresión de las enzimas GS y GOGAT en nódulos. A pesar de que el Pectimorf®, en ambas formas de aplicación, incrementó la actividad Nitrogenasa, los niveles de expresión de GS no aumentaron significativamente con la aplicación del producto. Sin embargo, los resultados mostraron incrementos significativos en la expresión de GOGAT con el empleo de la mezcla de OGAs, sobre todo en el primer momento que se evaluó con la aplicación foliar de ambas concentraciones (5 y 100 mg L-1). En este sentido, investigaciones llevadas a cabo en alfalfa y en frijol común, mostraron también que la actividad de la enzima GS no se correlacionó con la actividad Nitrogenasa, pero las actividades GOGAT y Nitrogenasa mostraron una correlación positiva (Khadri et al., 2001; Gonnet y Díaz, 2010). De esta forma, hay autores que sugieren que la actividad GOGAT puede considerarse un método que permite determinar cuán eficiente es la fijación de nitrógeno (Gonnet y Díaz, 2010). Sin embargo, otros autores consideran que tanto GS como GOGAT dependiente de NADH, son los indicadores más eficientes en la FBN en plantas leguminosas (Hungria y Kaschuk, 2014). 
Por otro lado, la diferencia en los niveles de expresión de estas enzimas en los nódulos de leguminosas puede estar relacionada con la actividad de cada una de ellas en la asimilación del amonio. En la literatura se informan estudios en nódulos de plantas de frijol, variedad Bolivar, inoculadas con Rhizobium tropici CIAT 899, en los que la actividad GS fue 10 veces mayor que la actividad GOGAT. Mientras que, en Vicia faba, la actividad GS solo duplicó la actividad GOGAT (Olivera et al., 2004). En plantas de caupí inoculadas con Bradyrhizobium también se observaron niveles de actividades GS superiores a la de la actividad GOGAT (Santos et al., 2018).  	Comment by Donald: Debe poner el nombre científico
El incremento que provoca esta mezcla de OGAs en la expresión de la enzima GOGAT podría significar una mayor transformación de glutamina, metabolito que se obtiene mediante la reacción que media la GS, a glutamato. De ser así, la planta podría disponer de un mayor contenido de compuestos orgánicos para la síntesis de aminoácidos y compuestos nitrogenados (Chalk et al., 2017; Santos et al., 2018), que son necesarios para su crecimiento, desarrollo y productividad.  	Comment by Donald: Has esto tuyo, o sea, lo dices tu apoyándote en esa cita
4.2.1.4 Efecto de Pectimorf® en el crecimiento de plantas inoculadas con Azofert®-F  
La tabla VI muestra el comportamiento de las variables de crecimiento evaluadas en los diferentes tratamientos a los 18 DDS en el experimento en condiciones controladas. Se observa que en general las plantas respondieron mejor al tratamiento suplementado con nitrógeno. La aplicación de Pectimorf® favoreció más el desarrollo del sistema radical que el crecimiento de la parte aérea. Su efecto en estas variables dependió de la forma de aplicación. 
La aspersión foliar de la mezcla de OGAs a la concentración de 5 y 100 mg L-1 a plantas inoculadas con Azofert®-F provocó aumentos en la longitud del tallo con respecto al tratamiento inoculado, con incrementos de 37,66 % y 35,76 % respectivamente, sin mostrar diferencias con el tratamiento a las semillas ni con las plantas suplementadas con nitrógeno. En la longitud radical solo se observó efecto significativo de Pectimorf® en las plantas que se asperjaron con 5 mg L-1, con un incremento de 25,50 %, aunque no mostró diferencias con el tratamiento asperjado con 100 mg L-1 ni con el suplementado con nitrógeno (Tabla VI). 
Tabla VI: Efecto en el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) a los 18 DDS, tratadas con Azofert®-F (A) y Pectimorf® (Pm) o suplementadas con nitrógeno, en condiciones controladas de cultivo.  
	Tratamientos 
	L.Tallo 
 
	L.Radical 
 
	MSA 
 
	MSR 
 

	Suplementado con nitrógeno 
	28,90 a 
	 37,05 ab 
	0,46 a 
	0,55 a 

	A 
	16,33 c 
	 33,53 b 
	0,32 b 
	0,16 b 

	A+Pm 10 mg L-1 a semillas 
	17,62 bc 
	 35,32 b 
	0,37 b 
	0,23 a 

	A+Pm asperjado foliarmente a 5 mg L-1 
	22,48 ab 
	 42,08 a 
	0,35 b 
	0,22 a 

	A+Pm asperjado foliarmente a 100 mg L-1 
	22,17 ab 
	 38,58 ab 
	0,37b 
	0,23 a 


	ESx 	1,31 	 1,37 	0,02 	0,01 

L.Tallo: longitud del tallo (cm planta-1), L.Radical: longitud radical (cm planta-1), MSA: masa seca aérea (g planta-1), MSR: masa seca radical (cm planta-1). Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=15. ESx: error estándar de la media. 
En el caso de la masa seca aérea, todos los tratamientos mostraron valores inferiores al tratamiento suplementado con nitrógeno, sin diferencias entre ellos. Sin embargo, tanto la aplicación a las semillas, como la aspersión foliar de Pectimorf® en ambas concentraciones, incrementaron significativamente la masa seca radical, con aumentos de 43,75 % para la aplicación a las semillas y la aspersión foliar de 100 mg L-1 y de 37,50 % para la aspersión foliar de 5 mg L-1, con respecto al tratamiento que solo se inoculó. Los resultados fueron similares al tratamiento suplementado con nitrógeno  	Comment by Donald: Para mí la lectura de esto es que, a los tratamientos no suplementados con N, les faltó ese elemento para su buen crecimiento, lo que demuestra que el Azoferf aporta N, pero no todo el que necesita la planta 
En las evaluaciones correspondientes a los 23 DDS (Tabla VII), de manera similar a los 18 DDS, ningún tratamiento superó los resultados obtenidos con el tratamiento que recibió suministro de nitrógeno. La longitud del tallo aumentó en las plantas que se asperjaron con Pectimorf® a 100 mg L-1, con respecto al resto de las plantas que se trataron con los bioestimulantes, superior en 61,32 % al tratamiento que solo se inoculó. En la longitud de la raíz y en la masa seca aérea no hubo efecto significativo de la mezcla de OGAs. Sin embargo, en la masa seca radical, tanto la aplicación a las semillas, como la aspersión foliar de Pectimorf® incrementó significativamente esta variable con respecto al tratamiento que solo se inoculó, con valores de 46,03 % y 29,41 %, respectivamente. El efecto en esta variable coincidió con el que se obtuvo en la evaluación que se realizó a los 18 DDS (Tabla VI). 
Tabla VII: Efecto en el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) a los 23 DDS, tratadas con Azofert®-F (A) y Pectimorf® (Pm) o suplementadas con nitrógeno, en condiciones controladas de cultivo. 
	Tratamientos 
	L.Tallo 
 
	L.Radical 
 
	MSA 
 
	MSR 
   

	Suplementado con nitrógeno 
	45,86 ab 
	 38,30 
	0,68 a 
	0,77 a 

	A 
	31,28 c 
	 41,56 
	0,55 b 
	0,17c 

	A+Pm 10 mg L-1 a semillas 
	35,26 bc 
	 38,40 
	0,65 ab 
	0,25 b 

	A+Pm asperjado foliarmente a 5 mg L-1 
	31,56 c 
	 40,05 
	0,57 ab 
	0,25 b 

	A+Pm asperjado foliarmente a 100 mg L-1 
	50,46 a 
	 37,90 
	0,58 ab 
	0,22 b 


	ESx 	3,05 	 1,51 	0,03 	0,01 
L.Tallo: longitud del tallo (cm planta-1), L.Radical: longitud radical (cm planta-1), MSA: masa seca aérea (g planta-1), MSR: masa seca radical (cm planta-1). Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=15. ESx: error estándar de la media. 
A diferencia del resto de las evaluaciones, a los 32 DDS solo se observó efecto positivo de esta mezcla de OGAs en la longitud del tallo. Ambas formas de aplicación incrementaron esta variable con respecto a las plantas que se inocularon, con incrementos de 30,13 %, 34,07 % y 40,04 %, respectivamente (Tabla VIII). En este momento, la longitud radical de todos los tratamientos superó la obtenida con el suministro de nitrógeno. 
Tabla VIII: Efecto en el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) a los 32 DDS, tratadas con Azofert®-F (A) y Pectimorf® (Pm) o suplementadas con nitrógeno, en condiciones controladas de cultivo. 
	Tratamientos 
	L.Tallo 
   
	L.Radical 
     
	MSA 
 
	MSR 
   

	Suplementado con nitrógeno 
	83,99 a 
	 32,85 b 
	1,11 a 
	0,90 a 

	A 
	51,95 c 
	 40,10 a 
	0,66 b 
	0,21b 

	A+Pm 10 mg L-1 a semillas 
	67,60 b 
	 38,10 a 
	0,73 b 
	0,26 b 

	A+Pm asperjado foliarmente a 5 mg L-1 
	69,65 ab 
	 39,51 a 
	0,66 b 
	0,27 b 

	A+Pm asperjado foliarmente a 100 mg L-1 
	72,75 ab 
	 38,50 a 
	0,63 b 
	0,24 b 


	ESx 	3,84 	 1,18 	0,04 	0,03 
L.Tallo: longitud del tallo (cm planta-1), L.Radical: longitud radical (cm planta-1), MSA: masa seca aérea (g planta-1), MSR: masa seca radical (cm planta-1). Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=15. ESx: error estándar de la media. 
En los tres momentos que se evaluaron, el tratamiento suplementado con nitrógeno mostró resultados superiores al resto de los tratamientos en casi todas las variables, excepto en la longitud radical. Evidentemente el suministro de nitrógeno influyó positivamente en el desarrollo de las plantas. 
Los mejores efectos en el crecimiento con la aplicación de Pectimorf® a plantas inoculadas con Azofert®-F se obtuvieron en la longitud del tallo en los tres momentos que se evaluaron y en la masa seca radical a los 18 y 23 DDS. Los efectos en esta última variable coinciden con los resultados que se obtuvieron anteriormente en los estudios de concentración y formas de aplicación, razón por la que muchos autores le atribuyen poder enraizador a esta mezcla de OGAs (Falcón y Cabrera, 2007; Álvarez et al., 2011; Pérez et al., 2013; Santos et al., 2017). Según Dell˝Amico et al. (2017), el incremento en el crecimiento radical le posibilita a la planta un mayor contacto con el suelo, lo que le garantiza una mayor absorción de agua y minerales, favoreciendo la nutrición de las plantas, su crecimiento y desarrollo, que puede repercutir positivamente en la productividad del cultivo. Estos resultados entonces nos hacen pensar que los incrementos en la longitud del tallo podrían estar relacionados con el aumento en la masa seca radical y que los minerales que absorbieron las plantas, quizás no fueron suficientes para favorecer el desarrollo foliar. 	Comment by Donald: Sobran y evitas una expresión personal que no deben aparecer en un trabajo científico
4.2.1.5 Efecto de Pectimorf® en la efectividad de la FBN de plantas inoculadas con Azofert®-F 
Al analizar el efecto de los biostimulantes en la efectividad de la FBN (E.FBN) se pudo apreciar que el Pectimorf® incrementó esta variable cuando se aplicó a las semillas conjuntamente con Azofert®-F, así como cuando se asperjó en la etapa de crecimiento V3 en plantas inoculadas con este bioestimulante microbiano. Los mayores efectos se observaron en los primeros momentos de evaluación. A los 18 DDS, el mayor resultado se obtuvo con la aspersión foliar a 5 mg L-1, con un incremento de 23,36 % con respecto al tratamiento que solo se inoculó. Sin embargo, a los 23 DDS la aplicación a las semillas fue el tratamiento que más incrementó esta variable, con 23,84 % (Tabla IX). 	Comment by Donald: Falta una e
Tabla IX: Efectividad de la fijación biológica del nitrógeno (E.FBN) en plantas de frijol (Cuba Cueto-259-N) tratadas con Azofert®-F (A) y Pectimorf® (Pm), evaluada a los 18, 23 y 32 DDS y en condiciones controladas de cultivo. 
 
	Tratamientos 
	18 DDS 
	E.FBN (%) 
23 DDS 
	32 DDS 

	A 
	49,78 
	48,52 
	36,62 

	A+Pm 10 mg L-1 a semillas 
	60,75 
	60,09 
	39,03 

	A+Pm asperjado foliarmente a 5 mg L-1 
	61,41 
	58,79 
	36,77 

	A+Pm asperjado foliarmente a 100 mg L-1 
	61,19 
	57,85 
	37,47 


A los 32 DDS, disminuyó la E.FBN en todos los tratamientos, lo que se corresponde con los resultados obtenidos en el número y la masa seca de los nódulos y en la actividad Nitrogenasa previamente analizados (Figuras 3, 4 y 6). Al parecer los cambios fisiológicos que ocurren en los nódulos a causa de la senescencia, provocaron una disminución en estos indicadores, que conllevaron a la pérdida de eficiencia en la FBN. Según Anderson et al. (2019), en frijol común la senescencia nodular disminuye la actividad Nitrogenasa, lo que provoca una disminución en la fijación de nitrógeno.  	Comment by Donald: Qué lástima que no se haya evaluado el nitrógeno foliar, creo que es algo que habría que incorporar en los estudios con biofertilizantes
Los incrementos observados en la E.FBN con el empleo de Azofert®-F y Pectimorf® en sus dos formas de aplicación y a las tres concentraciones que se evaluaron, podrían ser resultado de los aumentos significativos observados en las variables de nodulación: número (Figura 3) y masa seca de los nódulos totales (Figura 4). Un mayor número de estas estructuras garantiza mayor cantidad de sitios donde fijar el nitrógeno atmosférico. Los incrementos en la masa seca nodular se relacionan con mayor cantidad de bacterias infectando el tejido vegetal, lo que se corresponde con una mayor actividad Nitrogenasa (Haag et al., 2013). A su vez, el incremento en la actividad de esta enzima, aumenta la disponibilidad de NH4+ para la síntesis de glutamato por la acción de las enzimas GS y GOGAT, que garantiza mayor síntesis de compuestos nitrogenados, que serán utilizados por la planta para su crecimiento (Chalk et al., 2017).  	Comment by Donald: Has tuya esta discusión
Los resultados hasta aquí observados, demuestran que la aplicación de Pectimorf® a plantas inoculadas con Azofert®-F incrementó la nodulación, la fijación y asimilación del nitrógeno atmósferico, sin embargo, no se observó un efecto positivo en la biomasa aérea, solo en la longitud del tallo y en la biomasa radical. En este resultado quizás influyeron las condiciones de cultivo que conllevaron a una perdida temprana en la actividad de los nódulos. Tal vez si estas estructuras se hubiesen mantenido activas durante más tiempo hubiese garantizado que el aporte de nitrógeno mediante la FBN contribuyera a mayores incrementos en la biomasa aérea. 	Comment by Donald: Pasar el acento para la e
No obstante, el bioestimulante Pectimorf® pudiera constituir una alternativa que incremente la baja eficiencia de la simbiosis Rhizobium-frijol común. Se consideró oportuno evaluar entonces el efecto de esta mezcla de OGAs en la nodulación, el crecimiento, el contenido de ureidos y el aporte de algunos nutrientes, en condiciones menos controladas de cultivo. 	Comment by Donald: Quitaría esta palabra, pues es un logro que la planta obtenga una buena cantidad de N por esta vía, aunque se puede mejorar la eficiencia  
4.2.2 Efecto de Pectimorf® en la nodulación, el crecimiento, el contenido de ureidos y en el aporte de nutrientes en plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones semicontroladas 
4.2.2.1 Efecto de Pectimorf® en la nodulación y el crecimiento de plantas inoculadas con Azofert®-F 
La tabla X muestra el efecto de la aplicación de Pectimorf® en las variables de nodulación y de crecimiento que se evaluaron en las plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F y cultivadas en condiciones semicontroladas. En el número y en la masa seca de los nódulos totales formados por planta, los incrementos significativos se obtuvieron con la aplicación a las semillas de ambos bioestimulantes y con la aspersión foliar de Pectimorf® a la concentración de 100 mg L-1, con aumentos de 30,12 % y 50,60 %, respectivamente, en el número de nódulos y de 62,50 % y 50,00 % en la masa seca de estas estructuras, con respecto al tratamiento que solo se inoculó. Algunos autores consideran a la masa seca nodular como una forma indirecta de estimar la efectividad de la simbiosis que se establece entre los rizobios y las leguminosas (De Andrade et al., 2018). En estas condiciones de cultivo menos controladas se confirman los resultados antes encontrados para la aplicación a las semillas de ambos bioestimulantes y la aspersión foliar de Pectimorf® a 100 mg L-1 (Figuras 3 y 4). 	Comment by Donald: Y si los nódulos no son viables, la información es falsa
Tabla X: Efecto de la aplicación de Pectimorf® (Pm) en la nodulación y el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas con Azofert-F® (A), en la etapa de crecimiento R5 y condiciones semicontroladas de cultivo. 
	Tratamientos 
	NNT 
 
	MSNT 
 
	MSA 
   
	MSR 
   

	A 
	83 c 
	0,08 b 
	1,21 b 
	0,46 c 

	A+Pm 10 mg L-1 a semillas 
	108 ab 
	0,13 a 
	1,35 ab 
	0,59 ab 

	A+Pm asperjado foliarmente a 5 mg L-1 
	94 bc 
	 0,10 ab 
	1,22 b 
	0,49 bc 

	A+Pm asperjado foliarmente a 100 mg L-1 
	125 a 
	0,12 a 
	1,49 a 
	0,62 a 


	ESx 	5,86 	0,004 	0,06 	0,03 
NNT: número de nódulos totales (u planta-1), MSNT: masa seca de nódulos totales (g planta-1), MSA: masa seca aérea (g planta-1), MSR: masa seca radical (g planta-1). Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=10. ESx: error estándar de la media. 
En los indicadores relacionados con el crecimiento vegetal, los mayores efectos se observaron igualmente con la aplicación de Azofert-F® y Pectimorf® a las semillas y la aspersión foliar a la mayor concentración que se aplicó (100 mg L-1), con incrementos de 28,26 % y 34,78 %, respectivamente, en la masa seca de la raíz, con relación a las plantas que solo se trataron con Azofert-F®. Sin embargo, la masa seca aérea solo mostró incrementos significativos con la aplicación de este último tratamiento, superior en 23, 14 % al tratamiento que solo se inoculó. Este tratamiento también incrementó esta variable en los estudios de concentración (Tabla V). 
Es importante señalar, que en este experimento, el tratamiento con mejores resultados en la nodulación y el crecimiento, con efecto positivo en todas las variables evaluadas corresponde a la aspersión foliar de Pectimorf® a 100 mg L-1 a plantas inoculadas con Azofert-F®, aunque la aplicación de estos bioestimulantes a las semillas solo no estimuló significativamente la masa seca aérea. En la literatura, varios autores informan que los incrementos en la nodulación traen consigo aumentos en las variables de crecimiento (Granda et al., 2014; Carter y Tegeder, 2016; Granda et al; 2017, Costales y Falcón, 2018). Granda et al. (2014) en frijol común, demostraron una correlación positiva entre el número de nódulos y la masa seca radical. Granda et al., (2016b) también observaron en el cultivar Mantequilla inoculadas con R. leguminosarum y R. etli una correlación positiva entre el número, la masa seca de nódulos, la masa seca radical y la masa seca aérea. Según estos autores, los incrementos en las variables de crecimiento se deben a una mayor disponibilidad de nitrógeno como resultado de la fijación de este elemento, proceso que se favoreció con el incremento en el número de nódulos y en la masa seca de estas estructuras. 	Comment by Donald: Está claro, el nódulo también pesa y aumenta la masa seca radical, pero si no son efectivos otras variables no se incrementarán, por lo que ha sido arriesgado para los autores antes señalados hacer una afirmación tan categórica
De forma general, en este estudio en condiciones semicontroladas, se observó un efecto positivo de la mezcla de OGAs, principalmente en la nodulación y en el desarrollo radical. Este mismo efecto del bioestimulante se obtuvo en los estudios en condiciones controladas (Figuras 1, 2, 4 y 5; Tablas IV, V, VI y VII). Es importante resaltar que, en este experimento en condiciones menos controladas, la aplicación foliar de Pectimorf® a la concentración de 100 mg L-1 incrementó la masa seca aérea. Es probable que este resultado se deba a un mayor aporte de nitrógeno mediante la fijación biológica comparado con el experimento anterior, porque en el momento de la evaluación (R5) los nódulos aún permanecían efectivos. Además de la FBN las plantas también contaban con el nitrógeno procedente del suelo, que a pesar de que se encontraba en bajos niveles, pudo haber favorecido el crecimiento de las plantas. Los resultados demuestran que el producto no solo promueve el crecimiento y el desarrollo de las plantas a concentraciones entre 5 y 20 mg L-1, según lo informado antes por Falcón y Cabrera (2007), Álvarez et al. (2011), Pérez et al. (2013) y Ramos et al. (2013), sino que puede tener efectos similares a una concentración más alta, como 100 mg L-1. 
 
 
4.2.2.2 Efecto de Pectimorf® en el contenido de ureidos de plantas inoculadas con Azofert®-F 
[image: ][image: ][image: ]El contenido de ureidos en los exudados xilemáticos de las plantas de frijol Cuba Cueto 25-9-N tratadas con Azofert®-F y Pectimorf® se muestra en la figura 9. No se observaron diferencias entre los tratamientos con ambos bioestimulantes, pero la aplicación de Azofert®-F y Pectimorf® a las semillas, mostró diferencias significativas con las plantas que solo se inocularon, con un valor de 20,85 % por encima de este tratamiento control. Esta forma de aplicación de Pectimorf® también provocó aumentos significativos en el número y en la masa seca de los nódulos, como se observó anteriormente en la tabla X y en el experimento en condiciones controladas (Figuras 3 y 4).  
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Figura 9: Efecto de la aplicación de Pectimorf® en el contenido de ureidos en exudado xilemático de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas sus semillas con Azofert®-F, en la etapa de crecimiento R5 y condiciones semicontroladas de cultivo. A: Azofert®-F, A+Pm S-10 mg L-1: Azofert®-F+Pectimorf® (10 mg L-1) aplicados a las semillas, A+Pm AF-5 mg L-1: Azofert®-F+ Pectimorf® (5 mg L-1 ) asperjado foliarmente en V3, A+Pm AF-100 mg L-1: Azofert®-F+Pectimorf® (100 mg L-1) asperjado foliarmente en V3. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=6. ESx: error estándar de la media. 
De acuerdo a la literatura, las plantas que nodulan acumulan más ureidos que cualquier otro compuesto nitrogenado en los exudados del xilema, estos metabolitos pueden comprender hasta el 90 % del nitrógeno total en este tejido conductor (Ramírez et al., 2013; Hungria y Kaschuk, 2014). Según Pélissier et al. (2004) en plantas de soya noduladas, que recibieron nitrógeno exclusivamente a través de la fijación biológica, el contenido de ureidos en los exudados del xilema fue de aproximadamente el 78 %, mientras que en los exudados de las plantas que no nodularon y que se fertilizaron con NO3- fue de un 6 %.  
La aplicación de ambos bioestimulantes a las semillas, además de incrementar el contenido de ureidos y las variables de nodulación favoreció la acumulación de materia seca en la raíz, pero no incrementó la biomasa aérea. Sin embargo, la aplicación foliar de 100 mg L-1 de Pectimorf® a plantas inoculadas con Azofert®-F incrementó las variables de nodulación, la biomasa radical y aérea, aunque no aumentó significativamenete el contenido de ureidos en los exudados xilemáticos. Estos resultados muestran que no se obtuvo un incremento significativo en el contenido de ureidos en los exudados xilemáticos y en la biomasa aérea con el mismo tratamiento, aunque es importante señalar que en la masa seca aérea la aplicación a las semillas de ambos bioestimulantes no mostró diferencias significativas con el tratamiento con mayor efecto en esta variable. Es posible que en este resultado influyera la etapa de crecimiento en la que se evaluó el cultivo, quizás cuando se asperjaron las plantas con Pectimorf® a la concentración de 100 mg L-1, en etapas anteriores el contenido de ureidos transportado por el xilema hacia la parte aérea era mayor, por lo que contribuyó al crecimiento de la planta en etapas posteriores. Otra razón podría ser, el incremento en la absorción del nitrógeno del suelo en forma de NO3- o NH4+, y no solo nitrógeno, también otros nutrientes que son importantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas, teniendo en cuenta el efecto que tiene esta mezcla de OGAs en el desarrollo del sistema radical. Además, no se puede descartar la posibilidad de que el bioestimulante Pectimorf® también tenga un efecto positivo en el metabolismo del nitrógeno absorbido por la raíz.  	Comment by Donald: arreglar
Los OGAs también estimulan la actividad fotosintética, lo que provoca mayor ganancia de esqueletos carbonados para ser utilizados en la síntesis de compuestos necesarios para el crecimiento de las plantas (El-Sharkawy, 2006; Ojeda, 2015). Este podría ser otro mecanismo mediante el cual el bioestimulante Pectimorf® incrementó la biomasa aérea de las plantas cuando se aplicó por aspersión foliar a 100 mg L-1 en plantas inoculadas con Azofert®-F. 
 
 
 4.2.2.3 Efecto de Pectimorf® en el contenido de nutrientes de plantas inoculadas con Azofert®-F 
El contenido de nutrientes en la planta refleja la eficiencia en la toma y asimilación de los mismos mediante la absorción por la raíz y la FBN (Pádua et al., 2017), por lo que se consideró entonces evaluar el contenido de los nutrientes nitrógeno y fósforo en las hojas trifoliadas de las plantas de frijol tratadas con los bioestimulantes Azofert®-F y Pectimorf®. En la tabla XI se observa que el contenido de nitrógeno fue mayor en las hojas de las plantas que se inocularon las semillas con Azofert®-F y se asperjaron posteriormente con Pectimorf® a la concentración de 100 mg L-1, superior en un 18,35 % con respecto al contenido en las plantas que solo se inocularon. En cuanto al contenido de fósforo, los incrementos se obtuvieron con la aplicación de 10 mg L-1 a las semillas conjuntamente con Azofert®-F y con la aspersión foliar posterior de 5 mg L-1 de Pectimorf®, con incrementos de 11,11 % y 13,89 %, respectivamente. 
Tabla XI: Efecto de la aplicación de Pectimorf® (Pm) en el contenido de nitrógeno y fósforo en hojas trifoliadas de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas con Azofert®-F (A) y cultivadas en condiciones semicontroladas. 
	Tratamientos 
	Elementos 
N (%)                 P (%) 

	A 
	3,87 b 
	0,36 b 

	A+Pm 10 mg L-1 a semillas 
	3,92 b 
	0, 40a 

	A+Pm asperjado foliarmente a 5 mg L-1 
	4,22 ab 
	0,41 a 

	A+Pm asperjado foliarmente a 100 mg L-1 
	4,58 a 
	0,37 b 


	ESx 	0,1 	0,007 

N: nitrógeno, P: fósforo. Medias con letras iguales no difieren significativamente según Tukey (p< 0,05), n=2. ESx: error estándar de la media. 
Resulta interesante señalar que el tratamiento asperjado con 100 mg L-1 mostró mayor contenido de nitrógeno en las hojas, pero un menor contenido de fósforo, con respecto al resto de los tratamientos con Pectimorf®. Este resultado quizás sea consecuencia de un gasto energético superior debido al incremento en la fijación y/o al metabolismo del nitrógeno. Se conoce que el fósforo se requiere en grandes concentraciones para la síntesis de ATP, molécula que tiene una función importante en la fijación biológica y en el metabolismo del nitrógeno, ya que interviene en el funcionamiento de la enzimas Nitrogenasa y Glutamina sintetasa, en la biosíntesis de membrana y en la transmisión de señales (Samavat et al., 2012; Divito y Sadras, 2014). El fósforo es fundamental también en procesos como la fotosíntesis, la respiración, el transporte de carbohidratos, así como en la división y elongación celular y en la formación de las semillas (Ghanbari et al., 2013).  	Comment by Donald: Debe ser las
En el resto de los tratamientos con Pectimorf®, el incremento de fósforo en las hojas trifoliadas demuestra una mayor absorción de este nutriente por las raíces, lo que podría estar dado por el alto contenido de fósforo en el suelo donde crecieron estas plantas (Tabla II) y por el incremento en el desarrollo radical, como resultado de la aplicación de esta mezcla de OGAs (Tablas VI, VII, X). Es importante aclarar que, aunque en la masa seca radical, la aplicación foliar de Pectimorf® a 5 mg L-1 no mostró diferencias significativas con las plantas que solo se trataron con Azofert®-F, tampoco se observaron diferencias entre este tratamiento y la aplicación de ambos bioestimulantes a las semillas, que sí tuvo un efecto significativo.  
En otros estudios, en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) la aplicación foliar de Pectimorf® a los 12 y 30 DDS, provocó incrementos significativos en el contenido de nitrógeno foliar, que favoreció el rendimiento del cultivo. Sin embargo, esta mezcla de OGAs no aumentó el contenido de fósforo (Terry et al., 2011). 
Por otro lado, el tratamiento foliar con 100 mg L-1 además de incrementar el contenido de nitrógeno en las hojas trifoliadas mostró un efecto positivo en la masa seca aérea de las plantas (Tabla X). Hayat et al. (2008) en plantas de frijol también obtuvieron una alta correlación entre estos indicadores. Las plantas con mayor contenido de nitrógeno en las hojas, también presentaron los incrementos más significativos en las variables de nodulación (número y masa seca de los nódulos) y en la masa radical (Tabla X), pero no en el contenido de ureidos en los exudados xilemáticos (Figura 9). Estos resultados indican que el incremento de este macronutriente no solo podrían relacionarse con el efecto de la aplicación combinada de Azofert®-F y Pectimorf® en la fijación de nitrógeno, sino que además, el bioestimulante Pectimorf® podría favorecer el metabolismo del nitrógeno proveniente del suelo cuando se aplicó foliarmente a la concentración de 100 mg L-1. Tampoco se observó una relación entre el contenido de ureidos en los exudados xilemáticos y el contenido de nitrógeno en las hojas trifoliadas cuando se aplicaron ambos bioestimulantes a las semillas, quizás los compuestos nitrogenados productos de la FBN, se almacenaron en el tallo, para luego en etapas posteriores de crecimiento del cultivo movilizarse hacia la parte aérea. Según Grageda-Cabrera et al. (2003) y Yong et al. (2018), en frijol, los ureidos pueden almacenarse en los tallos, principalmente en las etapas tempranas del desarrollo reproductivo y luego se movilizan a las vainas para la síntesis de proteínas, que contribuyen al desarrollo de las semillas.  	Comment by Donald: Debe ser en singular
Es importante aclarar que el contenido de nitrógeno total que se determinó en las hojas trifoliadas en el presente trabajo, no brinda información precisa de qué porciento de este elemento se incorporó a la planta mediante la fijación biológica. Para cuantificar el nitrógeno fijado biológicamente es necesario recurrir a técnicas isotópicas de marcaje con 15N, este es el único método que permite distinguir la contribución relativa del nitrógeno del suelo, del fertilizante y de la atmósfera, al nitrógeno total de la planta (Grageda-Cabrera et al., 2003).  
A pesar de no determinar el contenido de nitrógeno fijado de la atmósfera, se demostró que la aplicación foliar de Pectimorf® a la concentración de 100 mg L-1 a las plantas de frijol inoculadas las semillas con Azofert®-F, incrementó la concentración de este elemento en las hojas trifoliadas. Esto constituye un resultado importante para la ciencia, fundamentalmente para la agricultura, ya que el nitrógeno es considerado uno de los elementos que más influyen en el rendimiento de los cultivos (Liriano et al., 2012). El incremento en el contenido de este macronutriente permite también que las células de las plantas lleguen más tarde a la senectud, manteniéndolas turgentes, retrasa la lignificación, el endurecimiento de los tejidos y acelera el desarrollo (Raigón et al., 2006). 
4.3 Consideraciones generales 
La FSN posee gran importancia para la Agricultura, dada su contribución a la fertilidad de los suelos, a la producción de alimentos y a la racionalización en la aplicación de fertilizantes nitrogenados (Chanway et al., 2014.). Sin embargo, no todos los sistemas simbióticos muestran una eficiencia similar y la que establecen los rizobios con el frijol común resulta de las menos competitivas (Kakraliya et al., 2018), por lo que se buscan alternativas para incrementar la eficiencia en este proceso. Los estudios para resolver esta problemática se han dirigido fundamentalmente a encontrar cepas más competitivas y eficientes y variedades más susceptibles (Martínez, 2003; Nápoles et al., 2016a), pero en este trabajo nos propusimos evaluar el posible efecto de un bioestimulante no microbiano en esta interacción simbiótica.  	Comment by Donald: No debes utilizar expresiones de tipo personal
Los experimentos demostraron, de forma general, un efecto positivo de Pectimorf® a la concentración de 10 mg L-1 conjuntamente con Azofert®-F y cuando se asperjó foliarmente a la concentraciones de 5 y 100 mg L-1 en plantas inoculadas, en el número y la masa seca los nódulos, lo que implicó mayor cantidad de sitios de infección y bacteroides establecidos. También incrementó la fijación y transformación del nitrógeno atmosférico, a partir de aumentos en la actividad de la enzima Nitrogenasa y en la expresión de la enzima GOGAT garantizando una mayor disponibilidad de compuestos nitrogenados, lo que deja claro el efecto positivo de este bioestimulante en la efectividad de la FBN. Los resultados en el contenido de nitrógeno y fósforo foliar, así como en la biomasa aérea y radical, confirman un efecto posterior y consecuente en el crecimiento. Además, en todos los experimentos resaltó la acción de este bioestimulante en el desarrollo del sistema radical. 	Comment by Donald: Debe ser en plural
Mediante este estudio también se encontró que el producto Pectimorf® favorece el crecimiento por encima de 20 mg L-1, que hasta entonces era la mayor concentración que se había informado como efectiva en la literatura (Falcón y Cabrera, 2007; Álvarez et al., 2011; Pérez et al., 2013 y Ramos et al., 2013) y que la cepa Rhizobium tropici CIAT 899, base del bioestimulante Azofert®-F, presentó una alta infectividad en la variedad de frijol Cuba Cueto-25-9-N, lo que permitió que los eventos que posibilitan la formación y el funcionamiento de los nódulos ocurrieran exitosamente. En otras investigaciones en Phaseolus vulgaris también se ha demostrado que esta cepa establece una simbiosis efectiva con esta leguminosa (Pliego et al., 2003; Tejera et al., 2004; Ramírez et al., 2013). Al éxito de esta simbiosis pudo contribuir además, las altas concentraciones de factores de nodulación que posee el producto, determinantes en la interacción entre la planta y la bacteria (Nápoles et al., 2002).  
De igual modo se observó que las condiciones de cultivo como temperatura y humedad relativa, así como las características del suelo donde crecen las plantas pueden influir sobre el efecto de las diferentes formas de aplicación del producto en las variables de nodulación y crecimiento. En los estudios de concentración, la aplicación a las semillas de ambos bioestimulantes no incrementó las variables de nodulación y el efecto solo se observó en la masa seca radical. Sin embargo, en los estudios en condiciones semicontroladas el efecto en la nodulación fue significativo. Es probable que las diferencias en el contenido de fósforo y de pH en ambos suelos contribuyeran a estos resultados. En el experimento en condiciones semicontroladas los niveles de este nutriente eran mayor con respecto al suelo empleado anteriormente. Un suelo enriquecido en fósforo favorece la simbiosis, permite la formación de mayor número y masa de los nódulos e incrementa la fijación de nitrógeno (Mayz, 2011). En el caso del pH, los valores cercanos al neutro favorecen la nodulación y la actividad de estas estructuras en frijol (Torabian et al., 2019), razón por la que quizás se obtuvo mayor nodulación en los experimentos en condiciones menos controladas. 	Comment by Donald: Debiera decir en, 	Comment by Donald: ¿No será mejor decir fue?	Comment by Donald: ¿Esto es propio para el frijol o pudiera ser igual para otro cultivo que se desarrolle en un suelo con pH casi neutro? Si es así entonces el problema es por el suelo y no por el cultivo
Los resultados de la presente investigación permiten afirmar que la aplicación del bioestimulante Pectimorf®, en combinación con el inoculante Azofert®-F, constituye una alternativa ecológica y económicamente viable para incrementar la FBN en frijol, teniendo en cuenta que es un cultivo poco favorecido en este proceso. Tanto su efecto enraizador, comprobado una vez más en este estudio, como los beneficios que provoca en la fijación biológica, podrían garantizar un adecuado crecimiento, desarrollo e incrementos en el rendimiento en esta leguminosa. Esta constituye la primera evidencia científica relacionada con la influencia de una mezcla de OGAs en la eficiencia de la simbiosis en plantas de frijol. 	Comment by Donald: De acuerdo contigo, pero pienso que esto pudieras hacerlo notar donde corresponde en el texto declarándolo como una o la novedad científica del trabajo, no solo lo dejes para el final para que no parezca algo cogido por los pelos
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5. CONCLUSIONES 
 
1. El efecto de Pectimorf® en la nodulación y en el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculadas con Azofert®-F, depende de su concentración y de la forma de aplicación empleada. 
2. De las concentraciones y formas de aplicación de Pectimorf® estudiadas, los mejores efectos se obtienen con la aplicación a las semillas de 10 mg L-1, conjuntamente con Azofert®-F y con la aspersión foliar de 100 mg L-1 en la etapa de crecimiento V3 en plantas previamente inoculadas, lo que sugiere diferencias en los mecanismos de acción que benefician el desarrollo de este cultivo. 	Comment by Donald: Esta hay que mejorarla, pues es un resultado con su discusión, hay que hacerla generalizadora del resultado
3. El mayor efecto Pectimorf® en el crecimiento de las plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) biofertilizadas con Azofert®-F se obtiene en el desarrollo del sistema radical. 	Comment by Donald: Esta quizás pudiera decir: la aplicación de Pectimorf® a plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F favorece el desarrollo del sistema radical
4. El bioestimulante Pectimorf® combinado con Azofert®-F incrementa la nodulación, la fijación y transformación del nitrógeno atmósferico, lo que favorece en más de un 10 % la eficiencia de la simbiosis en el frijol (Cuba Cueto-25-9-N).  	Comment by Donald: Pasar el acento a la letra e.
 
 
 
 
 
Recomendaciones 
 
6. RECOMENDACIONES 
 
1. Evaluar la combinación de las formas de aplicación de Pectimorf® a las concentraciones seleccionadas en la nodulación y el crecimiento de plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N). 	Comment by Donald: Hay que hablar de dosis, no de concentración
2. Realizar experimentos en campo para determinar el efecto de la aplicación Pectimorf® en el rendimiento y en la calidad del cultivo del frijol (Cuba Cueto-25-9-N) inoculado con Azofert®-F. 
3. Evaluar el efecto de Pectimorf® en el metabolismo del nitrógeno proveniente del suelo y del carbono en plantas de frijol (Cuba Cueto-25-9-N) biofertilizadas con Azofert®-F. 
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ANEXO 1 
Solución Summerfield 
Para las plantas suplementadas con nitrógeno 
Solución 1  
Concentración de nitrógeno: 5 mM 
Ca (NO3) . 4H2O…………………….. 11 g 
KNO3………………………………………………..... 50,55 g 
(NH4)2SO4………………………………………….. 1,38 g 
H2O destilada…………………………1 L 
Usar 10 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Solución 2 (100X) 
MgSO4 . 7H2O……………………………………27,5 g 
NaFeEDTA………………………………………….4,08 g 
H2O destilada…………………………..1 L 
Usar 10 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Solución 3 (100X) 
K2HPO2………………………………..............................17,54 g 
K2SO4……………………………………………………. 12,54 g 
H2O destilada……………………………1 L 
Usar 10 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Solución de micronutrientes 
KCl…………………………………….... 1,340 g 
H3BO3……………………………………. 0,375 g 
MnSO4.H2O……………………………… 0,850 g 
ZnSO4.7H2O……………………………… 0,135 g 
CuSO4.5H2O……………………………… 0,120 g 
(NH4)6Mo7O24.4H2O……………………… 0,135 g H2SO4(concentrado)……………………….. 0,54 mL 
H2O destilada…………………………… …. 1 L 
Usar 0,2 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Añadir 0,4425 g CaSO4.2H2O por 1 L de solución nutritiva 
Para las plantas inoculadas con Rhizobium 
Solución 1  
Concentración de nitrógeno: 0,385 mM 
Ca (NO3) . 4H2O…………………….. 5,5 g 
KNO3………………………………………………..... 1,37 g 
(NH4)2SO4………………………………………….. 0,69 g 
H2O destilada…………………………1 L 
Usar 10 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Solución 2  
MgSO4 . 7H2O……………………………………27,5 g 
NaFeEDTA………………………………………….4,08 g 
H2O destilada…………………………..1 L 
Usar 10 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Solución 3 
K2HPO2……………………………….............................. 0,087 g 
K2SO4……………………………………………………. 12,54 g 
H2O destilada…………………………… 1 L 
Usar 10 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Solución de micronutrientes  
KCl…………………………………….... 1,340 g 
H3BO3……………………………………. 0,375 g 
MnSO4.H2O……………………………… 0,850 g ZnSO4.7H2O……………………………… 0,135 g 
CuSO4.5H2O……………………………… 0,120 g 
(NH4)6Mo7O24.4H2O……………………… 0,135 g H2SO4(concentrado)……………………….. 0,54 mL 
H2O destilada…………………………… …. 1 L 
Usar 0,2 mL de la solución por 1 L de solución nutritiva 
Añadir 0,4425 g CaSO4.2H2O por 1 L de solución nutritiva 
 
ANEXO 2 
Mezcla de Oligosacáridos Pécticos (Pectimorf®) 
[image: ] 
Análisis MS (MALDI) en un equipo Water QTOF Premier: Muestra solubilizada (1mg mL-1) en una mezcla Metanol/Agua (v/v ; 1/9) + cationización por adición de Yoduro de sodio (NaI) 
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