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“ESTIMACIÓN DE LA HUELLA HÍDRICA EN CULTIVOS DE INTERÉS ECONÓMICO TRATADOS CON BIOESTIMULANTES NACIONALES. VÍA PARA UN USO CONSCIENTE DEL AGUA”.
 DURACIÓN: Enero 2024- Diciembre 2027
ADEMÁS, CUENTA CON FINANCIAMIENTO DEL PROGRAMA i-COOP 23 A CON EL CODIGO (COOPA 23010) DEL CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS DE ESPAÑA (CSIC) PARA LA REALIZACIÓN DE DOS ESTANCIAS EN EL CENTRO DE EDAFOLOGÍA Y BIOLOGÍA APLICADA DEL SEGURA (CEBAS-CSIC) DURANTE LOS AÑOS 2024 y 2025.
Antecedentes
El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa más consumida en el mundo. En la actualidad se producen cerca de 18 millones de toneladas anuales, en ambientes tan diversos como América Latina, norte de África, China, EUA, Europa y Canadá. América Latina es el mayor productor y consumidor, liderado por Brasil, México, Centroamérica y el Caribe (González-Cueto et al., 2017). Este cultivo constituye una fuente significativa de proteínas, vitaminas y minerales para la dieta humana (Dell’Amico et al., 2017; Calero et al., 2018). Se plantea que, para más de 300 millones de personas en el mundo, el frijol es componente esencial de su dieta diaria (Estrada et al., 2017). Además, diferentes estudios han demostrado que existe una asociación entre la disminución de enfermedades cardiovasculares, diabetes y obesidad con el consumo de semillas de judía. Estas ventajas se atribuyen principalmente a sus compuestos fenólicos (Durazzo et al., 2019) y han sido clasificadas entre las 10 primeras hortalizas comunes en relación a su contenido y actividad antioxidante (Nunes, 2008).
El cambio climático, que provoca eventos meteorológicos extremos, modifica los patrones globales de precipitación y de intensidad y frecuencia de las sequías (Urbina et al., 2015), factor abiótico que afecta en mayor grado a la producción mundial de cultivos y en consecuencia a la de los alimentos (Barrios et al., 2011). En los últimos años, las sequías causadas por el cambio climático global son cada vez más frecuentes, por lo que las investigaciones relacionadas con las respuestas de las plantas al déficit hídrico resultan imprescindibles (Lan, et al., 2011).

Los efectos de la sequía se expresan mediante una serie de cambios morfológicos, fisiológicos, metabólicos y moleculares en las plantas (Abdelrahman et al., 2018), que inhiben su crecimiento y rendimiento (Seckin y Aksoy, 2014). 
Se plantea que el 60 % de la producción mundial de frijol se obtiene bajo condiciones de déficit hídrico, lo que ha llevado a considerar al estrés hídrico como el segundo factor limitante para su rendimiento, después de las enfermedades (Dávila, 2010).

En Cuba, las precipitaciones durante el período seco del año no son suficientes para obtener un desarrollo adecuado de la mayor parte de los cultivos, por lo que el riego es necesario (González-Cueto et al., 2017). En el caso particular del frijol, diferentes autores coinciden en plantear que es un cultivo susceptible, tanto al exceso de humedad como al déficit, durante su ciclo de desarrollo (Polón et al., 2017).
La gestión adecuada del riego requiere un suministro de agua suficiente en cualquier momento del período de cultivo para evitar la sequía y la reducción del rendimiento debido a la escasez de agua. Por lo tanto, el conocimiento del impacto del estrés por sequía y los métodos para identificar los cambios ocurridos en el cultivo son fundamentales para hacer frente al suministro de agua limitado. Existen estrategias de riego que permiten reducir la frecuencia y cantidad de riego en los cultivos con efectos mínimos en los rendimientos convencionales si se validan en escala local, como la aplicación del riego deficitario en función del desarrollo fenológico del cultivo (Mendoza-Pérez et al., 2016)

Los métodos convencionales para monitorear el estrés hídrico de los cultivos se basan en mediciones de la humedad del suelo o en la determinación del potencial matricial en la zona de raíces (Kumar et al., 2020). Sin embargo, a menudo es difícil tener en cuenta la heterogeneidad del suelo en el campo. Además, el estado hídrico del suelo es una forma indirecta de determinar el estado hídrico real de la planta. Por lo tanto, durante las últimas décadas, se han desarrollado varios métodos para monitorear el estrés hídrico de los cultivos directamente en la planta. El monitoreo del estrés hídrico de los cultivos mediante enfoques basados ​​en plantas incluye la determinación de la conductancia estomática, el potencial hídrico foliar, el contenido relativo de agua y mediciones del flujo de savia (Jones, 2004). 
Sin embargo, estos métodos requieren mucho tiempo y trabajo, y algunos son destructivos (Ihuoma & Madramootoo, 2017). Los métodos de teledetección, por el contrario, como los índices espectrales de vegetación y la termografía infrarroja son métodos alternativos interesantes para la práctica debido a su confiabilidad, rapidez de adquisición de datos y naturaleza no destructiva (Ihuoma & Madramootoo, 2017; Mwinuka et al., 2021).

En la búsqueda de vías para aumentar la producción de alimentos, especialmente en las condiciones ambientales imperantes que imponen sequías intensas y prolongadas, surgen diversos productos naturales entre los que se encuentran los bioestimulantes. Estos bioproductos han mostrado la capacidad de estimular el crecimiento y el rendimiento vegetal y de permitir a las plantas tolerar situaciones de estrés (Khan et al., 2019).

En tal sentido Azofert®-F es un inoculante a base de bacterias del género Rhizobium, capaz de asociarse con las plantas leguminosas y formar nódulos en sus raíces, dentro de los cuales fijan el nitrógeno del aire y lo brindan directamente a la planta. Los inoculantes bacterianos tienen la capacidad de producir hormonas como ABA, AIA, fijar el nitrógeno atmosférico al suelo, solubilizar el fósforo y además de estimular la actividad con la enzima ACC desaminasa que regula los niveles de etileno para evitar la pérdida de agua, por tanto, disminuye la densidad y cierre estomático (Estrada et al., 2021).

El PectiMorf® está constituido por una mezcla de oligogalacturónidos con diferentes grados de polimerización que se produce por la degradación enzimática de la pectina presente en la pared celular de los frutos cítricos. Es un estimulante del enraizamiento, crecimiento y diferenciación celular de diferentes especies vegetales; puede activar diferentes mecanismos de defensa y disminuir o atenuar el estrés ambiental en las plantas (Falcón et al, 2015). 

La aplicación de PectiMorf® a plantas inoculadas con Azofert®-F incrementó las variables de nodulación, la fijación y la transformación del nitrógeno, favoreciendo la eficiencia del proceso simbiótico y el crecimiento. Estos 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 (Lara, 2020).


Problema científico:
 El estrés hídrico, dependiendo de su ocurrencia e intensidad, provoca afectaciones negativas en el desarrollo y calidad del cultivo del frijol, 
Hipótesis: 
La inoculación de las semillas con Azofert®-f y aplicaciones foliares de PectiMorf® benefician el crecimiento, el rendimiento y la calidad del cultivo del  frijol común, sembrado en condiciones de deficiencia hídrica del suelo.
Novedad Científica: 
Se determinarán por primera vez los efectos que dos estimulantes cubanos (Azofert®-f y PectiMorf®) ejercen en el crecimiento, las relaciones hídricas, el estado nutricional y el balance hormonal de plantas de frijol cultivadas ante condiciones de estrés abióticos, especialmente cultivadas con deficiencia hídrica del suelo. Además, se introduce la técnica de termografía infrarroja en el estudio de las relaciones hídricas del cultivo del frijol en condiciones de déficit hídrico del suelo. 
Novedad práctica:
Se proponen alternativas en la aplicación de Azofert®-f y PectiMorf® para atenuar los efectos adversos que la deficiencia hídrica del suelo provoca en el frijol.  Por otra parte, con el empleo de la termografía infrarroja, se introducirán otros indicadores de los requerimientos hídricos del cultivo de gran confiabilidad, de fácil obtención y de bajo costo, que facilitará la comprensión de los efectos del déficit hídrico del suelo en el frijol y aportará información necesaria para el cálculo de las necesidades de riego del cultivo.
Objetivo general: 
Evaluar el efecto de aplicaciones de Azofert®-f y PectiMorf® en el crecimiento,  las relaciones hídricas, el estado nutricional y el balance hormonal de plantas de frijol cultivadas en condiciones deficitarias de humedad del suelo. 
Objetivos específicos:
1. Determinar el efecto de la inoculación de las semillas con Azofert®-f  y la aplicación foliar de PectiMorf® en el crecimiento, las relaciones hídricas, el estado nutricional y el balance hormonal de plantas de frijol cultivadas en condiciones deficitarias de humedad del suelo. 
2. Definir el efecto de la inoculación de las semillas con Azofert®-f  y la aplicación foliar de PectiMorf® en  el rendimiento y calidad de los granos de plantas de frijol cultivadas en condiciones deficitarias de humedad del suelo. 
    
DISEÑO EXPERIMENTAL
Objetivo 1. Determinar el efecto de aplicaciones de Azofert®-f a las semillas y la aplicación foliar de PectiMorf® en el crecimiento, el desarrollo, las relaciones hídricas, el estado nutricional y el balance hormonal de plantas de frijol cultivadas en condiciones deficitarias de humedad del suelo.
El cultivar de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) a utilizar para todos los experimentos es Triunfo 70. Morales et al., 2024 informó que este cultivar presentó menor susceptibilidad al déficit hídrico del suelo en la etapa de llenado del grano. 
Experimento 1
Tarea 1.1. Efecto de la inoculación de las semillas con Azofert®-f y la aplicación foliar de PectiMorf® en el crecimiento, el desarrollo y las relaciones hídricas de plantas de frijol cultivadas en condiciones deficitarias de humedad del suelo.
Se realizarán dos experimentos  en diferentes períodos cada uno, (enero a marzo) y (octubre a diciembre) ambos se  realizarán en el área central del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), en condiciones semicontroladas, contenedores de hormigón de 2,60 m de largo por 0,60 m de ancho (1,56 m2) que contienen suelo Ferralítico Rojo Lixiviado de la provincia de Mayabeque. En cada contenedor se sembrarán 44 plantas de frijol dispuestas en dos hileras separadas a 0,40 m y un espaciamiento entre plantas de 0,11 m. Se utilizarán cuatro tratamientos de riego:
T1- Reposición del 100% de la ETc durante todo el ciclo del cultivo.+ Inoculación de la semilla con Azofert®- f (Control) 
T2 - Reposición del 100% de la ETc + Inoculación de la semilla con Azofert®- f + PectiMorf® 
T3 – Suspensión del riego por 15 días en la etapa de llenado del grano (entre 40-55 DDS) + Inoculación de la semilla con Azofert®- f
T4- Suspensión del riego por 15 días en la etapa de llenado del grano (entre 40-55DDS) + Inoculación de la semilla con Azofert®- f + PectiMorf®
Las plantas correspondientes a T3 y T4, recibirán la reposición del 100 % de la ETc, antes y después del período de 15 días de suspensión del riego. La ETc es la Evapotranspiración estándar del cultivo.
Las semillas serán inoculadas con Azofert®-f (200 mL por 50 kg de semilla y aspersión foliar de PectiMorf® a los 30 DDS, utilizando para ello la dosis 200 mg ha-1, según investigaciones que se han realizado en el Departamento de Fisiología y Bioquímica Vegetal, INCA.
El riego se aplicará mediante un sistema de micro aspersión automatizada y la entrega del agua se controlará mediante válvulas colocadas en cada tratamiento.
El cálculo de la ETo (evapotranspiración del cultivo de referencia) y ETc se realizará mediante el empleo del Programa CropWat 8.0 y utilizando una serie de datos de 31 años de la estación meteorológica de Tapaste, ubicada aproximadamente a 400 metros del sitio experimental. 
La evapotranspiración del cultivo bajo condiciones estándar se calculará mediante la siguiente ecuación: 
ETc = ETo * Kc
Donde:
· ETc. Evapotranspiración del cultivo [mm d-1],
· Kc. Coeficiente del cultivo [adimensional],
· ETo. Evapotranspiración del cultivo de referencia [mm d-1].

Los coeficientes de cultivo Kc a emplear serán los siguientes:
Kc inicio= 0,15; Kc medio= 1,10; Kc final= 0,35, propuestos para la región por FAO 2006.
Humedad volumétrica del sustrato: Se realizarán semanalmente mediciones del contenido volumétrico de agua en el suelo en 10 repeticiones por tratamiento a 20 cm de profundidad, mediante un equipo HD2 Precise Moisture Measurement equipado con una sonda Moisture Sensor TRIME®- PICO TDR Technology, Germany calibrada con la calibración interna Nº 2 de la propia sonda. 
Contenido Relativo de Agua (CRA): El contenido relativo de agua se determinará según la metodología de Turner (1981) en 5 plantas por tratamiento a las 9 am.
Para el cálculo del valor se utilizará la siguiente ecuación: 
CRA = [(Mf - Ms) / (Mt - Ms)] 100 (%) 
Donde: 
•	Mf:   es la masa fresca en el momento del muestreo, 
•	Ms: es la masa seca de las hojas después de secadas en estufa a 80 0C hasta masa constante 
•	Mt: es la masa turgente de las hojas tras su saturación en agua destilada durante 24 horas a 4 0C en la oscuridad.
Evaluación del crecimiento 
Estas evaluaciones se harán en cinco (5) plantas al inicio de la suspensión del riego y en otras cinco al término de la suspensión del riego.
A los 40 y 55 días después de la siembra (DDS) se tomarán 10 plantas por tratamiento y se determinarán las siguientes variables:
· Número de nódulos en raíz.
· Viabilidad de los nódulos.
· Superficie foliar
· 	Masa seca de (raíces, tallos y hojas) y totales 
A partir de estos datos, se calculará la Relación masa seca de la raíz/ masa seca de la parte aérea y otros índices del crecimiento de acuerdo con Villalba et al., (2017): Tasa Relativa de Crecimiento (TRC), Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC) y Tasa de asimilación neta (TAN), etc.
Para la superficie foliar se utilizará un integrador de área foliar AMP-300 y las masas secas de los diferentes órganos se obtendrán por secado en estufa de tiro forzado a 80 ºC hasta peso constante.
Contenido de clorofilas expresado como Unidades SPAD
Se tomarán 10 hojas por tratamiento y se medirá a los 40 y 55 días después a la siembra (DDS) utilizando un Medidor Portátil de Clorofila MINOLTA. SPAD 502 Plus.   
Producción de granos por las plantas.
Se seleccionarán 20 plantas por tratamiento y se determinarán las siguientes variables: 
	Número de vainas
	Número de granos por vaina
	Masa de 100 granos 
	Masa de granos por planta

Evaluación de la termografía infrarroja.
Se evaluará semanalmente en 5 repeticiones por tratamiento. 
La cámara que se utilizará es del modelo FLIR E40 System, Inc., UK, la cual combina infrarrojo de alta resolución, con imágenes del espectro visible. Las imágenes se tomarán a 0,5 m de distancia y se procesarán mediante el software Therma Cam Reacher Professional 2.10 FLIR Quick Report.
La fotografía debe hacerse siempre de espalda al sol, en el mismo punto de referencia, y con el mismo ángulo de horizontalidad (perpendicular a la planta) y altura desde el suelo, a fin de garantizar homogeneidad en la posición de las fotos y comparar la evolución de este indicador.
De los termogramas se obtendrá la temperatura de cada uno de los individuos, estableciendo primeramente una temperatura de fondo común a todos ellos (temperatura reflejada). La temperatura de fondo se establecerá calculando la temperatura de radiación de un papel de aluminio arrugado (simulando una hoja) y fijando su valor de emisividad en 1,0 (Jones et al., 2002). La emisividad de las hojas se fijará en 0,96 (Jones 2004; Grant et al., 2006; Leinonen et al., 2006).
Estas imágenes permitirán determinar los siguientes índices de temperatura:
· Crop Water Stress Index (CWSI) =
T dry – T leaf


T dry – T wet



· IG (Jones, 1992) =
T dry – T leaf


T leaf – T wet



Donde: 
Tdry: temperatura a mínima transpiración: Se obtendrá tapando una hoja con vaselina.
Twet: temperatura a máxima transpiración: Humedeciendo una hoja con agua y un poco de jabón justo antes de la medida.
Tleaf: temperatura de la hoja
Además, se realizará un experimento en condiciones controladas (cámara de crecimiento) donde las plantas de frijol se cultivarán con aplicaciones de Azofert®-f y PectiMorf® las semillas serán inoculadas con Azofert®-f (200 mL por 50 kg de semilla y aspersión foliar de PectiMorf® a los 30 DDS, utilizando para ello la dosis 200 mg ha-1y con dos niveles de riego: Control (100 % de la ETC) y deficitario (suspensión del riego en la etapa de llenado del grano). (España) Este experimento se propone realizarlo en dos momentos (2024 y 2025).
A lo largo de los ensayos se medirá:
Humedad volumétrica del sustrato, el contenido relativo de agua CRA, el potencial hídrico foliar Ψf, el potencial osmótico actual Ψo act. y saturado Ψo sat (ajuste osmótico), la conductancia estomática, la tasa fotosintética, el contenido en clorofila, la temperatura foliar y la eficiencia intrínseca del uso del agua como Pn gs-1 (WUEi). Así como, la biomasa de las plantas, vainas y granos. (Pn gs-1) = Tasa fotosintética/conductancia estomática.
La mayoría de las determinaciones antes indicadas, se realizarán con el equipamiento y los protocolos establecidos para las mismas en el Dpto. de Riego del CEBAS.
Evaluación del crecimiento 
A los 40 y 55 días después de la siembra (DDS) se tomarán 10 plantas por tratamiento y se determinarán las siguientes variables:

· Superficie foliar
· Masa seca de (raíces, tallos y hojas) y totales 
· Nodulación (Número y viabilidad)
A partir de estos datos, se calculará la Relación masa seca de la raíz/ masa seca de la parte aérea y otros indicadores del crecimiento y desarrollo de acuerdo con Villalba et al., (2017): Tasa Relativa de Crecimiento (TRC), Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC) y Tasa de asimilación neta (TAN), etc.
Para la superficie foliar se utilizará un integrador de área foliar AMP-300 y las masas secas de los diferentes órganos se obtendrán por secado en estufa de tiro forzado a 80 ºC hasta peso constante.
Evaluación del rendimiento
Se seleccionarán 20 plantas por tratamiento y se determinarán las siguientes variables: 
· Número de vainas
· Número de granos por vaina
· Masa fresca y seca de 100 granos 
· Masa de granos por planta

Experimentos 2 y 3
Efecto de la inoculación de las semillas con Azofert®-f y aplicación foliar de PectiMorf® en  el rendimiento y calidad de los granos de plantas de frijol cultivadas en condiciones deficitarias de humedad del suelo.
Se realizará un experimento en condiciones controladas (cámara de crecimiento) donde las plantas de frijol se cultivarán con aplicaciones de Azofert®-f y PectiMorf® las semillas serán inoculadas con Azofert®-f (200 mL por 50 kg de semilla y aspersión foliar de PectiMorf® a los 30 DDS, utilizando para ello la dosis 200 mg ha-1y con dos niveles de riego: Control (100 % de la ETC) y deficitario (suspensión del riego en la etapa de llenado del grano). (España 2025) 
En este experimento, se evaluará a los 65 DDS en todos los tratamientos, el estado nutricional (contenido mineral) y distintas hormonas como el Ácido absícico (ABA), el ácido Indol acético (AIA) y citoquininas en hojas. Así cómo, algunos metabolitos asociados con la calidad del grano (aminoácidos, proteínas y lípidos). Y el contenido de nutrientes.
El contenido mineral de hojas se determinará con el analizador ICP-OES IRIS INTREPID II XDL y el análisis de metabolitos primarios mediante Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear 1H (servicio de ionomica y metabolómica del CEBAS, respectivamente).
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