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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 las variables meteorológicas, 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). Las plantas lo obtienen de los compuestos nitrogenados disponibles en el suelo como resultado de reacciones químicas por  la acción de microorganismos, eventos naturales o la actividad del hombre. El nitrato es la principal fuente de nitrógeno y las plantas destinan gran parte de sus reservas de carbono y energía para su toma y asimilación (Lancien et al., 2000; Inocuchi et al., 2002). 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 inductores de los genes 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., 2016).
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 nitrogenados 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 la masa de los granos y el rendimiento (Hernández y Salido, 2019), además incrementa el contenido de nitrógeno en las hojas (Martínez et al., 2016) y minimiza los efectos ocasionados por el estrés abiótico (Estrada et al., 2017). 
En otras leguminosas, como la soya, la aplicación combinada de Azofert® con bioestimulantes no microbianos 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.
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).
A pesar de que no son pocos los resultados que se tienen con el empleo de estos productos, hasta la fecha la literatura científica no cuenta con estudios que respalden el modo de acción del bioestimulante Pectimorf® en plantas inoculadas con Azofert®, investigaciones que podrían tributar a un mejor empleo y aprovechamiento de los productos en cultivos de interés económico como el frijol. Por tanto, se propone como:
Problema científico
¿Será posible mejorar la nutrición nitrogenada, el crecimiento, rendimiento y calidad de los granos de plantas de frijol tratadas con los bioestimulantes Azofert®-F y Pectimorf®?
 Hipótesis de trabajo
La aplicación del bioestimulante Pectimorf® contribuye a mejorar la nutrición nitrogenada, el crecimiento, rendimiento y calidad de los granos de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F.


Basado en esta hipótesis se plantea como objetivo general:
Determinar el efecto de la aplicación de Pectimorf® en indicadores metabólicos, fisiológicos y productivos en  plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con Azofert®-F.
Para dar cumplimiento al objetivo general se trazaron los siguientes objetivos específicos:
1. Seleccionar 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. 
2. Determinar el efecto de Pectimorf® en el metabolismo del nitrógeno en plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F. 
3. Evaluar el efecto de Pectimorf® en el rendimiento y en la calidad del cultivo del frijol inoculado con Azofert®-F.
Novedad científica: Se establecen las bases científicas que demuestran el efecto de una mezcla de oligogalacturónidos en la nutrición nitrogenada, el crecimiento, rendimiento y calidad de los granos en el cultivo del frijol inoculado con Rhizobium, lo que constituye una novedad científica para Cuba y el mundo. Además de que marcará el comienzo de las investigaciones para la creación de un nuevo bioestimulante, con el propósito de potenciar el rendimiento y la calidad de leguminosas de interés económico.
Importancia teórica
Se realizan aportes al conocimiento sobre el efecto de los bioestimulantes Azofert-F® y Pectimorf® en el metabolismo del nitrógeno, en la fisiología y en el desarrollo del cultivo del frijol.
Importancia práctica
Los resultados permitirán diseñar un nuevo bioestimulante con mayor efecto en la nutrición, el crecimiento y rendimiento del frijol, lo que constituirá un nuevo bioproducto al alcance de los productores.
[bookmark: _Toc9180398]MATERIALES Y MÉTODOS
Diseño Experimental	
El material vegetal que se utilizará en este proyecto serán plantas de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) var. Cuba Cueto-25-9-N. Respecto a los bioestimulantes se empleará el inoculante comercial Azofert®-F, con Registro No. 002/17 y patente concedida por resolución OCPI No. 556 /2002, a base de la cepa de referencia Rhizobium tropici CIAT 899 a una concentración de 1 x1010 UFC mL-1, que se aplica en dosis de 200 mL por cada 46.04 kg de semilla en el momento de la siembra. La mezcla de oligosacáridos pécticos (oligogalacturónidos) conocido comercialmente como Pectimorf® (Pm), con Registro No. RCF 017/18, se empleará a 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 aplica 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 aplica por aspersión foliar en plantas cuyas semillas se inocularán previo a la siembra con el bioestimulante microbiano. 
En el estudio se empleará como sustrato para el crecimiento de las plantas suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico, éutrico, proveniente de áreas del INCA (Hernández et al., 2015). Su análisis químico se realizará en el laboratorio de Biofertilización y Nutrición de las Plantas del INCA, para ello se tomarán muestras de suelo de 0-20 cm de profundidad y se emplearán los métodos descritos por Paneque et al. (2010).
Los experimentos se realizarán bajo un Diseño Completamente Aleatorizado y se repetirán en varias ocasiones para comprobar la reproducibilidad de los resultados.
1. Seleccionar 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.

Tarea 1. Determinar el 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 cubrirán con una mezcla de Pectimorf® y el inoculante Azofert®-F a las dosis y concentraciones referidasen un volumen de 400 mL por cada 46,04 kg de semilla.Se establecerán siete tratamientos: uno se tratará solo con Azofert®-F y el resto de los tratamientos corresponderán a cada una de las concentraciones y dosis de Pectimorf® mencionadas anteriormente. Las plantas crecerán 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 11 cm de altura y 8 cm de diámetro, con 0,55 kg de capacidad de suelo y se regarán cada día con agua corriente. En la etapa de crecimiento R5, 35 días después de la siembra (DDS), cuando las plantas presenten los primeros botones florales, se realizarán en 20 plantas por tratamiento evaluaciones de algunas variables de nodulación y de crecimiento, así como la estimación del contenido relativo de clorofilas totales (u SPAD planta-1) en la parte central sin nervadura del tercer trifolio con el empleo de un medidor portátil de clorofilas (MINOLTA SPAD 502 plus).
Variables de nodulación
1. Número de nódulos totales por planta (u planta-1)
1. Masa seca de nódulos totales (g planta-1): La masa seca se determinará 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 realizará 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 harán 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 realizaran 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 determinaráen una balanza analítica (Sartorius CPA 3245) con un margen de error de 0,1 mg, después de mantenerlos 72 horas a 75oC en una estufa (BINDER, USA). 
[bookmark: _Toc9180406]Tarea 2. Determinar el 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 inocularán con Azofert®-F en el momento de la siembra, a la dosis y concentración referida. Cuando las plantas tengan el segundo par de hojas trifoliadas (etapa de crecimiento V3), se asperjarán con 1,5 mL de Pectimorf® por planta, a las diferentes concentraciones y dosis referidas. Se establecerán siete tratamientos: uno se tratará solo con Azofert®-F y el resto de los tratamientos corresponderán a cada una de las concentraciones y dosis de Pectimorf® mencionadas anteriormente. Las plantas crecerán bajo las mismas condiciones que las del experimento anterior. En la etapa de crecimiento R5 (35 DDS) se evaluarán variables de nodulación y de crecimiento y se estimará el contenido relativo de clorofilas totales, según epígrafe 1.1, en 20 plantas por tratamiento.
2. Determinar el efecto de Pectimorf® en el metabolismo del nitrógeno en plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F.
Para realizar los experimentos correspondientes a este objetivo se seleccionarán las concentraciones de Pectimorf® que mejores resultados muestren en la nodulación y el crecimiento de las plantas en las distintas formas de aplicación.  
Tarea 1. Determinar el efecto de Pectimorf® en indicadores de la fijación biológica del nitrógeno y en el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F.
Tarea 1.1 Determinar el efecto de Pectimorf® en indicadores de la fijación biológica del nitrógeno y en el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones controladas.
La mezcla de OGAs (Pectimorf®) se aplicará 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 tengan el segundo par de hojas trifoliadas (etapa de crecimiento V3). Además, se establecerá un tratamiento en el que las plantas solo estarán inoculadas y otro en el que las plantas se suplementarán en el riego con 5 mM de nitrógeno. Los tratamientos quedarán conformados de la forma siguiente:
	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


Las plantas crecerán en condiciones controladas en vermiculita estéril, a 25-27oC y 50-70 % de humedad relativa con un fotoperíodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad. Las plantas se regarán alternando solución nutritiva (Summerfield et al., 1977) deficiente de nitrógeno con agua desmineralizada, excepto en el primer tratamiento, donde las plantas se regarán sólo con solución nutritiva (Summerfield et al., 1977) rica en nitrógeno (5 mM).
En la etapa de crecimiento correspondiente a V3, V4 y R5 se cuantificarán los nódulos formados en las raíces (u planta-1), la masa seca de los nódulos totales formados por planta (g planta-1) y la actividad Nitrogenasa por el método de reducción del acetileno, descrito por Hardy et al. (1968). También se determinarán los niveles relativos de expresión de Glutamina sintetasa (GS) y Glutamato sintasa (GOGAT), 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, en V3 y V4, mediante la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) utilizando SyBR Green en el 7300 Real-Time PCR System. En el ensayo se evaluarán las variables de crecimiento: longitud del tallo y radical (cm planta-1) y la masa seca aérea y radical (g planta-1) y se determinará la efectividad de la fijación biológica del nitrógeno a partir de la media de la sumatoria de las masas secas de cada uno de los órganos de estas plantas. Para las determinaciones se emplearán 15 plantas por tratamiento.
Tarea 1.2 Determinar el efecto de Pectimorf® en indicadores de la fijación biológica del nitrógeno y en el crecimiento de plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F, en condiciones semicontroladas.
Los bioestimulantes se aplicarán a iguales dosis que las informadas para el epígrafes 1. En el caso de Pectimorf®, se aplicarán las dosis correspondientes a las concentraciones seleccionadas y se establecerán 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
Las plantas crecerán en condiciones de invernadero en envases de 11 cm de altura y 8 cm de diámetro, con 0,55 kg de capacidad de suelo y se regarán cada día con agua corriente. Las variables meteorológicas promedios se calcularán a partir del registro mensual por la Estación Meteorológica de Tapaste No. 78374, ubicada en el Km 3 ½ Carretera Tapaste-San José, San José de las Lajas, provincia Mayabeque.
En la etapa de crecimiento R5 se determinará 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). Se determinará, además, el contenido de ureidos en los exudados xilemáticos mediante el método de detección espectrofotométrico de Young y Conway (1942). Otra de las variables evaluadas será el contenido de los nutrientes nitrógeno y fósforo en las hojas trifoliadas. Las determinaciones de este último indicador se realizarán mediante las metodologías descritas en el Manual de Técnicas de Laboratorio (Paneque et al., 2010). Para determinar el contenido de nitrógeno se empleará el método Nessler y para el fósforo el reactivo azul de molibdeno. Para las determinaciones se emplearán 15 plantas por tratamiento.
Tarea 2. Determinar el efecto de Pectimorf® en el metabolismo del nitrógeno proveniente del suelo en plantas de frijol inoculadas con Azofert®-F.
Los bioestimulantes se aplicarán a iguales dosis que las informadas para el epígrafe 1, en el caso de Pectimorf® se aplicarán las dosis correspondientes a las concentraciones seleccionadas. Para evaluar el efecto de Pectimorf® se establecerán los mismos tratamientos que en el epígrafe 2.
Las plantas crecerán en condiciones de invernadero, en el periodo óptimo para el desarrollo del frijol, en macetas plásticas (x cm de altura y x cm de diámetro, con x kg de capacidad de suelo) y se regarán cada día con agua corriente. Las variables  meteorológicas,  temperatura y humedad, se determinarán a partir del registro mensual por la Estación Meteorológica de Tapaste No. 78 374, ubicada en el Km 3 ½ Carretera Tapaste-San José, San José de las Lajas, provincia Mayabeque. En la etapa de crecimiento correspondiente a V3, V4 y R5, se evaluará la nodulación y crecimiento de las plantas e indicadores bioquímicos del metabolismo del nitrógeno en raíces y hojas. Para ello se emplearán 15 plantas por tratamiento. 
Variables de nodulación
1. Número de nódulos totales por planta (u planta-1)
1. Masa seca de nódulos totales (g planta-1): La masa seca se determinará 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)
· Área foliar (mm2 planta-1)
· Diámetro del tallo (mm planta-1): La determinación se realizará 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 harán 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 realizaran 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 determinará en una balanza analítica (Sartorius CPA 3245) con un margen de error de 0,1 mg, después de mantenerlos 72 horas a 75oC en una estufa (BINDER, USA). 

Metabolismo del nitrógeno
· Actividad nitrato reductasa (Blondel y Blanc, 1975). 
· Actividad glutamina sintetasa (Rhodes et al., 1975) 
· Actividad glutamato sintasa (Groat y Vance, 1981) 
· Actividad glutamato deshidrogenasa (Joy, 1969)
· Contenido de proteínas solubles totales (Sun, 1994) 
· Contenido de nitratos (Cataldo et al., 1975)
· Contenido de nitrógeno (Paneque et al., 2010)
· Eficiencia en la utilización de nitrógeno. Se expresará como tejido seco de hojas divido por la concentración total de nitrógeno (Baethgen y Alley, 1989). 
·     Eficiencia en la absorción de nitrógeno: Contenido total de nitrógeno dividido entre la masa seca radical (Baethgen y Alley, 1989). 

3. Evaluar el efecto de Pectimorf® en el rendimiento y en la calidad del cultivo del frijol inoculado con Azofert®-F.
[bookmark: _GoBack] Se establecerán los mismos tratamientos que en el epígrafe 2 y se evaluarán dos tratamientos más, en los que el Pectimorf® se aplicará de forma foliar en dos momentos V3 y R5 a las concentraciones seleccionadas anteriormente. Como consecuencia de las limitaciones existentes, aún no se decide si este experimento se realizará en campo o en macetas.


Tarea 1. Determinar el efecto de Pectimorf® en el rendimiento del cultivo del frijol inoculado con Azofert®-F.
En la etapa de crecimiento R9, cuando las vainas de las plantas hayan cambiado de color verde a amarillo uniforme, se determinarán algunas variables de rendimiento:
· Número de granos por vaina (u vaina-1)
·  Número de granos por planta (u planta-1) 
·  Número de vainas por planta (u planta-1) 
· Masa fresca de 100 granos (u planta-1) 
· Masa de los granos por planta (al 12-14% de humedad)(u planta-1)
Tarea 2. Determinar el efecto de Pectimorf® en la calidad del cultivo del frijol inoculado con Azofert®-F.
A los granos de las plantas correspondientes a cada uno de los tratamientos se les evaluarán algunos indicadores de calidad nutricional, que incluye:  
· Concentración de proteínas (Bradford, 1976) 
· Contenido de carbohidratos (Sadasivam y Manickam, 1996)
· Contenido de compuestos fenólicos (Singleton y Rossi, 1965)
· Contenido de minerales: Fe, P, Zn, Ca, Mg, K (NCTS-368, 2010)
· Compuestos nutracéuticos (inhibidores de proteasas)
· Tiempo de cocción (Mora, 1984)
Análisis Estadístico
Todos los resultados se procesarán 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, 2014. Para comprobar la normalidad de los datos se utilizará la prueba de Kolmogorov–Smirnov y para la homogeneidad de varianzas se empleará el estadístico de Levene. Los gráficos se realizaron en el programa Microsoft Excel 2010.
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