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RESUMEN 

El uso de biofertilizantes  en la agricultura permite asegurar la productividad de los cultivos a un costo  bajo y con un consumo mínimo de fertilizantes químicos. El Azofert® es un  biopreparado a base de cepas de rizobios, que ejerce un efecto beneficioso en  la fijación biológica del nitrógeno. Biobras-16 y Quitomax son bioestimulantes  que ayudan a la planta a afrontar diversos tipos de estrés e incrementar los  rendimientos; sin embargo, no existe información acerca del efecto de la  aplicación de estos bioestimulantes a las semillas de frijol, previo a la  inoculación con el biofertilizante. El objetivo de este trabajo fue determinar  el efecto de Biobras-16 y Quitomax en la nodulación y el crecimiento de plantas  de frijol, biofertilizadas con Azofert®. Un día antes de la siembra, las  semillas fueron asperjadas con dos concentraciones de Quitomax y Biobras-16 y  en el momento de la siembra, se inocularon con Azofert® y se colocaron en  macetas con suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico, éutrico. A los 35 días se  realizaron las siguientes evaluaciones a diez plantas por tratamiento: número  de nódulos y masa seca de los mismos, longitud del tallo y la raíz, masa seca  de ambos órganos y contenido de clorofilas, nitrógeno y fósforo en las hojas.  Los resultados mostraron que la aspersión de las semillas, con determinadas  concentraciones de Biobras-16 o Quitomax y la inoculación con Azofert®  estimularon, de forma general, el crecimiento de las plantas; destacándose el  efecto de Biobras-16, que también incrementó la concentración de clorofilas y  nitrógeno en las hojas.
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ABSTRACT

Biofertilizers use in agriculture allow to ensure  culture productivity, reducing chemical fertilizers and cost. Azofert® is a  bioprepared composed by rizobia strains, with a positive effect on biological  nitrogen fixation. Biobras-16 and Quitomax are natural bioactive products,  considered as biostimulants which help plant to face various kinds of stresses  and increase yields; however there is no information about the effect of the  application of these biostimulants to seeds before biofertilizer inoculation on  bean crop. The objective of this work was to determinate the Biobras 16 and  Quitomax effect on nodulation and growth of common bean biofertilized with  Azofert®. Two concentrations of Quitomax and  Biobras-16 were applied on seeds the day before sowing and with Azofert® at the  sowing moment, then they were put on Ferralític Red Lixiviated típic éutrico  soil. 35 days after sowing were determined in ten plants by treatment: number  and dry weight of nodules, shoot and root length and dry weight. Determination  of leaf chlorophyll, nitrogen and phosphorus were  also made. The results showed that application of specific concentration of  Biobras-16 and Quitomax plus Azofer®t inoculation; stimulate, in a general way,  the growth of plants; mainly with Biobras-16, which also increased leaf  chlorophyll and nitrogen contents.
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INTRODUCCIÓN

El frijol (Phaseolus vulgaris)  es uno de los alimentos más importantes de la dieta diaria en la mayoría de los  países de América Latina, debido al alto porcentaje de proteína (20-28 %) y  aminoácidos esenciales que contienen sus granosA. El nivel de producción del frijol en  Latinoamérica es relativamente bajo, no se obtienen los resultados de cosecha  esperados, debido a diversos factores que afectan la productividad del cultivo,  incluyendo los cambios drásticos en el clima, la presencia de plagas y  enfermedades y la deficiencia de nutrientes en los suelos.

  

  Como respuesta al uso desmedido de los fertilizantes de síntesis química y a  los problemas ambientales que causan, se estimula cada vez más, la  implementación de una agricultura sostenible, que permita cultivar el suelo,  dañando lo menos posible el medio ambiente (1). En este contexto, particular  importancia se le ha brindado a los microorganismos benéficos (2, 3). Al ser  una leguminosa, el frijol tiene la capacidad de asociarse con las bacterias del  suelo capaces de formar nódulos en las plantas, conocidas como rizobios (4, 5).  Estos microorganismos le proporcionan a la planta nitrógeno a partir de la  fijación biológica del dinitrógeno atmosférico (FBN). El  establecimiento de esta simbiosis es un proceso complejo, que implica un intercambio coordinado de múltiples señales  entre la planta huésped y su microsimbionte (6).

  

  Por otra parte, en la agricultura existe una gama de bioestimulantes con efecto  antiestrés y capacidad para incrementar los rendimientos (7–10). El Quitomax es  una formulación líquida que tiene como ingrediente activo polímeros de  quitosana, que se obtienen, fundamentalmente, del exoesqueleto del cangrejo, camarón  o langosta (11, 12). La quitosana ha sido ampliamente usada en la agricultura,  principalmente por poseer actividad antimicrobiana (13, 14), inducir  resistencia en plantas (15), además de promover el crecimiento vegetal (16).  Biobras-16 es una formulación que tiene como ingrediente activo un análogo  espirostánico de brasinoesteroides, que posee  como principales características: incrementar los rendimientos, aumentar la  calidad de las cosechas e incrementar la tolerancia a condiciones de estrés  ambiental (déficit hídrico, salinidad en el suelo, altas temperaturas). Está  demostrado, además, que no produce daños fisiológicos, por lo que ha sido  ampliamente utilizado en diferentes cultivos como arroz, maíz, soya, tomate,  entre otros (17).

  

  Sin embargo, se desconoce el efecto que puede ejercer la aplicación previa de  estos productos bioactivos a semillas de frijol que serán inoculadas, en el  momento de la siembra, con biofertilizantes como el Azofert®.

  

  El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto que la aplicación de  determinadas concentraciones de Biobras-16 y Quitomax ejercen en la nodulación  y el crecimiento de plantas de frijol,  variedad Cubacueto 25-9, biofertilizadas con Azofert®.

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

El experimento fue  realizado en el Departamento de Fisiología y Bioquímica Vegetal del Instituto  Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA). 50 semillas de frijol cv. Cubacueto 25-9 (18), 24  horas antes de la siembra, con 3 x 10-3 L de dos concentraciones de Biobras-16 y dos de Quitomax, según cada  tratamiento. En el momento de la siembra, cada semilla se inoculó con 1 mL de  Azofert®, cepa Rhizobium  leguminosarum CF1, a una concentración de 5,4 x  108 Unidades formadoras de colonias (UFC) mL-1. Se  utilizaron como controles un tratamiento sin productos (control sin aplicación)  y un tratamiento solamente inoculado con Azofert®. Los tratamientos quedaron  conformados de la forma siguiente:

  

  1-Control sin aplicación

  

  2-Azofert®

  

  3-Azofert®+Quitomax (100 mg L-1)

  

  4-Azofert®+Quitomax (500 mg L-1)

  

  5-Azofert®+Biobras-16 (0,005 mg L-1)

  

  6-Azofert®+Biobras-16 (0,05 mg L-1

  

  Las semillllas fueron sembradas en macetas con 250 g de suelo Ferralítico  Rojo Lixiviado típico, éutrico (19) y las mismas se colocaron en un cuarto de luces, manteniéndose en condiciones de 24 ± 2 °C de temperatura, 12 horas luz de fotoperíodo y una humedad relativa del 70 %,  durante 35 días. Las plantas se regaron diariamente con agua corriente.

  

  Las características agroquímicas del suelo, se determinaron de acuerdo con lo  establecido (20) y se presentan en la Tabla I;  mientras que las características microbiológicas, relacionadas con la presencia  de rizobios, aparecen en la Tabla II.



  

  

  

  Al final del experimento (35 días después de la siembra), se tomaron diez  plantas por tratamiento y se les realizaron las siguientes evaluaciones por  planta: número de nódulos totales y masa seca nodular, longitud y masa seca de  las raíces y la parte aérea. Además, se estimó la concentración de clorofilas  totales en las hojas, utilizando un equipo Spad 502 y se tomaron tres muestras  de 0,2 g de hojas por tratamiento para determinar el contenido de nitrógeno y  fósforo. Estas determinaciones se realizaron por el método colorimétrico,  empleando el reactivo de Nessler para el N y el azul de molibdeno para el P  (20).

  

  Los datos fueron procesados por análisis de varianza de clasificación simple.  Se utilizó el test de comparación de rangos múltiple de Duncan para α<0,05,  con el objetivo de discriminar diferencias entre las medias. Todos los gráficos  fueron realizados con el programa Microsoft Excel 2010.

 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

En la Figura 1 se  presentan los resultados del efecto de los tratamientos sobre el número de  nódulos totales (A) y masa seca de nódulos (B), en las plántulas de frijol.





  

  En el número de nódulos formados, en el tratamiento Biobras-16, su mayor  concentración (T6) fue el que más se destacó, sin diferencias significativas  con el tratamiento con Azofert®. Similares resultados se obtuvieron con la  combinación con el brasinoesteroide a la menor concentración (T5). El empleo de  Quitomax a las concentraciones de 100 y 500 mg L-1 disminuyó el  número de nódulos formados, sin diferencias significativas con el control  absoluto (T1)  (Figura 1A).

  

  Al analizar la masa seca nodular, de igual forma los mejores resultados se  obtuvieron con el tratamiento inoculado (T2) y aquellos que, además, contenían  Biobras16 (T5 y T6) (Figura 1B), aunque estos últimos tampoco difirieron de los  tratamientos con Quitomax (T3 y T4) ni del control (T1).

  

  En otros estudios realizados se demostró que la  inmersión de semillas de soya durante una hora en una solución de Biobras-16  (0,05 mg L-1), mejoró la respuesta de la interacción simbiótica Bradyrhizobium-soya,  incrementando tanto el número de nódulos como las masas fresca y seca de los  mismos (21).

  

    Se ha observado, en trabajos con plantas de frijol cv. Arka Suvidha asperjadas  con 0,1, 5 µM de homobrasinolida (HBL) o epibrasinólida (EBL) en la fase de  floración, que los brasinoesteroides estimularon el número de nódulos, la masa  de las raíces noduladas y la longitud de las raíces, destacándose la EBL a la  concentración de 5 µM como el tratamiento más efectivo (22).

  

    En cuanto al efecto de los quitosacáridos en la nodulación in vitro de plántulas de  soya, inoculadas con Bradyrhizobium  elkaniiB,  se encontró que concentraciones de hasta 100 mg L-1 no modificaron  el número de nódulos, mientras que las concentraciones de 500 y 1000 mg L-1 redujeron significativamente la aparición de estas estructuras en las raíces.

    

      Existen diversos factores que afectan la nodulación y la fijación biológica de  nitrógeno en frijol. Entre ellos la amplia variación que se presenta entre  genotipos y su capacidad de fijación simbiótica, donde los cultivares de hábito  indeterminado trepador resultan más eficientes. Otros factores ambientales como  acidez, toxicidad de aluminio y manganeso, la disponibilidad de fósforo en el  suelo, la temperatura ambiente y la competencia con cepas nativas, también  afectan significativamente la capacidad de nodulación y de fijación biológica  del nitrógeno por esta leguminosa (23, 24).

    

      Al analizar la longitud de la parte aérea se pudo observar que solamente la  aspersión foliar con 0,05 mg L-1 de BB-16 fue capaz de incrementar  significativamente este indicador en las plantas inoculadas con el  biofertilizante.

    

      Por otra parte, se debe destacar que el Azofert® estimuló significativamente  este indicador en comparación con las plantas del tratamiento control (Figura  2A). En la longitud de las raíces, igualmente el tratamiento con Azofert®+0,05  mg L-1 de BB-16 fue el que mostró los resultados superiores (Figura  2B). 





  

  La masa seca aérea fue mayor en el tratamiento T5 (Azofert®+BB-16 0,005 mg L-1)  y menor para los tratamientos control e inoculado solamente (Figura 2C).  Mientras que la masa seca radical (Figura 2D) se vio favorecida con la  combinación de Azofert®+Quitomax (500 mg L-1) y de  Azofert®+Biobras-16 (0,05 mg L-1).

  

  Se ha reportado que el tratamiento a semillas de frijol cv. Cuba-Cueto 25-9 con  rizobios, incrementa la altura de las plantas con respecto a plantas no  inoculadas (25). En esta investigación, aunque todos los tratamientos superaron  al control, los mejores resultados, de forma general, se obtuvieron cuando se  asperjaron las semillas con Biobras-16 (0,05 mg L-1) y  posteriormente se inocularon con Azofert®. Diversos autores han demostrado que  los brasinoesteriodes son capaces de estimular el crecimiento de los órganos de  la planta (26).

  

  En cuanto a la estimulación del enraizamiento, se ha visto que la inmersión de  esquejes de guayaba (Psidium  guajava L.), durante 15 minutos, en una solución de BB-16 0,05  mg L-1 indujo el enraizamiento y estimuló el crecimiento de las  posturas (17).

  

    En dos especies de orquídeas, las aspersiones foliares repetidas con BB-16  (0,05 mg L-1) incrementaron tanto el número de pseudobulbos o tallos  como el número de raíces, además de favorecer la coloración de las plantas y la  calidad de las flores (27).

  

  En soya, la aspersión foliar de Biobras-16  (20 mg ha-1) en plantas de tres variedades inoculadas con Bradyrhizobium japonicum y Glomus clarum,  arrojaron resultados satisfactorios (28).

  

    Otros autores han informado que el tratamiento de semillas de frijol con  24-epibrasinólida (EBL) durante seis horas, es capaz de estimular la longitud  de las plántulas (raíces y parte aérea) a los ocho días (29).

  

    También se ha encontrado que la aspersión a semillas de frijol cv. Bronco con  EBL (5 µM), incrementó significativamente la longitud de los tallos y las  raíces, el número y área foliar de las hojas por planta, así como la masa seca  de las mismas (30).

  

    En cuanto a la quitosana, varias investigaciones informan que estimula el  crecimiento y desarrollo de las plantas (31–33). Recientemente se encontró que  la aplicación del polímero en plantas de pepino incrementó la producción de  biomasa y el rendimiento. Se ha informado que semillas de soya recubiertas  con solución  de quitosana 1000 mg L-1 por seis horas, incrementa la longitud y la  masa fresca de las raíces (33).

    

    También se ha podido constatar el efecto que el tratamiento de las  semillas de ispaghul (Plantago  ovata Forsk) con diferentes concentraciones de quitosana (0,01;  0,05; 0,1; 0,2 y 0,5 %) produjo un aumento de la longitud y la masa seca de las raíces y los tallos, siendo las  concentraciones más efectivas 0,2 y 0,5 % (34). En este trabajo que se presenta no  fue necesario utilizar concentraciones tan altas de quitosana para favorecer la  masa seca de las raíces, lo cual puede estar relacionado con la presencia de Rhizobium.

    

    La  aplicación foliar con quitosana en dos momentos del ciclo del cultivo de frijol  mungo (Vigna radiata (L.) Wilzeck) favoreció la masa seca de las plantas; sin embargo, las  concentraciones efectivas dependieron de la forma en que se cultivaron las  plantas, si fue en macetas o en condiciones de campo, destacándose las de 25,  50, 75 y 100 mg L-1 en el primer caso y 75 y 100 mg L-1 en el segundo (35).

    

      Un análisis de cada tratamiento y su contribución al contenido de clorofilas se  muestra en la Figura 3. Como se puede observar, todos los tratamientos, excepto  el de Quitomax (100 mg L-1)+Azofert®, fueron significativamente  superiores al tratamiento control sin aplicación.





  Se ha demostrado que semillas de frijol mungo (Vigna radiata L. Wilczek) cv. T-44, inoculadas con Rhizobium y  tratadas con homobrasinólida (HBL) 0,01 µM, a los diez días de  sembradas, incrementaron el área foliar, el contenido relativo de agua y el  potencial hídrico foliar, así como la actividad de las enzimas nitrato  reductasa y anhidrasa carbónica, la eficiencia en la carboxilación y el  contenido de clorofila (36).

  

    En otras especies de plantas se ha informado que la aplicación de determinadas  concentraciones de quitosana estimula la concentración de clorofilas en las  hojas (37, 38).

  

Como se aprecia en la Tabla III,  la inoculación con Azofert® incrementó la concentración de nitrógeno y fósforo  en las hojas, con respecto a las plantas control. La aplicación de los  bioestimulantes no influyó en la concentración de fósforo foliar; sin embargo,  en los tratamientos donde se aplicó el Biobras-16 se incrementó  significativamente la concentración de nitrógeno en las hojas de las plantas de  frijol a los 35 días después de la siembra.







  El nitrógeno y el fósforo son considerados entre los elementos que más influyen  en la producción de los cultivos (39); sin embargo, el alto costo de los  fertilizantes limitan su uso, por lo que en la actualidad se utilizan  alternativas capaces de suplir las necesidades de los cultivos sin dañar el  medio ambiente (40).

  

  El tratamiento a las semillas con Biobras-16 y la posterior inoculación con  Azofert® mostró los mejores resultados en el contenido de nitrógeno en las  hojas, por lo que pudiera ser una alternativa para la incorporación de este  elemento a la planta.

  

  Los productos Biobras-16 y Quitomax no incrementaron la nodulación del cultivar  de frijol utilizado. Sin embargo, la aspersión con Quitomax estimuló  significativamente la masa seca de las plantas; mientras que la aspersión  foliar a las semillas con Biobras-16 ejerció un efecto positivo sobre todos los  indicadores del crecimiento evaluados, así como sobre el contenido de  clorofilas y de N en las hojas.

 

CONCLUSIONES

El uso de biofertilizantes  en la agricultura constituye una alternativa para asegurar la sustentabilidad y  productividad de los cultivos. La necesidad de obtener elevados rendimientos  agrícolas y al mismo tiempo preservar el medio ambiente está ligada al uso  generalizado de estos productos. Su combinación con otros productos bioactivos  como el Biobras-16 o el Quitomax, en concentraciones adecuadas, puede  incrementar los resultados positivos que los biofertilizantes producen en las  leguminosas.

 

Notas  al pie

ACommon bean [en línea]. CGIAR, 24 de marzo de 2016, [Consultado: 24 de marzo de 2016],  Disponible en:  <http://www.cgiar.org/our-strategy/crop-factsheets/beans/>.

  

  BCostales, M. D. Quitosácaridos en la nodulación  y el crecimiento in vitro de soya (Glycine max L.  Merrill) inoculada   con Bradyrhizobium elkanii. Tesis de Maestría, Instituto  Nacional de Ciencias Agrícolas, La Habana, Cuba, 2010, 56 p.
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Figura 3. Unidades SPAD de clorofila en hojas de
plantas de frijol var. Cubacueto 25-9, a
los 35 dias después de sembradas
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Tablalll. Influencia de diferentes productos bioactivos
sobre el contenido de nitrogeno y fosforo
foliar de plantas de frijol biofertilizadas, a
los 35 dias después de la siembra (n=6)

Tratamientos Elemento
N %) P (%)
Control 417¢ 005¢
Az 4480 007ab
Az+Qm 100 440bc 007ab
Az+ Qm 500 424bc 008ab
Az+BB 0005 4792 00852
Az+BB0.05 4802 008 ab
ESx 08* 0.008*
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Figura 1. Efecto del Biobras-16y el Quitomax sobre

elniimero de nodulos totales (A) y la masa
seca nodular (B) de plantas de frijol var.
Cubacueto 25.9 cuyas semillas fueron
inoculadas con Azofert®





f0218316.gif
2

Bserre

Lon

Trsmentor

[

¥

s

H

Trtsmentor

ant
e
el
ey
Jubery

Masa seca de aices (mg plant

Longiud derices (em)

Trstamientos

p—

Levas uaie o dfren stciscaments segin'a Posba d rangos mitples e uncan o 005

= (aaoer) O (Qutomar) B8 (B0 16)

10,

Figura 2. Efecto de diferentes productos sobre la longitud de la parte aérea (A)y de las raices (B), la masa

seca de la parte aérea (C) y de las raices (D), de plantas de.

s después de sembradas.

var. Cubacueto 25.9,a los 35





t0118316.gif
Tabla I. Caracteri:

icas agroquimicas del suelo

pH MO (%) P K Ca Mg
(opm) cmol k1
6.1 3.79 17 062 80 50

Acido Ligeramente baja_ Medio Alto  Muy bajo  Medio
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Tabla Il. Caracteristicas microbiologicas del suelo

Presencia de rizobios Concentracién (UFC.mL")
‘Rhizobium 5x10°

Bradyrhizobium 18x10¢





