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Resumen

El uso excesivo de fertilizantes sintéticos y agroquimicos causa
efectos daninos para el medio ambiente, la salud de los agricul-
tores y los consumidores. Las bacterias fijadoras de nitrégeno
y hongos promotores de crecimiento son una de las alternati-
vas al uso de fertilizantes sintéticos. El objetivo fue evaluar el
efecto de los biofertilizantes comerciales a base de Rhizobinm y
Agzotobacter, asi como el hongo Trichoderma asperellum en plantas
de Mucuna pruriens y Phaseolus vulgaris para potencializar su cre-
cimiento vegetativo. Se usaron dos productos comerciales, uno
con Rhizobinm etli y el otro con Agotobacter sp.; ademas de una
cepa de T. asperellum. Se encontré un aumento significativo en
indice de clorofila y peso fresco de raiz de P. vulgaris con ambas
bacterias y un mayor nimero de hojas en plantas de M. pruriens
con la aplicacion de los dos insumos bacterianos. Con T. aspere-
llum se obtuvo mayor indice de clorofila, altura y peso del vas-
tago de M. pruriens; sin efectos significativos con la inoculacion
del hongo en el crecimiento de P. vu/garis. Los bioinsumos que
contienen microorganismos benéficos pueden ser una alternati-
va para potencializar el crecimiento vegetativo de leguminosas;
dependiendo del género vegetal y del microorganismo aplicado
como biofertilizante.
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Introduccion

El frijol forma parte de la familia de las leguminosas y es una semilla fundamental en
la dieta de la poblacién en México debido a su valor nutricional. Este grano tiene un
contenido elevado de vitaminas, minerales, fibra y proteina que oscila entre el 20 y
25% (Alcazar-Valle et al., 2021). El consumo de frijol puede beneficiar las condiciones
cardiovasculares, asi como problematicas relacionadas con la obesidad, hipertension
y diabetes (Rochin-Medina ef a/., 2021). El frijol es originario de América, su cultivo
y domesticacion se registraron en Mesoamérica y los Andes, segun revelan estudios
y hallazgos arqueoldgicos encontrados en estas regiones (Ledn-Rojas ez al., 2020).

Una de las especies de frijol mas utilizadas en la alimentacion es Phaseolus vulgaris
L., que se conoce como frijol comun. México es conocido por sus aportaciones a
la domesticacion del frijol y a la diversidad de especies que alberga; se calcula que
existen 70 variedades criollas y una gran diversidad de frijoles silvestres (Ledn-Rojas
et al., 2020).

El género Mucuna pertenece a la familia Fabaceae e incluye aproximadamente a
150 especies de leguminosas anuales y perennes (Lampariello e al., 2012). Mucuna
prariens (L) DC esta considerada entre las leguminosas silvestres infrautilizadas y
se puede encontrar en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Esta le-
guminosa es viable como alimento por su contenido de proteinas (23-35%) y su
digestibilidad, que es comparable al de otras legumbres como la soya, las alubias y
las habas (Lampariello ez a/., 2012). Ademas, esta planta contiene una diversidad de
metabolitos y uno de estos es la levodopa que potencialmente puede utilizarse en
terapias coadyuvantes en pacientes con la enfermedad de Parkinson (Botello-Villa-
grana & Martinez-Ramirez 2021).

La eficiencia en la produccién de leguminosas puede ser afectada por las condi-
ciones climaticas, la presencia de enfermedades y las condiciones del suelo, donde
el nitrogeno (N) y el fésforo (P) son considerados nutrimentos fundamentales
para el cultivo (Medina-Garcia ez a/., 2016). Es frecuente encontrar deficiencias de
N asociadas a la acidificacién de los suelos lo que afecta su disponibilidad. Como
las plantas carecen del mecanismo asociado con la fijacién biolégica del N, no son
capaces de absorber el N atmosférico (N,) (Gonzalez ez al., 2012).

Para remediar las deficiencias de N en el suelo, se suelen suministrar fertilizantes
nitrogenados; sin embargo, el exceso de nitrégeno no sélo puede ocasionar rendi-
mientos bajos y un precio elevado de produccion, sino que también generan con-
taminacién en los cuerpos de agua por la lixiviaciéon que se produce del amoniaco
(NH,). Ademas, se generan gases de efecto invernadero cuando el nitrato (NO,-) se
desnitrifica (Liu ez a/., 2020). Por lo tanto, se ha propuesto utilizar microorganismos
como algunas bacterias simbiontes que poseen el mecanismo de fijacion biologica
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de N y pueden transformar el N, para convertirlo en N soluble que puede ser ab-
sorbido por las plantas para su metabolismo (Gonzalez et al., 2012).

La simbiosis se establece entre las bacterias fijadoras de N, como Rhizobinm, y
la raiz de la planta para formar estructuras especializadas que reciben el nombre de
noédulos. A causa de la simbiosis, el frijol puede crecer en suelos que contienen bajas
concentraciones de N sin la necesidad de utilizar fertilizantes sintéticos (Isidra-Arellano
& Valdés-Lopez, 2022). Para lograr un mejor crecimiento del frijol, se ha planteado
el uso de consorcios microbianos porque podrian ser mas econémicos y tener una
mayor eficiencia en la disponibilidad de nutrientes y proteccion de las plantas con-
tra factores bioticos y abioticos. Debido al interés en los consorcios, es importante
identificar a los microorganismos que los conforman, determinar la dinamica entre
los microorganismos y evaluar la calidad y la concentracion de los bioinsumos que
los contenga para decidir la confiabilidad de su uso (Hernandez Melchor ez al., 20106).

Otras bacterias fijadoras de N son las especies de Azgotobacter, estas bacterias son
de vida libre, tienen mecanismos no simbiéticos de fijaciéon del N atmosférico y son
consideradas promotoras de crecimiento de las plantas de importancia agricola. Se
ha demostrado el potencial de Azotobacter como biofertilizante para la nutricion de
las plantas y la fertilidad biolégica de los suelos debido a la fijaciéon del N y la solu-
bilizacién de fésforo; ademas de conferir proteccion contra fitopatégenos y por la
biosintesis de fitohormonas (Aasfar ez a/., 2021).

Asimismo, existen hongos benéficos que pueden actuar como promotores de
crecimiento de plantas. Estos hongos han demostrado que favorecen el crecimiento
y confieren tolerancia a la planta frente a condiciones climaticas adversas que pueden
ser perjudiciales cuando se aplican a las semillas, al suelo o directamente (Miranda ez
al., 2022). Entre ellos se ha destacado el género Trichoderma, el cual es un hongo que
se encuentra en la rizosfera y predomina en suelos agricolas o bosques. Posee un alto
nivel de adaptabilidad en diferentes entornos al crecer como saproéfito, no requiere
de muchos nutrimentos y crece en un rango de temperatura de 25 a 30 °C (Hernan-
dez-Melchor ez al., 2019). Se ha reportado que Trichoderma puede producir fitohormonas
como las auxinas, que favorecen el desarrollo de raices, y giberelinas, que permiten
una mayor germinacion y elongacion del tallo. Este hongo también posee la capacidad
de biogénesis de metabolitos secundarios, micoparasitismo y propiedades antibiéticas
que aumentan la capacidad de la planta para combatir hongos fitopatégenos (Hernan-
dez-Melchor ez al., 2019). El hongo produce acidos organicos como acido gluconico,
acido fumarico y acido citrico, lo cual puede disminuir el pH del suelo, por lo que
se ha propuesto probar su efecto en diferentes cultivos como tomate, frijol, cebolla,
berenjena, entre otras (Rodriguez-Garcfa & Vargas-Rojas, 2022).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos biofertilizantes comer-
ciales bacterianos a base de Rhizobium y Azgotobacter, asi como el hongo Trichoderma
asperellum sobre el crecimiento vegetativo y fisiologia de las leguminosas M. pruriens
y P. vulgaris en invernadero.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se utilizaron semillas de frijol comun criollo (P. vugaris) de testa negra, obtenidas del
municipio de Xochistlahuca, Guerrero. Las semillas del frijol Mucuna (M. pruriens)
provienen de Santa Rosa de Lima, Oaxaca.

Preparacion de los in6culos

Se utilizaron dos biofertilizantes comerciales de la marca Bio-Organik®, uno de
ellos con la bacteria fijadora de nitrogeno Rhizobium etli a una concentraciéon de 1.2
x 10" UFC/dosis, en forma de solucién acuosa y en presentacion de 1 L. El otro
producto con la bacteria Azotobacter sp. como ingrediente activo a una concentracion
de 1.2 x 10" UFC/dosis, en solucién acuosa de 1 L.

Se utiliz6 el hongo Trichoderma asperellum, aislado de raiz de aguacate e identificado
previamente por secuenciacion con los iniciadores universales I'TS1 e I'TS4. El hongo se
sembr6 por plaqueo en cajas de Petri con medio PDA, las cajas se incubaron en oscuridad
a 25 °C por seis dias. Después el hongo se dejo crecer en la incubadora con luz artificial
durante tres dias para inducir la formacién de esporas (color verde caracteristico del
hongo). Posteriormente, se agregd 5 mL de agua destilada estéril con Tween 80 (0.05%)
para cosechar los conidios mediante el raspado de las cajas de Petri. La concentracion
de conidios se determiné por medio del conteo en una camara de Neubauer y se ajustd
una concentracién 1x10° conidios/mL para su aplicacion a las plantas.

Establecimiento del experimento y tratamientos

Se establecieron dos ensayos experimentales independientes en un invernadero de
cubierta plastica, con una temperatura promedio de 25.7 °C y una humedad relativa
promedio de 60%. El primero consistio en aplicar los biofertilizantes comerciales que
contenfan Rhizobinm o Azgotobacter, descritos en la seccion anterior, para promover el
crecimiento vegetativo de las leguminosas estudiadas. En el segundo experimento
se utiliz6 al hongo T. asperellum.

En ambos experimentos se utilizé sustrato comercial Sunshine® Mix #4, que
se compone por una mezcla de musgo de turba esfagno canadiense, perlita gruesa,
piedra caliza dolomitica, carga de nutrientes iniciales y agente humectante. El sustra-
to se esterilizé en una autoclave bajo condiciones estandares (121 °C por 15 min).
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Se utilizaron charolas germinadoras de polietileno flexible de 38 cavidades. Estas
charolas se llenaron con el sustrato estéril y se colocd una semilla de cada leguminosa,
previamente seleccionadas, todas las semillas se sembraron a aproximadamente 1.5 cm
de profundidad. Las semillas no pasaron por ningun tratamiento de desinfestacion
debido a que se usaron semillas criollas; considerando que, los campesinos no
realizan ningun proceso de desinfestacion durante sus practicas agricolas y que los
resultados obtenidos en este trabajo puedan ser socializados en las regiones donde
se obtuvo el material vegetal.

Para el primer ensayo experimental, los tratamientos consistieron en los insumos
comerciales: Bio-Organik® con Rhizobium y Bio-Otrganik® con Azotobacter. El testigo
consistié en riegos con agua destilada. La preparacion de los productos se llevo a
cabo siguiendo las indicaciones del fabricante, utilizando 1 L. de producto por 200 L.
de agua. Al momento de la siembra se aplicé 5 mL de cada biofertilizante comercial
por cavidad de la charola (se colocé una semilla por cavidad). Posteriormente, los
tratamientos se aplicaron (5 mL) una vez por semana, durante ocho semanas, hasta
la aparicion de nodulos.

Para el segundo ensayo experimental, las semillas se colocaron en 300 mI. de una
suspension de conidios de 1. asperellum, a una concentracion de 1x10° esporas/mlL,
durante 3 h. Después, las semillas tratadas se sembraron a 1.5 cm de profundidad
aproximadamente. La aplicaciéon de tratamientos se realizé una vez por semana, a
partir de la siembra, regando con 3 mL de la suspension de . asperellum por cada
planta (una planta por cavidad), durante cinco semanas, hasta observar diferencias
en las variables de crecimiento entre el testigo y el tratamiento con 1. asperellum.

En ambos experimentos se tuvieron duplicados, empleando dos charolas ger-
minadoras por cada tratamiento. En cada charola, se sembraron 18 semillas de P.
vulgaris y 20 semillas de M. pruriens.

Variables evaluadas

Una vez que finalizaron los experimentos (ocho semanas para los biofertilizantes
y cinco semanas con el hongo T. aspere/lum), se seleccionaron seis plantas por cha-
rola para un total de 12 plantas por tratamiento. Se midi6 el indice de clorofila de
las hojas con el medidor de clorofila SPAD-502 Plus (2900P-C). Se midieron las
variables asociadas al crecimiento (numero de hojas, altura de vastago, longitud de
rafz, peso fresco y seco de raiz, peso fresco y seco del vastago) y se determino el
porcentaje de nodulaciéon de las plantas de frijol M. pruriens y P. vulgaris.
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Analisis estadistico

Para las variables de crecimiento se realiz6 un ANOVA y una separacion de medias
de acuerdo con la prueba LSD de Fisher con un nivel de significancia del 95%, se
utilizo el programa Minitab 20.

Se realiz6 un analisis de agrupamiento, empleando una clasificacién por grupos
de plantas que presentaban atributos o variables similares. Para esta clasificacion se
realiz6 una matriz de similitud del tipo Bray-Curtis, con datos previamente transfor-
mados por una rafz cuarta. Esta matriz consider6 las variables morfologicas y fisio-
l6gicas medidas de cada especie por tratamiento al inicio y al final del experimento.
A partir de la matriz de similitud Bray-Curtis se realiz6 un analisis de coordenadas
principales (PCO). El PCO se visualizo, en una escala métrica, la distribucién es-
pacial de las plantas agrupadas por tratamiento.

Resultados
Efecto de los inoculantes bacterianos en el crecimiento de leguminosas

La aplicacion de los biofertilizantes comerciales con las bacterias benéficas Azotobacter
o Rbizobium en plantas de P. vulgaris y M. pruriens no tuvo efectos significativos en
la altura de planta, longitud de la rafz o en la acumulacién de biomasa fresca o seca
(Tabla 1). Particularmente, en las plantas de P. vulgaris se encontré mayor longitud de
raiz al aplicar el producto Rhizobium comparado con Azotobacter. El indice de clorofila
también fue menor en las plantas tratadas con Azotobacter con respecto al testigo.

Tabla 1. Aplicacion de inoculantes comerciales en el crecimiento de plantas de leguminosas

Especie Tratamiento ’Altura de Lon’gitud de Pes’o fresco de Pe’so secode Peso seco indice _de
vastago (cm) raiz (cm) vastago (g) vastago (g) de raiz (g) clorofila
Testigo 2347 +186A 1572+283AB 1.89+0.30A 040x0.10A 0.23+£0.08A 3454+347A
P vulgaris  Azotobacter 2257 +251A 14.70+1.74B 1.58+0.31A 0.35+0.13A 0.23+0.05A 2767+3.27B
Rhizobium 23.74+164A 17.14+1.88A 168+0.34A 0.36+0.07A 024+0.05A 30.98+8.17AB
Testigo 32.06+1.79A 16.54+4.11A 507+096A 1.10+0.26A 029+0.07A 33.29+4.27A
M. pruriens  Azotobacter 31.79+1.94A 15.07+247A 526+ 1.01A 1.05+021A 029+0.06A 31.20+4.49A
Rhizobium 3223+2.16 A 1529+ 1.96A 562+093A 1.21+022A 033+0.05A 33.95+5.02A

Valores promedio +SD (desviacion estandar), n = 12. Letras diferentes, en cada columna, indican diferencias significativas con base en la prueba

LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia

Las leguminosas evaluadas respondieron de manera diferencial a los inoculantes

aplicados, ya que en las plantas de P. vulgaris se encontré mayor peso fresco de raiz
con Agotobacter y Rhizobium. Mientras que las plantas de M. pruriens no presentaron
diferencias significativas con la aplicacién de los dos productos comerciales (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de los biofertilizantes comerciales Azotobacter y Rhizobium en el peso fresco de raiz en P.
vulgaris (a) y M. pruriens (b). Valores promedio +SD, n = 12. Letras diferentes, en cada subfigura, indican
diferencias significativas con base en la prueba LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia

NuUmero de hojas

A diferencia de lo encontrado en el peso fresco de la raiz, en el nimero de hojas
por planta no se encontraron diferencias entre los tratamientos en las plantas de
P. vulgaris (Figura 2a). Sin embargo, la aplicacion de los biofertilizantes comerciales
incremento el nimero de hojas en las plantas de M. pruriens (Figura 2b).
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Tratamientos

Testigo Azotobacter Rhizobium

Tratamientos

Figura 2. Efecto de biofertilizantes comerciales Azotobacter y Rhizobium en el numero de hojas de plantas de
P. vulgaris (a) y M. pruriens (b). Valores promedio +SD, n = 12. Letras diferentes, en cada subfigura, indican
diferencias significativas con base en la prueba LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia

De acuerdo con los resultados obtenidos, la aplicacion de los biofertilizantes

Agotobacter y Rhizobium tavorecié el crecimiento de la parte radicular en P. vulgaris;
mientras que, en M. pruriens se estimul6 el crecimiento foliar (Figura 3).
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Figura 3. Plantas de frijol de la especie M. pruriens y P. vulgaris después de ocho semanas
de la aplicacion de los inoculantes comerciales con Azotobacter o Rhizobium

En las plantas de M. pruriens no hubo formaciéon de nédulos. Sorpresivamente,
en las plantas de P. vulgaris se present6 la formacion de nédulos en las plantas testigo,
sin la aplicacion de los productos comerciales, indicando la presencia de bacterias
nativas formadoras de nédulos en las semillas de frijol utilizado. La aplicacion de los
biofertilizantes comerciales .Azotobacter o Rhizobinm tuvieron un efecto antagdnico con
el nimero de nédulos, principalmente con Rhizobium, ya que se obtuvo una reduccion
significativa en la formacién de nédulos (Figura 4). Lo anterior podria indicar una
competencia entre las bacterias fijadoras de N por su establecimiento en la rafz.
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Figura 4. Numero de nodulos de P. vulgaris después de la aplicacién de los biofertilizantes comerciales Azotobacter
y Rhizobium. Valores promedio +SD. Letras diferentes indican diferencias significativas con base en el método
LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia

El papel de Trichoderma en el crecimiento inicial de leguminosas

La inoculacién con el hongo benéfico T. asperel/um no tuvo efecto en la altura de las
plantas de la leguminosa P. vu/garis; no obstante, se favorecio la altura del vastago

de M. pruriens (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de Trichoderma asperellum en la altura de vastago de P. vulgaris (a) y M. pruriens (b). Valores
promedio +SD, n = 12. Letras diferentes, en cada subfigura, indican diferencias significativas con base en el
método LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia.

La inoculacion con T. asperellum no tuvo etecto en el peso fresco del vastago
de las plantas de P. vulgaris (Figura 6a). Mientras que en las plantas de M. pruriens se
tuvo mayor peso fresco de vastago (Figura 6b). Este impacto positivo se confirmoé
con un aumento en el peso seco del vastago de M. pruriens (Figura 6d); contrario
a lo obtenido en el peso seco del vastago de P. vulgaris, donde se registré un valor
significativamente menor al testigo (Figura 6¢) con la aplicacion de la suspension
de conidios de T. asperellum.
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Figura 6. Efecto de la inoculacion de Trichoderma asperellum en el peso de vastago.
Peso fresco (a) y seco (c) de P. vulgaris y peso fresco (b) y seco (d) de M. pruriens.
Valores promedio +SD, n = 12. Letras diferentes, en cada subfigura, indican diferencias
significativas basadas en el método LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia
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Las plantas de P. vulgaris no respondieron a la inoculacion 1. asperellum, ya que
no se encontraron diferencias significativas en la longitud de la raiz, el peso de la
raiz, el nimero de hojas, el indice de clorofila o en el numero de nédulos (Tabla
2). En el crecimiento de la raiz de M. pruriens tampoco hubo efectos positivos del
hongo T. asperellum, incluyendo la longitud y el peso de la raiz o en la formacion de
noédulos. Por otro lado, el indice de clorofila fue superior en las hojas de M. pruriens
tratadas con el hongo benéfico, aunque el nimero de hojas fue similar en el testigo
y con la inoculacion de T. asperellum (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de T. asperellum en el crecimiento vegetativo de plantas de leguminosas

Longitud de Peso fresco  Peso seco Numero de indice de Numero de
raiz (cm) de raiz (g) de raiz (g) hojas clorofila nédulos

Especie = Tratamiento

Testigo 13.95+1.56A 1.82+053A 0.18+0.03A 2.16+0.38A 2247 +6.73A 576+13.1A

P. vulgaris
Trichoderma 13.63+1.64A 186+051A 0.19+0.04A 200+0A 2414+404A 513+178A
v . Testigo 1580+ 1.24 A 332+110A 024+0.06A 3.00£0A 321+525A 0.0
. pruriens
P Trichoderma 17.47 +2.82A 3.43+1.08A 0.27+0.08A 3.08+028A 39.2+274B 0.0

Valores promedio + SD, n = 12. Letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas con base en el
método LSD de Fisher (a = 0.05). Fuente: propia

La inoculacion con T. asperellum no tuvo efectos en el crecimiento de las plantas
de P. vulgaris; mientras que en M. pruriens tavorecio el desarrollo de la parte aérea de
la planta (Figura 7), principalmente en el tamafio de las hojas, lo que se vio reflejado
en el peso fresco y seco del vastago.

Testigo Trichoderma Testigo Trichoderma

Figura 7. Plantas de P. vulgaris y M. pruriens cinco semanas después
del inicio de la aplicacién del inoculante de T. asperellum

Analisis de coordenadas principales

El analisis de agrupamiento demostré una clara separacién por especie vegetal, un
grupo correpondiente a M. pruriens y en otro a P. vulgaris. En esta ultima especie se
formaron dos subgrupos, el primero se conformé en respuesta a la inoculaciéon con
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el biofertilizante .Azotobacter y el hongo Trichoderma (1). El otro subgrupo se constituyo
por el testigo y el biofertilizante comercial Rhigobium (11). Para el caso de M. pruriens,
se formo un sélo grupo que incluyé todos los tratamientos evaluados (Figura 8).

No hubo variacién atribuida a los tratamientos aplicados (testigo, ~Azozobacter,
Rbizobium o Trichoderma), lo cual se corrobor6 con el analisis PERMANOVA (p =
0.0580); sin embargo, las diferencias entre especies vegetales fueron significativas (p
= 0.001), asi como el efecto entre los insumos dentro de la misma especie también
resultaron significativas (p = 0.001).

Otro dato interesante es el comportamiento de las plantas testigo, pricipalmente
de M. pruriens, que mostraron mayor dispersion y con la aplicaciéon de los microor-
ganismos benéficos se agruparon de forma mas cercana, teniendo una respuesta
mas homogénea en el crecimiento cuando se aplican los biofetilizantes.

7.

Tratamiento
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ST e T ;
/‘/ =T Miprien v Tnc?o:ertma
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= 7 ruriens Azotobacter
S / I b ga”s\ “ y M. prummnensp "\ iRy
2 2+ A P. vulgaris \ kY K - Mivhmoeinass N + Rhizobium
o e Vulgarlsp vu/gans ® P vulgaris N\ / W Grshens ® \
/ \
g A vulgarisy A M. prarjgnwiens \‘\
FE Wdaris | \ 1 A M pruriens \
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PCO1 (70.7% of total variation)

Figura 8. Andlisis de coordenadas principales (PCO) de las especies de leguminosas P. vulgaris y M. pruriens con
la aplicacién de los biofertilizantes comerciales Azotfobacter o Rhizobium'y el hongo T. asperellum. Fuente: propia

Discusion
Las bacterias fijadoras de N de los géneros Rhizobinm y Azotobacter se han emplea-
do como biofertilizantes por su efecto positivo sobre el crecimiento vegetal, para
aumentar la disponibilidad de nutrientes como el N y sintetizar hormonas vegeta-
les (Aasfar ez al., 2021). En primer ensayo experimental, con la aplicacién de dos
biofertilizantes comerciales a base de Rhizobium etli o Azotobacter sp. se obtuvieron
diferencias significativas en el numero de hojas de plantas de la especie M. pruriens.
Un efecto similar fue reportado por Gonzales ez al. (2012) en P. vulgaris, donde
hubo un aumento en el numero de hojas trifoliadas en relaciéon con el testigo sin
inoculacién. A diferencia de lo encontrado en este estudio con la aplicacion de
los inoculantes comerciales, ya que no se encontraron cambios significativos en el
numero de hojas, pero increment6 el peso fresco y la longitud de raiz de P. vulgarss,
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lo que coincide con lo reportado por Dardanelli ez a/. (2008) quienes reportaron un
aumento en el peso fresco y la longitud raiz.

En el caso de la presencia de nédulos en las raices de las leguminosas, es un
proceso de importancia fundamental en la fijacién biologica de N, debido a la rela-
cion simbidtica entre la planta y la bacteria. Con la aplicacion de los biofertilizantes
comerciales Rhizobium o Azotobacter sélo se observaron nédulos en la especie P.
vularis. Sin embargo, hubo una menor cantidad de nédulos por planta con respecto
al testigo. Especificamente en este trabajo se obtuvieron 21 nédulos en promedio
con el tratamiento de Azotobacter y 11 con el tratamiento de Rhzzobium, a diferencia
de un estudio realizado por Kumar e a/. (2016), quienes reportaron 23.4 nédulos
por planta; aunque en otra investigacion se cuantificaron 10 nédulos por planta en
la misma especie (Dardanelli ez a/., 2008).

Se ha sugerido que la eficiencia de la nodulacion podria estar asociada a la diver-
sidad genética de las variedades de frijol, debido a que se ha encontrado que algunos
genotipos de frijol pueden tener una afinidad diferente con distintos simbiontes de
rizobios. A su vez, ciertas cepas de rizobios pueden tener una menor eficiencia de
nodulacién en diferentes variedades o especies de leguminosas, por lo que es probable
que existan bacterias que sean especificas de cada variedad o especie de frijol (Menge
¢t al., 2018). Lo cual se comprueba con lo reportado por Triplett & Sadowsky (1992)
y Mhamdi e /. (2002), quienes demostraron que los diferentes genotipos de frijol
presentaron variabilidad en la nodulacion. Un incremento en la nodulacion, en plantas
de frijol con rizobios nativos, se asoci6 con el hecho de que estos microorganismos
nativos estan adaptados a los genotipos del frijol especificos y pueden competir eficaz-
mente en la colonizacién de las raices (Ben Romdhane e a/., 2007). Por esta razén, la
seleccion de cepas es importante para generar un bioinsumo debido a que cada cepa
tiene diferentes mecanismos que pueden tener un efecto importante en la nodulacion,
as{ como en su capacidad para sobrevivir en climas extremos, tolerar los pesticidas
y sobrevivir en el inoculante (Menge et al., 2018; Poveda & Eugui, 2022) o competir
con otras bacterias noduladoras, como el caso de Rhzizobiun etls, que fue el tratamiento
donde se encontré el menor nimero de nédulos en P. vulgaris.

Respecto a los valores de SPAD que representan el indice de clorofila en las hojas
y sirven como indicador clave de la biosintesis de los pigmentos fotosintéticos en
los cultivos, con la aplicacion de Rhigobium no se obtuvieron cambios significativos
en el indice de clorofila en M. pruriens o en P. vulgaris. Lo que difiere de lo reportado
en otro estudio con plantas P. vulgaris, donde si hubo un aumento en el contenido
de clorofila asociado a un mayor nimero de nédulos (Napoles-Garcia ez al., 2016).
Aunque los valores SPAD son similares a los obtenidos con el biofertilizante Rhizo-
binm, no fue significativo y tampoco se generé un aumento en el nimero de nédulos.
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Con el biofertilizante comercial Azgofobacter no aument6 el indice de clorofila
en las hojas en ambas especies, al contrario, en P. vulgaris se encontré un menor
indice con respecto al testigo. Por su parte, Nava Lopez et al. (2017) reportaron
que en plantas de cafia no encontraron cambios en los valores SPAD, utilizando
Agzotobacter como biofertilizante. En ese estudio destacan que los niveles de clorofila
estan asociados a la disponibilidad del N; sin embargo, esto puede cambiar cuando
se alcanza un punto de saturacion de N en donde se pueden afectar los niveles de
clorofila a pesar de que las cantidades de N sean mayores en la fijaciéon bacteriana.

Por otro lado, diferentes especies del género Trichoderma son conocidas como
hongos promotores del crecimiento vegetal debido a su produccion de enzimas
solubilizadoras de fosfato y fitohormonas como el acido indol acético y citoquini-
nas (Poveda & Eugui, 2022). En el segundo ensayo experimental la aplicacion de T.
asperellum tuvo un efecto bioestimulante en el crecimiento de las plantas, reflejandose
en mayor altura, peso fresco y seco del vastago en la especie M. pruriens. Contrario
a lo obtenido en P. vulgaris, donde no se obtuvieron cambios significativos en nin-
guna de las variables evaluadas. A diferencia de lo reportado en otro estudio, donde
incremento la altura de la planta de P. vu/garis con la inoculacion de T. asperellum
(Gonzalez-Marquetti ¢z al., 2021). Esta diferencia pudiera atribuirse al tiempo de
inoculacién con el hongo, que fue de siete dias antes de la siembra de las semillas,
lo que permitié un mayor desarrollo de la rafz y como consecuencia mejor absor-
cion de nutrientes en etapas tempranas de crecimiento (Gonzalez-Marquetti ¢f al.,
2021). En otros estudios se reportd un mejor desarrollo y crecimiento en plantas
de maracuya con la aplicacion de T. harzianum, ejerciendo un efecto positivo en el
numero de hojas, altura de planta, longitud de raiz, peso seco de la parte aérea y de
la rafz con respecto al testigo (Padilla ez a/., 2020).

En el presente estudio la inoculacion de las semillas durante 3 h en una suspension
de conidios a una concentracion de 1x10® conidios/mlL. no se encontraron diferencias
significativas el crecimiento de las plantas de P. vu/garis. Mientras que en otra investiga-
cion con P. vulgaris hubo resultados significativos en el crecimiento de las plantas con
24 h de remojo de las semillas (Gonzalez-Marquetti ez a/., 2021). También es probable
que el tamano y la morfologia de las semillas influya en el efecto del hongo, aunque
el iempo de contacto con la suspension fue similar en ambas especies.

Se obtuvo un mayor indice de clorofila en M. pruriens con la inoculacién de T.
asperellum, con un valor de 39.2 equivalente a un aumento del 20% con relacion al
testigo. En el caso P. vulgaris no hubo cambios significativos. Se ha reportado que
Trichoderma aumenta la capacidad fotosintética de las plantas. En un estudio realizado
por Colla ez al. (2015) se encontraron diferencias significativas en el valor SPAD de
plantas de lechuga, pepino, chile y melén, aplicando I. atroviride, concluyendo que
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ese aumento fue resultado de una mayor eficiencia en la biosintesis de la clorofila
debido a la aplicacién del bioestimulante.

Zang et al. (2014) investigaron la eficiencia de la aplicacion de T longibrachitum
y observaron un incremento en la cantidad de clorofila, asi como en los niveles de
enzimas relacionadas con el mecanismo de defensa de la planta (peroxidasa, polife-
nol oxidasa y la fenilalanina amonio-liasa). En su caso asociaron el crecimiento de
la planta con parametros relacionados con la altura, peso fresco y seco de la planta,
as{ como un aumento en la defensa de la planta con la aplicacién del hongo, mejo-
rando su competitividad debido a su efecto en la solubilizacién de macronutrientes
esenciales para el metabolismo de las plantas (Zang ez al., 2014).

El desarrollo de bioinoculantes esta surgiendo como una estrategia clave para
una agricultura sustentable. Este trabajo junto con otros estudios ha demostrado
que, de manera individual, tanto las bacterias Rbzzobinm y Azotobacter como el hon-
go Trichoderma tienen un efecto positivo como promotores del crecimiento de las
plantas cultivadas. Esto esta dando pauta a que su combinacion puede ofrecer una
sinergia entre Trichoderma y las bacterias fijadoras de nitrégeno, lo que resultaria
en mas beneficios para los cultivos y lo convierte en una alternativa prometedora
para el crecimiento y para el control de enfermades de las plantas, incluyendo las
provocadas por virus y la tolerancia al estrés abiético (Poveda & Eugui, 2022). Sin
embargo, se requiere de mas estudios para comprender los mecanismos que se des-
encadenarian por el efecto sinérgico de estos microorganismos, lo que serfa crucial
para el desarrollo de formulaciones de bioinsumos eficaces.

Conclusiones

Los biofertilizantes comerciales que contienen Azofobacter o Rhizobium favorecieron
de manera diferencial el crecimiento de las plantas, en P. vu/garis hubo mayor peso
tresco de la raiz y en M. pruriens estimularon la formacion de hojas. El mayor poten-
cial en el crecimiento vegetativo se encontr6 con la inoculacion de T. asperellum al
mejorar los parametros de crecimiento de la parte aérea de las plantas de M. pruriens
(mayor altura de planta, peso fresco y seco del vastago e indice de clorofila).

Las bacterias Azotobacter y Rhizobium, asi como el hongo T. asperellum, mostraron
efectos positivos en algunas variables del crecimiento de las leguminosas P. vulgaris
y M. pruriens durante la etapa vegetativa. Debido a estos resultados, los proximos
estudios tendrian que estar enfocados en identificar el efecto de estos microorga-
nismos en el rendimiento de los cultivos y en la calidad de las semillas.
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