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RESUMEN

El uso de biofertilizantes elaborados con microorganismos nativos del suelo,
ha demostrado efectividad en la produccién agricola similares a las obtenidas
con fertilizacién mineral. El objetivo de la investigacién fue evaluar la efectividad
de diferentes inéculos experimentales a base de hongos micorricicos arbusculares
(HMA) y bacterias nativas fijadoras de nitrégeno, en el frijol “negro delgado” en
invernadero. El experimento se establecié en abril de 2023 con material bioldgico
extraido de suelos de riego y temporal destinados al cultivo de frijol “negro delgado”
en Santa Cruz Lachixolana, Santo Domingo Tlaltinango y Santiago Suchilquitongo,
Oaxaca. La evaluacion se inicié ocho dias después de la germinacién, durante ocho
semanas. Para la evaluacidon de la efectividad de HMA, las variables de estudio
fueron: indice RAS (relacion biomasa seca aérea (g)/biomasa seca de raiz (g)), tasa
relativa de crecimiento en altura (TRCA, cm semana™), tasa relativa de crecimiento en
didmetro (TRCD, mm semana™), &rea foliar (AF, cm?) y colonizacién micorricica (MIC,
%). Para la evaluacién de la efectividad de rizobios se agregé la variable nédulos
por planta (NOD, nimero). Los datos se analizaron en el programa SAS version
9.4%, mediante un anélisis de varianza, pruebas de homogeneidad de Bartlett,
separacién de medias con prueba Tukey (P < 0.05). Las variables evaluadas en los
inéculos de HMA registraron diferencias estadisticas altamente significativas entre
tratamientos (P < 0.01), los inéculos de rizobios evaluados, mostraron diferencias
altamente significativas (P < 0.01) para las variables NOD y AF. El empleo de inéculos
elaborados con HMA nativos promueven el incremento de TRCA, TRCD, AF y MIC en
43,29,66y 60%, respectivamente, con base al tratamiento testigo. El uso de inéculos
de rizobios empleados como biofertilizantes incrementaron los valores de NOD de
7 a 43 nédulos/plantay de AF en 82%, ambos con respecto al tratamiento testigo.

Palabras clave: biofertilizantes, hongos micorricicos, Phaseolus vulgaris, rizobios.
SUMMARY

The use of biofertilizers made with native soil microorganisms has shown
an effectiveness in agricultural production similar to that obtained with mineral
fertilization. The objective of our research was to evaluate the effectiveness of
different experimental inocula based on arbuscular mycorrhizal fungi (HMA)
and native nitrogen-fixing bacteria on slender black beans in a greenhouse. The
experiment was established in April 2023 with biological material extracted from
irrigated and rainfed soils intended for the cultivation of slender black beans in Santa
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Cruz Lachixolana, Santo Domingo Tlaltinango and Santiago Suchilquitongo,
Oaxaca. The evaluation began eight days after germination, for eight weeks. For the
evaluation of HMA effectiveness, the study variables were: RAS index (ratio dry aerial
biomass (g)/dry root biomass (g)), relative height growth rate (TRCA, cm/week), rate
relative growth in diameter (TRCD, mm/week), leaf area (AF, cm?) and mycorrhizal
colonization (MIC, %). To evaluate the effectiveness of rhizobia, the variable nodules
per plant (NOD, number) was added. The data were analyzed in the SAS version 9.4°
software, using an analysis of variance, Bartlett's homogeneity tests, and separation
of means with Tukey test (P < 0.05). The variables evaluated in the HMA inocula
recorded highly significant statistical differences between treatments (P < 0.01),
the rhizobia inocula evaluated showed highly significant differences (P < 0.01) for
the NOD and AF variables. The use of inocula made with native HMA promotes an
increase in TRCA, TRCD, AF and MIC by 43, 29, 66 and 60%, respectively, based on
the control treatment. The use of rhizobia inocula used as biofertilizers increased
the NOD values from 7 to 43 nodules/plant and AF by 82%, both with regards to the
control treatment.

Index words: biofertilizers, mycorrhizal fungi, Phaseolus vulgaris, rhizobia.

INTRODUCCION

La generacion de estrategias para minimizar los efectos al medio ambiente por el uso de fertilizantes sintéticos
es de importancia para la produccién agricola (Arias-Mota, Romero, Banuelos y Cruz, 2019). Una de ellas es la
utilizaciéon de microorganismos rizosféricos que estimulan el crecimiento vegetal (Vargas-Martinez et al., 2023)
que, al asociarse con las raices de las plantas cultivadas promueven el crecimiento, producciéon de fitohormonas,
siderdforos, fijacidn de N y la solubilizacién de P (Abdallah et al., 2019). Los hongos micorricicos arbusculares
(HMA)y las bacterias simbiéticas fijadoras de nitrégeno (rizobios) forman parte de este grupo de microorganismos
utilizados en la agricultura agroecolégica (Delgado-Alvarez, Martin y Rivera, 2022).

Los HMA forman asociaciones simbidticas mutualistas con las raices de aproximadamente el 80% de las
plantas superiores de todos los hébitats de la tierra (Vargas-Martinez et al., 2023); cuya funcién es la liberacion de
4cidos orgénicos de bajo peso molecular, que se unen a los iones metélicos de Al¥, Ca?*, Cu?', Fe¥, Mg?", Mn?"
y Zn?* en la solucién del suelo; asi como el P, que promueve la meteorizacién mineral y permite su absorcién por
las hifas y transporte a las raices de las plantas (Kleinert et al., 2018).

Asimismo, aumentan la resistencia de las plantas al estrés abidtico o bidtico (Isla, 2016), la promocién del
crecimientovegetal (Chenetal.,2017),lamejora de laestructuradel suelo porla producciéon de micelioy sustancias
adherentes (Lozano-Sanchez, Armbrecht y Montoya, 2015) y la reduccién de los efectos de contaminacién de
suelos y agua (Dominguez-Arrieta, Uranga, Villarreal, Morales y Yariez, 2021).

Las ventajas del uso de HMA son descritas por autores como Liriano-Gonzélez, Nuiez y Barcel6 (2012), quienes
reportaron diferencias significativas en altura de planta, aumento del didmetro y area foliar (Calero-Hurtado, Pérez,
Rodriguez y Rodriguez, 2022), conductancia estomatica (Reyes-Tena, Lopez y Quifiones, 2015), colonizacién micorricica
(Crespo-Flores, Ramirez, Vallejo y Méndez, 2021) y aumento del rendimiento (Alonso, Hidalgo y Mesa, 2018).

Korir, Mungai, Thuita, Hamba y Masso (2017) afirman que el uso de rizobios como inoculantes incrementa
los rendimientos en frijol, al establecer una relacién simbidtica con las plantas para la fijacién del N atmosférico
y su conversién en amoniaco (NH,), lo que enriquece los suelos y mejora el crecimiento de las plantas (Hidalgo-
Rodriguez, Ramos, Lezama, Chuna y Chaman, 2019). El éxito de la simbiosis dependeré de la especificidad de las
cepas bacterianas, del suelo y del nimero de rizobios efectivos (Ndungu et al., 2018).

El uso de rizobios en el cultivo de frijol enriquece a los suelos y mejora el crecimiento de las plantas (Caceres-
Acosta et al., 2024) lo que repercute de manera positiva en el incremento de la biomasa (Delgado-Alvarez et al.,
2022) y el rendimiento (Cantaro-Segura, Huaringa y Zaiiga, 2019).

Las investigaciones actuales se orientan al empleo de biofertilizantes elaborados con cepas nativas, resultan
mas efectivas y con potencial similares a los obtenidos con fertilizantes sintéticos nitrogenados (Sanchez et al.,
2014, Céantaro-Seguraetal., 2019). De acuerdo con lo que resefa el CIATEJ (2024), el proceso recomendable para
la obtencién de inoculantes microbianos para uso en agricultura debe contemplar el aislamiento y los ensayos
in vitro e in vivo en condiciones experimentales controladas (laboratorio, invernadero y campo), con la finalidad de
seleccionar los mejores microorganismos que beneficien el crecimiento y productividad de las plantas cultivadas,
asi como la conservacién y mejoramiento del recurso suelo.
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El cultivo de frijol es idéneo para estas investigaciones, debido a su importancia alimenticia principalmente
en el aporte de proteinas, vitaminas y minerales, compuestos fendlicos utilizados en la salud humana, superficie
cultivada en ambientes diversos de Latinoamérica, volumen de produccién, generacién de empleos y como
parte de los cultivos estratégicos en la seguridad alimentaria (Delgado-Alvarez et al., 2022; Castorena, Valencia,
Ibarra, Rodriguez y Salcedo, 2021). El objetivo de la investigacion fue evaluar la efectividad de diferentes inéculos
experimentales a base de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y bacterias nativas fijadoras de nitrégeno,
en plantas de frijol “negro delgado” creciendo en condiciones controladas en invernadero, para seleccionar los
mejores microorganismos que mejoren el crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas del Area de Estudio

La investigacién se realizd bajo condiciones controladas en un invernadero del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad (CIIDIR-IPN, Unidad Oaxaca), ubicado en el municipio
de Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca, México. El clima es de tipo A(C)w, catalogado como semicélido subhimedo
con lluvias en verano seguido de una estacidn seca en invierno, con temperatura media anual de 14.8 a 22 °C,
precipitaciéon media anual de 600 a 1000 mm (SEMAEDESO, 2022). Se sitla en las coordenadas geogréficas de
16°57'-17°04' Ny 96° 42" - 96° 49’ O y con una altitud de 1523 m (INEGI, 2010).

Muestreo de Sitios para Obtencién de Suelo Rizosférico

Se realizd un muestreo en enero de 2023, en suelos agricolas destinados al cultivo de frijol delgado, en
condiciones de riego en planicie y bajo condiciones de temporal en ladera, en distintas parcelas de las localidades
Santiago Suchilquitongo (17° 15 00" N - 96° 53" 00" O), Santa Cruz Lachixolana (17° 22" N - 96° 85" O) y Santo
Domingo Tlaltinango (17° 14" 17" N - 96° 50" 48" O), de acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000 (NOM-021-
SEMARNAT-2000, 2002). El nimero de muestras compuestas fue de 27, 15 en sitios de riego y 12 en temporal.

Obtencion de Inéculos Experimentales de HMA

Los indculos se generaron a partir de las muestras de suelo obtenidas en las parcelas de cultivo de los sitios
de estudio, mediante la técnica de propagacion en “plantas trampa”, en macetas con sorgo (Sorghum bicolor
L.) y alfalfa (Medicago sativa L.) durante cinco meses (Aguilar-Ulloa, Arce, Galiano y Torres, 2015), finalizado este
periodo, las plantas en desarrollo fueron inducidas a estrés hidrico por 15 dias, se secaron y se coseché el sustrato
con raices (inoculante), los cuales se mezclaron por separado de acuerdo al tratamiento y se resguardaron en un
lugar fresco y seco. Estos inoculantes fueron considerados experimentales y se utilizaron para los ensayos con
plantas en condiciones controladas.

Para la inoculacion de las semillas de frijol se realizé una desinfeccién con alcohol de 96° durante un minuto
y tres enjuagues con agua esterilizada. Se procedié a la siembra inmediata, depositando tres semillas y 20 g
de inoculante en la parte media de las macetas de pléstico de 1 kg de capacidad de los 27 tratamientos por
triplicado, por Ultimo, se regaron todas las macetas con agua para favorecer la emergencia.

Obtencién de Inéculos Experimentales de Rizobios

Las bacterias se aislaron a partir de la colecta de nédulos radicales de 15 plantas de frijol por parcela mediante
un muestreo aleatorio simple. Cada planta colectada se envolvié en papel de estraza y una bolsa plastica con
rétulo de colecta, el traslado al laboratorio se realizd en un contenedor térmico comercial con capacidad de
40 L. Una vez ingresadas las muestras al laboratorio, fueron resguardadas en refrigeracién para su posterior uso.
Se extrajeron los nédulos de cada planta, fueron lavados y se corrobord su viabilidad al observar su tonalidad
rosa con la ayuda de un microscopio electrénico (Figura 1).

Los nédulos fueron desinfectados con alcohol de 96° y se extirparon en el fondo de un tubo de ensaye estéril
para obtener las colonias bacterianas que fueron sembradas en placa acorde a la metodologia de Hernandez,
Cubillos y Milian (2012), con medio de cultivo YMA (levadura-manitol-agar) a base de 1.31 g de K,HPO,, 0.2 g de
MgSO,.7H,0O, 0.1 g de NaCl, 2.5 g de manitol, 7.5 g de sacarosa, 7.5 g de extracto de sacarosa, 0.5 g de extracto
de levadura por L de medio de cultivo, suplementado con 10 mL de rojo Congo (Vincent, 1970). La incubacién
durd 15 dias a 30+2 grados centigrados.
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Figura 1. Observacion microscépica de nédulos de Rhizobium.
Figure 1. Microscopic observation of Rhizobium nodules.

Para el uso de inéculos experimentales se prepard un medio liquido YMA modificado sin agar, se sembraron
las bacterias contenidas en placa mediante la técnica de asa bacterioldgica, la incubacién duré 12 dias a 30+2 °C,
con una densidad de 108 UFC mL™. Estos inoculantes experimentales se utilizaron para los ensayos con plantas
en condiciones controladas.

Para la inoculacion de las semillas de frijol se realizé una desinfeccién con alcohol de 96° durante un minuto
y tres enjuagues con agua esterilizada. Posteriormente se embebieron las semillas durante una hora en el medio
liquido preparado para cada uno de los 15 inéculos (Arzola, 2017"), por dltimo, transcurrido el tiempo de la
imbibicién, se procedié a la siembra inmediata, depositando tres semillas en una maceta de pléstico de 1 kg de
capacidad de los 16 tratamientos por triplicado, por Ultimo, se regaron con agua para favorecer la emergencia.

Caracteristicas del Sustrato

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizado como sustrato fueron determinadas bajo la NOM-021-
RECNAT-2000 (NOM-021-SEMARNAT-2000, 2002) que incluye: pH 7.6, conductividad eléctrica (CE) 0.24 dS m™,
contenido de materia orgénica (MO) 4.47%, fésforo aprovechable Olsen (P) 3.79 mg kg, potasio extraible (K)
0.02 cmol(+) kg, nitrégeno total (N) 0.29% y calcio extraible (Ca) 0.14 cmol(+) kg, con 15.24% arcilla, 19.44%
limo, 65.32% de arena, clasificacion textural franco-arenoso, densidad aparente (DA) de 1.41 gramos por
centimetro cubico.

Disefio de los Experimentos

Se establecieron dos experimentos para la evaluacién de los indculos experimentales en un invernadero
bajo condiciones controladas de temperatura, humedad relativa y radiacién solar. El primero de ellos para la
evaluacion de HMA por 60 dias, abril y mayo de 2023, mediante un disefio completamente al azar (DCA) con 27
tratamientos més un testigo, con tres repeticiones con un total de 84 unidades experimentales. Para la evaluacion
de los inéculos experimentales de rizobios, se utilizé también un DCA, con 15 tratamientos mas un testigo, por
triplicado; para un total de 48 unidades experimentales, la evaluacién se hizo en el mismo periodo y duracién
que el primer experimento. Para los tratamientos testigos, las semillas se embebieron en agua comun durante el
mismo periodo que en los indculos experimentales liquidos (Cuadro 1).

Variables de Estudio y Analisis Estadisticos

Se evalué la efectividad de HMA en el frijol a partir de las variables indice RAS (relacién biomasa seca aérea
(g)/biomasa seca de raiz (g)); tasa relativa de crecimiento en altura (TRCA, cm semana™).
A2 - A1
T2-T1

Donde: AT y A2 representan la altura inicial y final, TTy T2 el tiempo de medicién respectivamente; tasa
relativa de crecimiento en didmetro (TRCD, mm semana™).

rrep = 22~ D1 (2)
T T2-T1

TRCA = (1)

" Arzola, B. A. B.(2017). Efecto de la inoculacién con Rhizobium spp. sobre la cosecha de granos del frijol Vigna unguiculata. Tesis para obtener grado de Maestro
en Ciencias. Pontificia Universidad Catdlica de puerto rico. https://doi.org/10.13140/RG.2.2.11664.94726/1

https://www.terralatinoamericana.org.mx/ Pagina |4



ECHEVERRIA-PEREZ ET AL. EFICIENCIA DE MICROORGANISMOS NATIVOS COMO INOCULANTES EN FRIJOL 'NEGRO DELGADO'

Cuadro 1. Tratamientos y parajes seleccionados como fuente de inéculos con potencial para desarrollo de biofertilizantes con
microorganismos nativos.
Table 1.Treatments and sites selected as a source of inocula with potential for the development of biofertilizers with native microorganisms.

Tratamientos (Fuente de inéculos Tratamientos (Fuente de indéculos

Georreferenciacion

de HMA por parajes) de rizobios por parajes*)
LN LO

T1. Tetiche 17°15'56.4" 96°53'05.4" T1. Limas

T2. Limas 17°15' 34.6" 96° 52" 35.9" T2.San Miguel

T3. Tierra Blanca 17°15"30.1" 96°52'21.1" T3. Barrio Nuevo

T4. Reforma 17°15'09.6" 96°52'21.1" T4. Atoyac 2

T5. Manantial 17°14' 35.3" 96°52'50.8" T5. Pareddn

Té6. Mangal 17°15'09.8" 96°52' 22" Té. Rancho

T7. Atoyac 17°14'51" 96° 51" 53.5" T7.Tlaltinango

T8. San Miguel 17°14'52.6" 96° 51" 44" T8. Totondé

T9. Barrio Nuevo 17°14' 28" 96° 51" 30.9" T9. Puerta Coyote

T10. Atoyac 2 17°15'30.1" 96°52'21.1" T10. Salina

T11. Serret 17°15'23.4" 96°52"'47.7" T11. Higo

T12. Lachixolana 17°13"'23.3" 96°51'34.4" T12. Chichicaxtle

T13. Pareddn 17°14'27.4" 96°5118.2" T13. Presa

T14. Puerta Rancho 17°14'08.5" 96°51"30.8" T14. Cajon

T15. Tlaltinango 17°14'22.9" 96°51'06.8" T15. Pinos

T16. Teyacua 17°15"53.1" 96° 53' 27.5" T16.Testigo (Sinindculo)

T17. Totondé 17°15'42.5" 96°53"37.2"

T18. Jicara 17°16"19.7" 96°51"44.5"

T19. Puerta Coyote 17°15'30.0" 96°53"28.5"

T20. Salina 17°15"40.9" 96° 53" 54.2"

T21. Coyote 17°15" 23" 96° 52" 46.5"

T22. Higo 17°13'57.6" 96° 53" 55.9"

T23. Chichicaxtle 17°14"13.1" 96° 54" 27.7"

T24.Rodeo 17°13" 44" 96° 54" 18.5"

T25. Presa 17°13" 40" 96° 54" 56.3"

T26. Cajon 17°14'00.3" 96° 54" 21.5"

T27. Pinos 17°13'53.0" 96°51"48.1"

T28. Testigo (sin inéculo)

*Para los tratamientos de rizobios, los parajes tienen la misma georreferenciacion que los tratamientos con inéculos de HMA.
*For rhizobia treatments, the sites have the same georeferencing as the treatments with HMA inocula.

Donde: D1 y D2 representan al didmetro inicial y final de la base del tallo, T1 y T2 el tiempo de medicién
respectivamente (Cardillo y Bernal, 2006); area foliar (AF, cm?) mediante el programa ImagelJ® y colonizacion
micorricica (MIC, %), a partir de la clasificacién categdrica de Nicholson y Schenck, (1979), cuya escala de
colonizacién es: baja (0-20%), media (20.1-50%) y alta (>50%).

Para la evaluacion de la efectividad de los rizobios asociados al frijol, las variables fueron indice RAS (relacion
biomasa seca aérea (g)/biomasa seca de raiz (g)), tasa relativa de crecimiento en altura (TRCA, cm semana),
tasa relativa de crecimiento en didmetro (TRCD, cm semana™), nédulos por planta (NOD, nimero) y area foliar
(AF, cm?) utilizando las mismas férmulas anteriores.
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Los datos se analizaron en el programa computacional SAS versidon 9.4° (SAS Institute, 2018), mediante
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas (P < 0.05), anélisis de varianza y separacién de medias con
la DSH de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de Inéculos de HMA Nativos

Para todas las variables medidas se registraron diferencias estadisticas altamente significativas entre
tratamientos (P < 0.01) (Cuadro 2).

En todos los tratamientos, para la variable RAS se obtuvieron valores superiores a 2.5. De acuerdo con los
indices de calidad de planta reportados por Rodriguez-Ortiz et al. (2020), se trata de plantas de baja calidad en
desarrollo radicular y aéreo. Solo los tratamientos con inéculos de los parajes Atoyac y Lachixolana se acercan a
los valores propuestos en este indice de calidad, con valores de 2.8+0.1 y 3+0.03, respectivamente (Cuadro 3).

Para la variable TCRA, se obtuvieron 16 tratamientos con valores superiores al testigo (14.40+0.90 cm semana™).
Sobresalieron los indculos provenientes de los parajes Jicara, Puerta del Coyote y Lachixolana (20.53%1.20,
18.73+£1.70y 18.60£0.30 cm semana), respectivamente.

Para la variable TCRD, 20 tratamientos lograron valores superiores al testigo (0.34=0.03 mm semana™),
sobresaliendo los tratamientos con inéculos de los parajes Mangal y Puerta del Coyote (0.44%0.01 vy
0.42+0.01 mm semana’, respectivamente). Para la variable AF, los tratamientos con inéculos de los parajes Puerta
del Coyote y Jicara obtuvieron valores de 418.24+0.60 y 352.32+0.70 cm?, superiores al testigo (252.01x0.60
cm?). En la variable MIC, 24 tratamientos registraron valores superiores al testigo (8.33+0.80%). Los inéculos con
mayor porcentaje de colonizacién micorricica fueron los obtenidos en los parajes Pinos (72.33+8.40%) y Puerta
del Coyote (52.33+5.40%) (Figura 2).

De acuerdo con las categorias de colonizaciéon micorricica propuesta por Nicholson y Schenck (1979), el 50% de
los suelos, principalmente los de riego, registran una colonizacion baja; el 46% media, especialmente en los suelos de
temporal, y el 4% en categoria alta, predomina el tratamiento con inéculos del paraje Pinos con el MIC de 72.3+8.4.

Esta colonizacion media (20.1-50%) y alta (>50%) que se observa en los sitios de temporal de los parajes Pinos,
Puerta Coyote, Teyacua, Salina, Higo, Chichicaxtle, Jicara, Totondé y Presa se debe a que los HMA pertenecientes al
Phylum Glomeromycota son capaces de formar asociaciones simbidticas mutualistas con el 72 % de las familias de
plantas en los ecosistemas terrestres principalmente en selvas tropicales lluviosas y secas, desiertos, humedales,
bosques mesdfilos de montafia y bosques templados (Chavez-Herndndez, Barrera, Téllez, Chimal y Garcia, 2021).

Efecto de inéculos bacterianos nativos fijadores de nitrégeno

La inoculacién de las semillas de frijol delgado con los rizobios mostré efectos benéficos promovidos por
este grupo de bacterias. En el anélisis de varianza, los tratamientos no mostraron diferencias significativas para la
variable RAS (Cuadro 4).

Todos los tratamientos presentaron valores de RAS superiores a 2.5 (P > 0.05), lo que significa que existe baja
calidad de las plantas con relacién a su desarrollo radicular y aéreo (Cuadro 5).

Cuadro 2. Resumen del anélisis de varianza de los tratamientos con HMA en el cultivo de frijol delgado.
Table 2. Summary of the analysis of variance of HMA treatments in the slender bean crop.

Variable GL error Cuadrados medios RCME CV (%)
RASH 39 0.08** 0.1 10.87
TCRA* 0.28** 0.33 8.45
TCRD 0.006** 0.04 12.38
MICS 0.28** 0.27 22.31
AF 18229.35** 6.79 3.03

** Altamente significativo (P < 0.01). Transformaciones:  RAS = Jlog X; * TCRA = |/log X+1; § MIC = log X.
** Highly significant (P < 0.01). Transformations: RAS = ' Jlog X; * TCRA = {log X+1; ¢ MIC: log X.
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Cuadro 3. Resumen de las medias de las variables analizadas en la evaluaciéon de los in6culos de HMA obtenidos de los sitios de riego y temporal.
Table 3. Summary of the means of the variables analyzed in the evaluation of AMF inocula obtained from irrigation and rainfed sites.

Tratamientos RAS TCRA TCRD AF

cm semana’ mm semana”’ cm?
T1. Tetiche 8.34+0.60 b 14.73%1.00 abc 0.22+0.02 ¢ 272.14%0.60 def
T2. Limas 14.89+0.90 b 15.86%1.30 abc 0.35%0.01 abc 285.12+0.60 d
T3.Tierra Blanca 50.65+22.20 b 12.30£0.90 bc 0.32+0.02 abc 215.17+0.60 jj
T4. Reforma 11.51+4.60 b 14.96x0.20 abc 0.38+0.03 ab 106.13+0.60 i
T5. Manantial 8.03x3.30 b 12.10%0.30 bc 0.29+0.01 bc 207.12+0.60 jk
T6. Mangal 12.55+4.50 b 14.93+0.06 abc 0.44%0.01 a 170.2%0.60 klm
T7. Atoyac 2.80+0.10 b 14.53+0.6 abc 0.38+0.03 ab 143.24+0.60 n
T8. San Miguel 8.37x1.80b 9.40+3.70 c 0.33%0.02 abc 170.22+0.60k Im
T9. Barrio Nuevo 11.73x2.30 b 13.80£0.40 abc 0.38+0.006 ab 212.12+0.60j
T10. Atoyac2 10.87+1.40 b 12.60+1.10 bc 0.38+0.01 ab 66.29+0.60 o
T11. Serret 11.47+2.10 b 13.73%0.70 abc 0.36%0.02 abc 335.20+0.60 bc
T12. Lachixolana 3.09+0.030 b 18.60+0.30 ab 0.43+0.01 ab 222.23%0.60 ij
T13. Pareddn 17.17+3.20b 16.20+0.90 abc 0.35%0.01 abc 263.25+0.60 efg
T14. Rancho 4.90+1.80 b 15.00+0.90 abc 0.39+0.01 ab 260.04+20.50 efg
T15. Tlaltinango 15.73+x2.20 b 13.96+0.30 abc 0.39+0.07 ab 280.78+0.90 de
T16. Teyacua 12.95+2.60 b 14.80+0.30 abc 0.36+0.02 ab 215.57%£0.30 ij
T.17 Totondé 4.30+1.60b 15.46+1.40 abc 0.37+0.01 ab 314.02+0.60 ¢
T18. Jicara 3.22+x0.40b 20.53%1.20 a 0.38+0.01 ab 352.32+0.70 b
T19. Puerta coyote 7.70+0.90 b 18.73+1.70 ab 0.42+0.01 ab 418.24+0.60 a
T20. Salina 11.89+2.20 b 10.06+2.80 c 0.32+0.03 abc 188.14+0.50 kl
T21. Coyote 12.30+3.30 b 13.93%1.70 abc 0.36+0.02 ab 180.04+0.60 kl
T22.Higo 7.10%1.60 b 14.60+1.20 abc 0.39+0.04 ab 246.22.2+0.60 gh
T23. Chichicaxtle 15.19+5.80 b 13.80%0.40 abc 0.30+0.01 abc 154.00+0.60 mn
T24.Rodeo 6.24x2.00 b 16.20+0.30 bed 0.42+0.01 ab 235.18+0.60 hi
T25. Presa 7.91£1.30 b 14.66+0.80 abc 0.32+0.02 abc 224.22+0.60 jj
T26. Cajon 131.17+63.70 a 13.60+0.80 abc 0.34+0.01 abc 160.08+0.5I mn
T27. Pinos 12.26+3.20 b 14.46+0.90 abc 0.36%0.01 ab 114.32+0.70 s
T28. Testigo 19.63+3.70 b 14.40%0.90 abc 0.34+0.03 abc 252.01+0.60 fgh

RAS: relacién = peso seco aéreo (g)/peso seco de raiz (g); TCRA = tasa relativa de crecimiento en altura; TCRD = tasa relativa de crecimiento en didmetro; AF =

4rea foliar. Letras en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05). La media incluye = error estandar (n=3).

RAS: ratio = aerial dry weight (g)/root dry weight (g); TCRA = relative aerial growth rate; TCRD = relative diameter growth rate; AF = leaf area. Letters in the same

column indicate statistical differences (Tukey, P < 0.05). The mean includes * standard error (n=3).

Para las variables TCRA y TCRD no se registraron diferencias significativas entre tratamientos, pero
numéricamente manifiestan el mayor crecimiento en altura y didmetro con los indculos del paraje San Miguel,
18.53%2.60 y 0.40+0.05, respectivamente; superiores al testigo (15.8320.90 y 0.31%0.03). En la variable AF se
registraron diferencias altamente significativas entre tratamientos (P < 0.01), sobresalen cuatro inéculos, parajes
Pareddn, Presa, Tlaltinango y Cajén, 368.03+0.50,423.21+0.60,380.27+0.60y 441.15x0.60 cm?, respectivamente;
superiores al testigo (364.21+0.60 cm?). En la variable NOD se registraron diferencias altamente significativas
entre tratamientos (P < 0.01), sobresale el indculo del paraje Cajon (43.33+18.70 nédulos/planta) (Figura 3).

https://www.terralatinoamericana.org.mx/

Paginal?



TERRA LATINOAMERICANA VOLUMEN 43, 2025. €2072

80 a
o
> 70
860
ab
\Eg a-c
50
5 a-c a-C
E 40 ac
§ a-c a-Ca-c , .
g 30 be be e
g bchbe
S 20 € B¢ be be e
< bcbcbcb
S C ¢
= Piddiii
: i
o 0
< < o O R S AN — o O o 3D B A=
822 HT 2EES S L85 s8588z882¢8 88 ¢85
Eses s EE3 3t 82 ES RS s e s kg
& &pn T 8 g 2= 2 g3 s3s0 gz oS5 g=2e S
S = = o X S c = O < m 5 =
—= = X - < o =
< S = M~ = = < .8 =] <
= = = Q 2 t: < t
Q = < = ©n b5
= @] — o L
=W =

Parajes

Figura 2. Colonizacién micorricica (%) en los diferentes tratamientos evaluados. Las barras verticales en
columnas indican la desviacién estandar. Valores con la misma letra dentro de cada gréfica no son significativamente
diferentes (Tukey, P < 0.05).

Figure 2. Mycorrhizal colonization (%) in the different treatments evaluated. Vertical bars in columns indicate
standard deviation. Values with the same letter within each graph are not significantly different (Tukey, P < 0.05).

Efectividad de HMA en el Frijol Negro Delgado

Los efectos benéficos de los HMA en la promocidn del crecimiento de las plantas se deben principalmente al
intercambio de nutrientes, lo que justifica la sustitucion de hasta el 75% del fertilizante fosférico (Mora-Quilismal,
Aguila, Revelo, Benavides y Balarezo, 2019). Estos microorganismos mejoran la absorcién de fésforo por la planta
debido al aumento en el transporte de elementos inorgénicos desde el suelo a las plantas (Adavi y Tadayoun,
2014),y el incremento de la biomasa de las plantas cultivadas (Parra-Zambrano, 20122).

Los valores obtenidos de la RAS, superiores a 2.5, indican, de acuerdo con Rodriguez-Ortiz et al. (2020), que
todos los tratamientos generan plantas de baja calidad, y se atribuye al limitado espacio del contenedor, lo que
limité el desarrollo radical y biomasa aérea, similar a lo reportado por Pérez-Moncada et al. (2019). Asi mismo,
existié una deficiente aireacién y baja retencién de agua debido al bajo volumen de sustrato en las macetas y
su compactacion, lo que provocd escaso crecimiento radical y baja germinacion de esporas de HMA, resultados
también reportados por Dominguez-Arrieta et al. (2021).

Callejas-Ruiz et al. (2009) reportan que la efectividad en la simbiosis depende de la cantidad de raices
emitidas por la planta y de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, y su déficit puede afectar directamente la
germinacién de las esporas de los HMA, determinantes para su establecimiento.

Losresultados enlavariable TCRA demuestran que los HMA promueven el crecimiento vegetal (P<0.01), como
se demuestra en los inéculos provenientes del paraje Lachixolana (18.6+0.03) y Jicara (20.5%1.20), similarmente
reportado por Dominguez-Arrieta et al. (2021). Gonzélez, Sosa y Diaz (2012) obtuvieron diferencias significativas
en la altura de planta con la aplicacién de HMA al cultivo de frijol (P, vulgaris) variedad CC-25-9 negro.

Por el contrario, las plantas con menor altura con respecto al testigo fueron influidas por factores bidticos,
dado que los HMA se benefician de diferente manera segun el cultivo hospedero principalmente por el aumento
de la colonizacién micorricica tal y como se demuestra en los parajes de Teyacua, Puerta del Coyote y los Pinos
en donde el RAS presenta valores bajos con respecto al testigo, pero MIC presenta valores altos, otro factor
influyente en la altura de la planta son los factores abiéticos tales como el flujo no equilibrado de nutrimentos del
suelo a la planta debido a condiciones ambientales como luz, temperatura y pH; lo cual también fue reportado
por Grace, Cotsaftis, Tester, Smith y Smith (2009) y Ley-Rivas, Sdnchez, Ricardo y Collazo (2015).

2 Parra-Zambrano, C.T.(2012). Efecto de Rhizobium y micorrizas arbusculares en el desarrollo de Cajanuscajan en presencia de abonos verdes, en suelos naturales
de la localidad de Espino, estado Guaérico. Tesis para obtener el grado de Maestro en Ciencias. Universidad Maracay. Venezuela. Disponible en: http://hdl.handle.
net/10872/3686
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Cuadro 4. Resumen del analisis de varianza de las variables analizadas en los tratamientos de rizobios en el cultivo de frijol delgado.
Table 4. Summary of the analysis of variance of the variables analyzed in the rhizobia treatments in the slender bean crop.

Variable GL error Cuadrados medios RCME CV (%)
RASt 32 7.48ns 2.80 41.20
TCRA 5.36ns 2.07 13.06
TCRD 0.01ns 0.08 30.09
NODf 0.34** 0.32 30.90
AF 8826.16** 1.03 0.30

** altamente significativo (P < 0.01), ns no significativo (P > 0.05). Transformaciones: TRAS y NOD= log X.
** highly significant (P < 0.01), ns not significant (P > 0.05). Transformation: RAS and NOD = log X.

Para la TCRD se encontré un desarrollo homogéneo en todos los tratamientos, debido a las ventajas que
proporciona la simbiosis micorricica (P < 0.01); tal como lo reportan Dominguez-Arrieta et al. (2021) y Calero-Hurtado
et al. (2022), quienes encontraron valores superiores de area foliar con la utilizacién de HMA en el cultivo de frijol.

Los valores de MIC con micorrizacién media y alta procedieron en su mayoria de los inéculos provenientes de
sitios de temporal (P < 0.01); lo que coincide con Espinosa-Cuéllar, Rivera, Ruizy Lago (2018), quienes obtuvieron
porcentajes mayores de microorganismos provenientes de suelos cultivados bajo temporal en épocas lluviosas, ya
que bajo esas condiciones, Koch, Antunes, Maherali, Hart y Klironomos (2017) reportan que los HMA incrementan
sus estructuras y la produccién de esporas.

Cuadro 5. Resumen de medias de los inéculos de rizobios analizados provenientes de sitios de riego y temporal.
Table 5. Summary of means of the rhizobia inocula analyzed from irrigation and rainfed sites.

Tratamientos RAS TCRA TCRD AF

cm semana’ mm semana’’ cm?
T1. Limas 9.46+2.40 a 14.28+1.40 a 0.28+0.01 a 354.23+0.60 g
T2. San Miguel 5.37+x1.50 a 18.53+2.60 a 0.40+0.05 a 329.04+0.6 |
T3. Barrio Nuevo 5.55+0.90 a 16.12+0.30 a 0.32+0.08 a 249.20+0.60 A
T4. Atoyac 2 5.29+0.30 a 17.56+0.50 a 0.30+0.40 a 339.00+0.60 i
T5. Paredén 6.13+x0.10 a 16.83+0.70 a 0.33+0.02 a 368.03+0.50 d
Té. Rancho 7.27+0.70 a 16.03+0.80 a 0.34+0.04 a 355.12+0.50 f
T7.Tlaltinango 7.32£20 a 14.70+0.80 a 0.28+0.10 a 380.27+0.60 ¢
T8. Totondé 8.38+x0.90 a 16.38+0.30 a 0.25+0.03 a 234.01+0.50 o
T9. Puerta Coyote 5.57£1.90 a 15.53+10 a 0.19+0.04 a 352.09+0.60 h
T10. Salina 8.62+2.80 a 13.86+2.10 a 0.26+0.05 a 285.29+0.60 n
T11. Higo 8.10+x1.70 a 15.56+0.90 a 0.23+0.06 a 312.06+0.60 m
T12. Chichicaxtle 8.75x1.20 a 17.93+0.70 a 0.18+0.04 a 333.02+0.50 k
T13. Presa 4.69+0.40 a 14.36+1.20 a 0.25+0.05a 423.21+£0.60 b
T14. Cajén 4.35+0.30 a 15.00+0.80 a 0.33+0.01 a 441.15+0.60 a
T15. Pinos 6.99+2.80 a 15.46+0.90 a 0.32+0.01 a 338.16+0.60 j
T16. Testigo 7.271.50 a 15.83£0.90 a 0.31x0.03 a 364.21x0.60 e

RAS: relacion = peso seco aéreo (g)/peso seco de raiz (g); TCRA = tasa relativa de crecimiento en altura; TCRD = tasa relativa de crecimiento en didmetro;
NOD = niimero de nédulos y AF = 4rea foliar. Letras en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05). La media incluye * error estandar (n=3).
RAS: ratio = aerial dry weight (g)/root dry weight (g); TCRA = relative growth rate in height; TCRD = relative growth rate in diameter; NOD = number of nodules
and AF = |eaf area. Letters in the same column indicate statistical differences (Tukey, P < 0.05). The mean includes = standard error (n=3).
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Figura 3. Numero de nédulos por tratamientos evaluados. Las barras verticales en
columnas indican la desviacién estandar. Valores con la misma letra dentro de cada
gréfica no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05).
Figure 3. Number of nodules by treatments evaluated. Vertical bars in columns
indicate standard deviation. Values with the same letter within each graph are not
significantly different according to the Tukey test (P < 0.05).

Crespo-Floresetal.(2021)indican que la eficiencia en lainoculacién de HMA nativos depende de su capacidad
para producir hifas externas, la velocidad de la hifa para colonizar las raices y su habilidad para mantener niveles
de colonizacidén bajo condiciones competitivas, lo que Gonzéalez-Canizares, Ramirez, Morgan, Riveray Plana (2015)
manifiestan que repercute positivamente en el aumento de la colonizacién micorricica, biomasa y rendimiento.

Efectividad de Rizobios en el Frijol Negro Delgado

El uso de cepas nativas de rizobios para la inoculacién en semillas ofrece ventajas significativas en el
crecimiento vegetal, al aumentar la disponibilidad de nutrientes limitantes como el P y N, principalmente (Uc-
Ku et al., 2019). Respecto a la RAS, se encontraron valores >4.3 en todos los tratamientos (CV = 41.2%). De
acuerdo con Rodriguez-Ortiz et al. (2020), son plantas con reducido desarrollo, posiblemente debido las bajas
dimensiones del contenedor donde se sembraron. Aunque no se encontraron diferencias significativas, los
valores obtenidos en el peso seco de raices (P < 0.01) evidencian diferencias entre tratamientos y eficiencia de
las cepas de rizobios comparados con el testigo. Garcia et al. (2023) sefialan que el uso de estos indculos estimula
la nodulacién, crecimiento y rendimiento del cultivo. Di Benedetto et al. (2017) afaden que esta simbiosis influye
directamente en el crecimiento y profundidad de las raices, y permite al cultivo beneficiarse de los nutrimentos
del suelo con mayor facilidad.

La capacidad de estos indculos para la generacion de biomasa y area foliar se manifesté en el peso seco aéreo
(P < 0.01). Para Cuzcano y Davila (2002), el estudio de estas variables en frijol comin es de importancia para la
generacion y disponibilidad de fotosintatos. Lalande, Bigwanesa y Antoun (1990) y Herndndez, Napoles, Rosales,
Bafos y Ramirez (2013) indican que la biomasa aérea se utiliza como indicador de la eficiencia en la fijacién de
nitrégeno debido a su importancia en el crecimiento, desarrollo y fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN).

Aunque la TCRA y TCRD no mostraron diferencia significativa entre tratamientos (P > 0.05), numéricamente
existen algunos de ellos que superan al testigo, debido a que las leguminosas tienen la capacidad de establecer
simbiosis con los rizobios nativos del suelo (Madigan, Bender, Buckley, Sattley y Stahl, 2017); al fijar el N atmosférico
para convertirlo a formas disponibles para las plantas y su uso en procesos metabdlicos (Céntaro-Segura et al.,
2019); que inciden directamente en el crecimiento y rendimiento (Granda-Mora, Alvarado y Torres, 2017).

Existe heterogeneidad en cuanto a NOD (CV=30.9%), sin embargo, el tratamiento con inéculos del paraje
Cajon fue el que presenté 43.3 ndédulos/planta, ubicados en las raices laterales y zona media de crecimiento.
Predominaron las formas esféricas y elipticas, que al observarse en microscopio muestran una coloracién rosada;
caracteristica observada por Nap y Bisseling (1990) y Colas-Sanchez, Diaz, Rodriguez, Gatorno y Rodriguez (2018).
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Mendoza-Labradory Bonilla(2014) obtuvieron resultados significativos en biomasa aérea, radical y nimero de
nédulos con la aplicacién de rizobios en frijol Caupi bajo condiciones de invernadero. De acuerdo con Veldzquez,
Garcia, Ramirez, Rivas y Molina (2017), esta afinidad repercute positivamente en una mayor colonizacién del
sistema radicular y establecimiento de los bacteroides dentro de los nédulos.

A excepcidn del tratamiento 3 y 8, todos los tratamientos evaluados produjeron mayor nimero de nédulos
que el testigo y mostraron gran afinidad a las plantas de frijol, similar a lo reportado por Cantaro-Segura et al.
(2019), quienes mejoraron rendimientos con inéculos de rizobios en frijol. De acuerdo con Tajiniy Drevon (2012)
y Crespo-Flores et al. (2021), esto se debe a que la nodulacién de las bacterias nitrofijadoras en las raices de las
plantas, abastecen de N 'y movilizan al P y otros nutrimentos desde el suelo hacia las raices de las plantas.

CONCLUSIONES

El empleo de inéculos elaborados con HMA nativos promueven el incremento en las variables TRCA, TRCD,
AF y MIC en un 43, 29, 66y 60% respectivamente con base al tratamiento testigo, en las plantas de frijol “negro
delgado” en invernadero; lo que permitio la seleccién de cuatro inéculos, dos provenientes de la zona de riego
y dos de la de temporal (T12: Lachixolana, T13: Paredén, T18: Jicara y T19: Puerta Coyote).

El uso de inéculos de bacterias nativas fijadoras de nitrégeno empleadas como biofertilizantes en el frijol
"negro delgado” en invernadero incrementaron los valores de NOD de 7 a 43 nédulos/planta y de AF en 82%,
ambos con respecto al tratamiento testigo. Con base a los resultados obtenidos, se seleccionaron cuatro indculos,
dos de la zona de riego (T7: Tlaltinango y T5: Paredén) y dos de temporal (T13: Presa y T14: Cajon) para su
evaluacioén posterior en campo en el cultivo de frijol “negro delgado”.
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