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RESUMEN

El rendimiento de frijol comtn (Phaseolus vulgaris L.) se ve limitado por con-
diciones de sequia prolongada y escasez de nutrientes en el suelo. La Corpora-
cién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) seleccioné cin-
co genotipos de frijol comun por presentar caracteristicas de biofortificacion,
buen tamanio de grano y tolerancia al déficit hidrico, sin embargo, se requiere
técnicas sostenibles que contribuyan a la adaptacion de estos genotipos, y mi-
tiguen el impacto de la sequia y escasez de nutrientes en la produccién de este
cultivo. Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal son una alterna-
tiva para mejorar la absorcién de nutrientes y la adaptacion de las plantas a
condiciones adversas. En este trabajo se evalué la eficiencia de rizobios en la
fijacién bioldgica de nitrégeno (FBN) en los genotipos de frijol comtn selec-
cionados. Se tomaron muestras de suelo en la rizésfera y raices de los cinco
genotipos de frijol en el Centro de Investigaciéon Motilonia, como también dos
muestreos alternativos en otras zonas del departamento del Cesar. Se utiliza-
ron las semillas de frijol como trampa para obtener nédulos en el laboratorio.
También se evalud la nodulacion y la FBN de 11 cepas del banco de AGROSA-
VIA en los cinco genotipos de frijol y se midié la eficiencia simbiética de 7 de
las cepas en cuatro de los genotipos. Se obtuvieron 3 aislados con caracteristi-
cas de rizobios, simbiontes del genotipo 77-SMG22. Las cepas mds eficientes
en la FBN fueron la P17y P22 en el genotipo 45-HTA10-2, las cepas C229 y
P37 enel 48-HTA14-1, en el genotipo 56-DAB295 todas las cepas simbiontes
fueron eficientes (C229, P03, P22 Y P37), y en el genotipo 77-SMG22 el tra-
tamiento mds eficiente fue el inoculante comercial Rhizobiol®. Por tanto, las
cepas del banco de AGROSAVIA promueven el desarrollo de algunos genotipos
de frijol comtn reflejado en el crecimiento de las plantas.

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) yield is limited by prolonged drought
conditions and nutrients scarcity in the soil. The Colombian Agricultural Re-
search Corporation (AGROSAVIA) selected five common bean genotypes for
presenting biofortification characteristics, good grain size and water deficit
tolerance, however, sustainable techniques are required that contribute to
the adaptation of these genotypes, and mitigate the impact of drought and
nutrient scarcity on the crop production. Plant growth promoting rhizobac-
teria is an alternative to improve nutrients absorption and plants adaptation
to adverse conditions. In this work, the efficiency of rhizobia in biological ni-
trogen fixation (BNF) in selected common bean genotypes was evaluated. Soil
samples were taken in the rhizosphere and roots of the five bean genotypes at
the Motilonia Research Center, as well as two alternative samplings in other
areas of the Cesar department. Bean seeds were used as a trap to obtain no-
dules in the laboratory. The nodulation and biological nitrogen fixation of 11
strains from the AGROSAVIA bank in five bean genotypes were evaluated and
the symbiotic efficiency of 7 of the strains in four of the genotypes was measu-
red. Three isolates with rhizobia characteristics, symbionts of the 77-SMG22
genotype, were obtained. The most efficient strains in BNF were P17 and P22
in genotype 45-HTA10-2, strains C229 and P37 in 48-HTA14-1, in genotype
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56-DAB295 all symbiont strains were efficient (C229, PO3, P22 and P37), and in the 77-SMG22 genotype the most
efficient treatment was the commercial inoculant Rhizobiol®. Therefore, the strains from the AGROSAVIA bank promo-
te the development of some common bean genotypes reflected in the growth of the plants.

INTRODUCCION

El frijol comun (P. vulgaris L.) es la leguminosa de grano de mayor importancia en términos de consumo directo
en paises en desarrollo. Constituye un alimento con alto contenido proteico, cubriendo la creciente necesidad
de proteinas de millones de personas en todo el mundo. Ademads, aporta carbohidratos, vitaminas y minerales,
principalmente hierroy zinc (Nadeem et al., 2021) es utilizado como forraje para la alimentacion animal y para
mejorar la calidad del suelo gracias a su capacidad para establecer asociaciones con bacterias que pueden fijar
el nitrégeno atmosférico (Alemnéh et al., 2020)

En 2020 los paises asiaticos tuvieron la mayor area cosechada de frijoles en el mundo con 18.867.971 ha, se-
guido de Africa (8.464.013 ha) y América (7.169.372 ha). No obstante, Europa tuvo un mayor rendimiento (2,04
t.ha) seguido por América (1,13 t.ha?) ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA ALIMENTA-
CIONY LA AGRICULTURA (FAOSTAT, 2021).

En Colombia, de acuerdo con estadisticas de la Red de Informacién y Comunicacién del Sector Agropecuario
Colombiano (Agronet, 2020) el drea cultivada de frijol fue de 6.313.75 ha, con una produccién de 8.468,26 ty
un rendimiento de 1,34 t.ha*. La Region Caribe participa con el 21 % del &rea cultivadacon 9.712 hayel 13,9 %
de la producciéon nacional con 7.510 t. Dentro de esta region, el departamento con mayor superficie es el Cesar,
con 3.341,04 hay una produccién de 2.392,25 t, seguido de Bolivar con 2.472 hay una producciéon de 2.178 t.

En el frijol, al igual que en la mayoria de las leguminosas de grano, los rendimientos unitarios no se han podido
incrementar en los Ultimos afos pese al esfuerzo de los programas de mejoramiento (Debouck et al., 2021). De
hecho, se proyecta que diferentes zonas de América Latina, donde el frijol comun es un alimento basico funda-
mental, reduciran las areas de cultivo debido a diversos factores bidticos y abidticos asociados a la variabilidad
climatica (Jiménez, 2019) lo que afectara la seguridad alimentaria de millones de personas cuya supervivencia
y nutricién depende de esta leguminosa (Losa et al., 2022). Estos factores (que incluyen condiciones de déficit
hidrico, altas temperaturas, limitantes del suelo y la incidencia de fitopatdgenos, entre otros) conllevan a proce-
sos de estrés en las plantas que limitan considerablemente su desarrollo, lo cual se ve reflejado en rendimientos
medios de frijol por debajo de 1 t.ha* en la mayoria de los paises tropicales, incluido Colombia (Beebe, 2012).

A fin de superar estas limitaciones El Centro Internacional De Agricultura Tropical (CIAT), en el programa de
mejoramiento del frijol ha desarrollado multiples poblaciones derivadas de cruces interespecificos Phaseolus
vulgaris X P. acutifolius tolerantes al calor para mejorar la productividad del frijol comin en areas calidas y secas
(Suarez et al., 2020). Ahora, desde la alianza con La Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA), se abre la posibilidad de evaluar estas poblaciones avanzadas en las condiciones agroecolégicas
del Caribe seco para la identificacion de genotipos de alta adaptacion a zonas planas con sequia estacional (Bur-
bano-Erazoetal., 2021)

Para facilitar la adaptacion del nuevo germoplasma a estas condiciones, y asegurar una eficiente absorcion de
nutrientes se busca la implementacién de técnicas agricolas modernas, que sean eficientes y sostenibles. Los
nuevos cultivares a obtener, requieren un modelo de manejo productivo que mitigue de alguna forma el impacto
del estrés abidtico y la deficiencia nutricional caracteristica en suelos de bajo contenido de materia orgéanica
sobre la produccion de grano y la huella de carbono en la produccién de proteina vegetal (Aguilera et al., 2020).
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El uso de inoculantes bioldgicos a base de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por sus si-
glas en inglés) constituye una alternativa promisoria para reducir los efectos negativos del estrés abidtico en el
cultivo de frijol y mejorar su adaptacion a estas condiciones (Steiner et al., 2020). Las PGPR tienen la capacidad
de promover el crecimiento vegetal mediante mecanismos como estimulacién del sistema antioxidante de la
planta, produccién de siderdéforos, fijacién simbidtica de nitrégeno y produccién de hormonas reguladoras del
crecimiento vegetal (Sambangi et al., 2021; Guzman-Duchen y Montero-Torres, 2021). Dentro de las PGPR, los
rizobios son uno de los grupos mas estudiados, los cuales se asocian de manera endosimbidtica con las plantas
leguminosas formando nddulos radicales donde se lleva a cabo la FBN (Bianco, 2020).

Las condiciones de sequia prolongada y altas temperaturas afectan la nodulacién en las plantas leguminosas
(Villanueva, 2021), por lo que se requiere la identificacion de cepas de rizobios eficientes bajo estas condicio-
nes, capaces de asociarse simbidticamente con genotipos de alta productividad que posibiliten el desarrollo
sostenible de este cultivo. En este sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar la eficiencia de rizobios en la
estimulacion del crecimiento vegetal de genotipos de frijol tolerantes a sequia, bajo condiciones controladas.

METODO

El estudio se desarroll6 en el Centro de Investigacién Motilona (AGROSAVIA), ubicado a 10° 0’ de latitud norte
y 73° 14’ de longitud oeste en el municipio de Agustin Codazzi (microrregion Valle del Cesar), caracterizado
por presentar una temperatura promedio anual de 28,7 °C, humedad relativa de 60 % y una precipitacion anual
promedio de 1.585 mm. El material vegetal evaluado correspondi6 a cinco lineas de frijol comin provenientes
de cruces interespecificos para tolerancia a sequia, procedentes del banco de germoplasma del (CIAT), identifi-
cadas como: 45-HTA10-2,48-HTA14-1,55-G122,56-DAB295y 77-SMG22.

Aislamientos y cepas de rizobios

Los aislamientos de rizobios evaluados en este estudio fueron obtenidos a partir de muestras de raices y suelo
rizosférico tomadas a una profundidad de 0-20 cm en un cultivo de frijol establecido en el C.I. Motilonia (AGRO-
SAVIA)y en zonas montafiosas no intervenidas, con leguminosas silvestres como vegetacién nativa, ubicadas en
los municipios de Valledupar y San Diego, departamento del Cesar (Cuadro 1).

Cuadro 1. Localizacién de muestreo de suelo rizosférico y raices tomadas en el departamento
del Cesar para el aislamiento de rizobios nativos.

Altitud

Caracteristicas del lugar de muestreo
(msnm)

Ubicacion Coordenadas

CI Motilonia, Agustin Codazzi (Cesar) | 10°00’'Ny 73°14'W 110 Cultivo de frijol comun (P. vulgaris L.)

Zona montanosa con leguminosas silvestres
como vegetacién nativa

Via a Valencia de Jesus, Valledupar

(Cesar) 10°18'Ny 73°24'W 150

Zona montanosa con leguminosas silvestres

Media Luna, San Diego (Cesar) 10°19'Ny 73°10'W 160 - .
como vegetacion nativa

Las muestras de raiz y suelo fueron transportadas al Laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental (MA-
GYA) de la Universidad Popular del Cesar, donde fueron procesadas con el fin de aislar los rizobios. En vista de
gue no hubo presencia de nédulos en las raices, 10 g de cada muestra de suelo fueron homogenizados en 90 mL
de solucién salina estéril (0,85 % p/v) y sometidos a agitacion a 430 rpm durante 3 horas (Cubillos et al., 2021).
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El aislamiento de rizobios a partir de estas muestras consistié en usar semillas de plantas de los genotipos del fri-
jol en estudio como trampa separadamente, para obtener nédulos bajo condiciones controladas de laboratorio.
Paraello, las semillas fueron desinfectadas siguiendo la metodologia sugerida por Vincent (1970). Brevemente,
fueron suspendidas en alcohol al 70 % por 30 segundos, enjuagadas con agua destilada estéril y seguidamente
suspendidas en hipoclorito de sodio al 3,5 % durante 30 segundos. Finalmente, fueron lavadas seis veces mas
con agua destilada estéril, y sembradas por separado en macetas de plastico con vermiculitay arena en propor-
cion 2:1 como sustrato de crecimiento. Las semillas fueron inoculadas con 10 mL de las suspensiones de suelo
obtenidas previamente. Durante el proceso de crecimiento, las macetas fueron regadas con una solucién de
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) modificada por Silveira et al. (1998), y conservadas bajo condiciones con-
troladas de laboratorio.

Pasados 30 dias desde la siembra, las plantas fueron retiradas del sustrato sin dafiar el sistema radicular con el
fin de extraer los nédulos presentes, los cuales se desinfectaron en alcohol al 70 % por 30 segundos, seguido de
una solucién de hipoclorito de sodio al 1 % por 30 segundos, y lavados finalmente con agua destilada estéril siete
veces. En la cabina de flujo laminar los nédulos fueron macerados en tubos de ensayo con agua destilada estéril,
utilizando un agitador de vidrio. Finalmente, la suspensién obtenida de los nédulos se sembré en cajas con Agar
Levadura Manitol con adicion de rojo congo (LMA+RC) (Vincent, 1970) utilizando el método de microgota y
agotamiento por estria.

Las cajas fueron incubadas a 28 + 2 °C durante 10 dias, realizando un seguimiento diario del crecimiento de
colonias con caracteristicas propias de rizobios, las cuales fueron transferidas por medio de siembra en estria a
nuevas cajas con LMA+RC y almacenadas en condiciones de refrigeracion a 3°C (Cubillos et al., 2021).

Por otra parte, también se evaluaron 11 cepas de rizobios de la Coleccién de Microorganismos con Interés Bio-
fertilizante (CMIB) de AGROSAVIA, pertenecientes a los géneros Bradyrhizobium, Rhizobium y Mesorhizobium,
aislados a partir de Phaseolus sp., P. vulgaris y Vigna sinensis (Cuadro 2), y el bioproducto Rhizobiol® de AGRO-
SAVIA a base de las cepas ICA J-01 e ICA J-96 de Bradyrhizobium japonicun (1x108 UFC.mL?), registrado para el
cultivo de soya.

Cuadro 2. Cepas de rizobios de la coleccidn de microorganismos con interés
Biofertilizantes-CMIB de AGROSAVIA, evaluadas en este estudio.

Cadigo Origen Especie
C74 Vigna sinensis Bradyrhizobium liaoningense strain 2281
C229 Phaseolus sp. Rhizobium tropici
P03 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10
P17 Phaseolus vulgaris Rhizobium phaseoli
P19 Phaseolus vulgaris Rhizobium tropici strain CIAT 899
P22 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10
P25 Phaseolus vulgaris Rhizobium sp.
P26 Phaseolus vulgaris Rhizobium sullae
P29 Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
P37 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU 33460
P40 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium loti
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Caracterizacion morfolégica de rizobios

Los aislados bacterianos obtenidos y las cepas de la CMIB fueron caracterizados a nivel macroscépico teniendo
en cuenta parametros morfolégicos de las colonias, como didmetro, color, tipo de borde, consistencia y tiem-
po de crecimiento (Hernandez et al., 2012). También fueron caracterizados a nivel microscépico en términos
de morfologia, agrupacién y reaccién a la tincion de Gram de las células (Cubillos et al., 2021, Hernandez et
al., 2012). Ademas, se evaluaron los cambios de pH en medio Agar Levadura Manitol con azul de bromotimol
(LMA+AB) (Cubillos et al., 2021, Hernandez et al., 2012). Las colonias aisladas fueron conservadas en cajas con
Agar Levadura Manitol LMA en refrigeracion (Vincent, 1970).

Autenticacién simbiotica de cepas de rizobios de la CMIB de AGROSAVIA en genotipos de frijol

Se midi6 la capacidad de nodulacién y actividad de leg-hemoglobina de las 11 cepas de rizobios de la CMIB de
AGROSAVIA pertenecientes a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Mesorhizobium (Cuadro 2), y del biopro-
ducto Rhizobiol® a base de las cepas ICA J-01 e ICA J-96 de Bradyrhizobium japonicun. Para ello, suspensiones
concentradas de células de cada cepa fueron preparadas y ajustadas con agua destilada estéril a una concentra-
cion de 1x108 UFC.mL* por el método de la gota.

Las semillas de frijol de cada genotipo (45-HTA10-2, 48-HTA14-1, 55-G122, 56-DAB295, 77-SMG22), previa-
mente desinfectadas utilizando la metodologia de Vincent (1970), se sembraron en macetas de plastico con 500
g de unamezclade vermiculitay arena estéril (2:1) estéril, luego todos los genotipos fueron inoculados con 1 mL
de cada suspension bacteriana de cada cepa, En el caso del bioproducto Rhizobiol®, fue aplicado en la semilla 1
mL en concentracién de 1x108 UFC. mL?, la cual previamente fue verificada por el método de la gota (Goulart et
al., 2016). Se utilizaron tres réplicas experimentales por cada tratamiento, que corresponden a cada una de las
cepas evaluadas en cada genotipo.

Después de la germinacion de las semillas, las plantulas fueron dejadas en crecimiento bajo condiciones contro-
ladas de laboratorio por un periodo de 30 dias, durante los cuales se realizé aplicacion semanal de una solucion
de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) modificada por (Silveira et al., 1998) exenta de nitrégeno (N). Transcu-
rridos los 30 dias posteriores a la inoculacién, las plantas fueron extraidas con el fin de observar la formacion de
nddulos, los cuales fueron posteriormente lavados y cortados para verificar la produccion de leghemoglobina
por la actividad de enzima nitrogenasa, por medio de la coloracién rojiza observada en el interior del nédulo, lo
que indica que el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno se encuentra activo (Cubillos et al., 2021).

Evaluacion de la eficiencia en la fijacion de nitrégeno de cepas de la CMIB en genotipos de frijol

Para este ensayo se seleccionaron los tratamientos que en el experimento anterior formaron nédulos en los
genotipos con actividad leg-hemoglobina positiva que se obtuvieron en el experimento anterior. La preparacion
de indculos y desinfeccidn e inoculacion de semillas de frijol se realizé como se indicé previamente. Las semillas
fueron plantadas en macetas de plastico con 900 g de una mezcla de vermiculitay arena(2:1) e inoculadas con 2
mL de las suspensiones bacterianas y/o el bioproducto ajustados a una concentraciéon de 1x108 UFC.mL?™. Como
controles del experimento, se implementaron dos tratamientos no inoculados, uno sin nitrégeno (Control-N) y
el segundo con adicidn de nitrégeno (Control+N) a una dosis equivalente a 100 kg.ha* en forma de nitrato de
amonio (NH,NO,), tomando como referencia las recomendaciones del modelo productivo de frijol rojo para el
Caribe seco (Rozo-Leguizamon et al., 2018). Esta dosis de N se agregd en aplicaciones semanales de 10 mL de
una solucion de 4,28 g.L'* de NH,NO, durante el desarrollo del experimento. Se utilizaron tres réplicas experi-
mentales por cada tratamiento, establecidas en un disefio en bloques completos al azar.
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Después de 30 dias de crecimiento, se recolectaron las plantas separando la parte aérea del sistemaradicular. Se
determind la masafrescay seca de parte aérea (MSPA) y raiz (MSR), asi como el nimero de nddulos. La biomasa
aéreafue trituraday depositada en tubos Eppendorf de 2 mL para la determinacién de nitrégeno-N. Por Gltimo,
se calculé el indice de eficiencia relativa (IER) teniendo en cuenta la formula descrita por Brockwell et al. (1966).

IER
NT — (NT — N)

~(NT +N) — (NT — N)

X100 (Ec.1)

Donde:

NT = nitrégeno total de la planta con tratamiento inoculado.

NT-N = nitrégeno total del tratamiento control no inoculado y sin adicién de nitrégeno
NT+N = nitrégeno total del tratamiento control no inoculado con adicién de nitrégeno.
Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron sometidos primero a test de normalidad y homogeneidad de varianza para
cadavariable y luego al andlisis de varianza (ANOVA) usando un nivel de significancia de p= <0,05. Las medias
de los tratamientos fueron comparadas mediante el test de Tukey, utilizando el paquete estadistico SPSS 15.

RESULTADOS
Nodulacion de raices en genotipos de frijol comun tolerantes a sequia establecidos en campo

Las muestras de raices de frijol comin tomadas en el C.I. Motilonia en los cinco genotipos no presentaron né-
dulos, posiblemente se deba a que no hay rizobios nativos especificos con los que puedan asociarse simbidti-
camente o debido a la influencia de factores que limitan este proceso. La asociacion simbidtica y la nodulacion
depende del genotipo de la planta, la bacteria y las condiciones ambientales o del suelo (Torres-Gutiérrez et al.,
2021), las condiciones ambientales estresantes limitan los procesos de nodulaciéon afectando negativamente la
simbiosis rizobio-leguminosa (Shankar et al., 2021; Villanueva, 2021). Otra posible explicacion puede ser la dis-
ponibilidad de nitrégeno en el cultivo, ya que en este ensayo las plantas fueron fertilizadas teniendo en cuenta
la deficiencia de nitrégeno en el suelo y los requerimientos del cultivo, cuya fertilizacién incluyé fuentes nitro-
genadas. En suelos con deficiencia de nitrégeno hay una mayor necesidad de simbiosis planta-rizobio, debido
a la necesidad de este elemento, contrario a ello su disponibilidad limita la nodulacién y fijacién biolégica de
nitrogeno (Reinprecht et al., 2020; Rojas y Cordero, 2021).

Aislamiento de rizobios nativos de suelos del Departamento del Cesar
Nodulacién. Los resultados obtenidos en este experimento mostraron una baja nodulacién en general de los

genotipos estudiados (Cuadro 3); fue posible observar colonias tipicas de rizobios al inocular muestras de los
suelos en cajas con medio LMA+RC, sin embargo, no fueron simbiontes de estas plantas.
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Cuadro 3. Nodulacién en genotipos de frijol comun (P. vulgaris) inoculados con suspensiones
de suelos obtenidos en tres localidades del departamento del Cesar.

Lugar de muestreo Genotipo de P. vulgaris Nodulacion

45-HTA10-2 -
48-HTA14-1 -
55-G122 -
56-DAB295 -
77-SMG22 -
45-HTA10-2 -
48-HTA14-1 -
55-G122 -
56-DAB295 -
77-SMG22 -
45-HTA10-2 -
48-HTA14-1 -
55-G122 -
56-DAB295 -
77-SMG22 +

Cl Motilonia, Agustin Codazzi (Cesar)

Via a Valencia de Jesus, Valledupar (Cesar)

Media Luna, San Diego
(Cesar)

*- Nodulacién negativa, +nodulacion positiva.

A pesar de considerarse a Phaseolus vulgaris como un género de leguminosas promiscuo (Shamseldin y Velaz-
quez, 2020), en este experimento hubo una baja simbiosis; solo en el genotipo 77-SMG22 inoculado con suelo
de Media Luna (Cesar) hubo formacién de nédulos activos (Cuadro 3), una posible explicacion a ello pueden ser
el hecho de que la distribucion y el genotipo de la leguminosa influyen en la existencia y prevalencia de rizobios
en el suelo, como también las asociaciones simbidticas que se establezcan (Shankar et al., 2021). Dos de los
suelos muestreados provienen de regiones no intervenidas en las que no se ha cultivado frijol comun, cuyas
especies vegetales nativas tal vez mantengan otra diversidad de rizobacterias en el suelo.

Caracterizacion de las colonias

Luego de la prospeccion de los nédulos se obtuvieron tres aislamientos con caracteristicas propias de rizobios,
clasificados como 7701, 7702y 7703 (Cuadro 4), todos tuvieron un periodo de crecimiento corto (24 h), presen-
taron forma, borde, elevacién y consistencia igual, solo uno de los aislados (7703) presenté coloracion blanca
a diferencia de los otros dos que se tornaron de color rosado en LMA+RC. En todos los tubos se evidencioé la
produccion de acido en LMA+AB.

Cuadro 4. Caracteristicas fenotipicas de aislados simbiontes obtenidos de nédulos del genotipo 77-SMG22.

Tiempo ..
Color de creci- | Tamaio GREH
Aislamiento | Forma | Borde | Elevacion Opacidad | Consistencia . acida/alcalina
en LMA+RC miento (mm)
LMA+AB
(horas)
7701 . Convexa Rosada | Brillante | Acuosa 24 3,0 Acida
7702 Elrrcu- Entero Rosada Brillante | Acuosa 24 2,0 Acida
7703 Blanca Brillante | Acuosa 24 2,5 Acida

LMA+RC (Agar Levadura Manitol con Rojo Congo), LMA+AB (Agar Levadura Manitol con Azul de bromotimol).
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Lamorfologia de los aislados es caracteristica del grupo rizobios seglin describen Somasegarany Hoben (1992).
Estos resultados son similares a otros reportados en la literatura donde se obtuvo rizobios con estas caracteris-
ticas fenotipicas, simbiontes de frijol comun (Wekesa et al., 2021) y frijol lima (Phaseolus lunatus) (Cubillos-Hi-
nojosa et al., 2021). Los tres aislados crecieron a las 24 h, esto los ubica en el grupo de rizobios de crecimiento
rapido, ademas, presentaron forma convexa, borde regular, superficie lisa y produccién de dcido en LMA+AB,;
caracteristicas son propias del género Rhizobium. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Valero et
al., (2021) quienes clasificaron aislados simbiontes de frijol caupi en el departamento de la Guajira con estas
caracteristicas presuntivas de Rhizobium sp.

Evaluacion de las cepas de la CMIB

En la caracterizacion fenotipica de las cepas obtenidas de la CMIB de AGROSAVIA (Cuadro 5) se observo que
todas las cepas presentaron forma redonda, borde regular y elevacién convexa. Las cepas del género Rhizobium
(C229,P03,P17,P19,P22,P25,P26y P29) tuvieron un tiempo de crecimiento de dos dias, siete de ellas forma-
ron colonias de color rosa en LMA+RC a diferencia de la cepa C229 cuyas colonias fueron blancas. La cepa C74
corresponde a Bradyrhizobium liaoningense strain 2281, fue de crecimiento mas lento (5 dias) al igual que la cepa
P37 (Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU 33460), ademas las dos formaron colonias blancas. Se observé
que siete de las ocho cepas del género Rhizobium tuvieron una reaccién dcida en LMA+AB, por otro lado, para la
cepa del género Bradyrhizobium (C74) y Mesorhizobium (P37) la reaccion fue alcalina en esta prueba, ademas es-
tas dos ultimas cepas son de crecimiento lento, a diferencia de las cepas del género Rhizobium que presentaron
un crecimiento rapido. Estos resultados son acordes con las caracteristicas fenotipicas reportadas para estos
géneros de rizobios por Somasegaran y Hoben (1992).

Caracteristicas de las colonias

Cuadro 5. Caracteristicas fenotipicas, tipo de crecimiento en LMA+RC, reaccién alcalina o acida en medio LMA+AB
de cepas del banco de AGROSAVIA

.. . . . Tier.np.o ez Tamaio . .Reacciér.i

Cepa | Formar | Borde | Elevacion | ColorALMR | Opacidad | Consistencia crecu:mento (sl acida/alcalina
(dias) LMA+AB

C74 Blanca Acuosa 5 1 Alcalina
C229 Blanca Brillante | Acuosa 2 1
P03 Rosa Brillante | Acuosa 2 2
P17 rosa Brillante | Acuosa 2 1,5 .
P19 Redonda | Regular | Convexa Crema-Rosa | Brillante | Acuosa 2 2 Acida
P22 rosa Brillante | Acuosa 2 3
P25 Rosa Brillante | Gomosa 2 2
P26 Rosa Brillante | Gomosa 2 2
P29 Rosa Brillante | Acuosa 2 1 Alcalina
P37 Blanca Brillante | Acuosa 5 1 Alcalina
P40 ND

*LMA+RC (Agar Levadura Manitol con Rojo Congo), LMA+AB (Agar Levadura Manitol con Azul de bromotimol). ND: No disponible,
debido a que la cepa no crecié.

Autenticacion simbidtica de cepas de rizobios de la CMIB de Agrosavia en los cinco genotipos
de frijol tolerantes a sequia

La simbiosis de las cepas con los genotipos de frijol comun fue determinada por la nodulaciény actividad leg-he-
moglobina evidenciada por la coloracion rojiza al interior del nédulo, se encontré que son simbiontes del geno-
tipo 45-HTA10-2 las cepas P17, P22y P25. Del 48-HTA14-1 C229y P37. Del 55-G122 la cepa C229, asu vezen el
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56-DAB295 las cepas C229, P03, P22y P37 y para el genotipo 77-SMG22 las P17, P19, P37 mas el tratamiento con
Rhizobiol® que presentd nédulos activos en este Ultimo genotipo (Cuadro 6).

En referencia a los genotipos 56-DAB295y 77-SMG22, cuatro cepas formaron nédulos activos. Adicionalmen-
te, las cepas C229 y P37 fueron capaces de formar nédulos activos en tres de los genotipos evaluados, se ha
encontrado que la cepa C229 es una especie importante que forma nodulos en plantas de P. vulgaris L. (Martinez
etal.,1991; Bettiol et al., 2020). La afinidad de las cepas por los genotipos puede ser el resultado de la compatibi-
lidad entre los compuestos liberados por las semillas de frijol y la bacteria, ya que la simbiosis inicia con la libe-
racion de exudados de raices como azucares y flavonoides, los cuales actiian como quimioatrayentes de rizobios
e inductores de genes de nodulacién (Patray Mandal, 2022). Esto mismo, fue descrito por Vaishnav et al. (2017)
que indicé que la simbiosis inicia con la liberacion de exudados de raices como aztcares y flavonoides, los cuales

actian como quimioatrayentes de rizobios e inductores de genes de nodulacion.

Cuadro 6. Genotipos de frijol comtn inoculados con CMIB de AGROSAVIA, nodulacién, actividad leghemoglobina

Noédulos
Genotipo Cepa Origen Especie Nodulacién activos
Fix *
C74 Vigna sinensis Bradyrhizobium liaoningense strain 2281 No
C229 Phaseolus sp. Rhizobium tropici No
P03 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 No
P17 Phaseolus vulgaris Rhizobium phaseoli Si
P19 Phaseolus vulgaris Rhizobium tropici strain CIAT 899 No
P22 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 Si
45-HTA10-2 g Phaseolus vulgaris Rhizobium sp. Si
P26 Phaseolus vulgaris Rhizobium sullae Si
P29 Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum buv. trifolii No
. Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU .
P37 Phaseolus vulgaris 33460 gingsheng| Si
P40 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium loti No
Rhizobiol® | Glycine max Bradyrhizobium japonicun No
C74 Vigna sinensis Bradyrhizobium liaoningense strain 2281 No
C229 Phaseolus sp. Rhizobium tropici Si
P03 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 No
P17 Phaseolus vulgaris Rhizobium phaseoli Si
P19 Phaseolus vulgaris Rhizobium tropici strain CIAT 899 No
48-HTA14-1 | P22 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 Si
P25 Phaseolus vulgaris Rhizobium sp. NO
P26 Phaseolus vulgaris Rhizobium sullae Si
P29 Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum bv. trifolii No
P37 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU Si
33460
P 40 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium loti No
Rhizobiol® | Glycine max Bradyrhizobium japonicun No
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Noédulos
Genotipo Cepa Origen Especie Nodulacién activos
Fix *
C74 Vigna sinensis Bradyrhizobium liaoningense strain 2281 Si -
C229 Phaseolus sp. Rhizobium tropici Si +
P03 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 No -
P17 Phaseolus vulgaris Rhizobium phaseoli No --
P19 Phaseolus vulgaris Rhizobium tropici strain CIAT 899 No -
P22 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 ND
556122 P25 Phaseolus vulgaris Rhizobium sp. ND
P26 Phaseolus vulgaris Rhizobium sullae Si -
P29 Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum bv. trifolii No -
P37 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU ND
33460
P 40 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium loti ND
Rhizobiol® | Glycine max Bradyrhizobium japonicun No -
C74 Vigna sinensis Bradyrhizobium liaoningense strain 2281 No -
C229 Phaseolus sp. Rhizobium tropici Si
P03 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 Si
P17 Phaseolus vulgaris Rhizobium phaseoli No -
P19 Phaseolus vulgaris Rhizobium tropici strain CIAT 899 Si -
P22 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 Si +
56-DAB295 - — -
P25 Phaseolus vulgaris Rhizobium sp. Si -
P26 Phaseolus vulgaris Rhizobium sullae Si -
P29 Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Si -
P37 Phaseolus villgatis Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU si +
33460
P 40 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium loti No -
Rhizobiol® | Glycine max Bradyrhizobium japonicun No -
C74 Vigna sinensis Bradyrhizobium liaoningense strain 2281 No -
C229 Phaseolus sp. Rhizobium tropici Si -
P03 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 No -
P17 Phaseolus vulgaris Rhizobium phaseoli Si
P19 Phaseolus vulgaris Rhizobium tropici strain CIAT 899 Si
P22 Phaseolus vulgaris Rhizobium pusense strain NRCPB10 No -
77-SMG22 - -
P25 Phaseolus vulgaris Rhizobium sp. No -
P26 Phaseolus vulgaris Rhizobium sullae No -
P29 Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum bv. trifolii No -
P37 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU Si +
33460
P 40 Phaseolus vulgaris Mesorhizobium loti No -
Rhizobiol® | Glycine max Bradyrhizobium japonicun Si +

* La evaluacién de la capacidad simbidtica de las cepas del Banco de AGROSAVIA fue determinada por la actividad de la leghemog-
lobina evidenciada por los nédulos siendo considerados fix (+) activos, fix (-) negativo. ND: No disponible, debido a que las semillas

no germinaron.
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Eficiencia simbidtica en la fijacion de nitrégeno de cepas CMIB de Agrosavia en cuatro
genotipos de frijol

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en los 4 genotipos estudiados en la prueba de
eficiencia simbidtica (Cuadro 7).

El tratamiento con la cepa P17 (Rhizobium phaseoli) presentd contenido de MSPA igual que el tratamiento nitro-
genado para los dos genotipos en las que se inoculd (45-HTA10-2 y 77-SMG22) (Cuadro 7). Segun la literatura
esta especie es una de las que forma nddulos en plantas de frijol comun (Gunnabo et al., 2021). Santoyo et al.
(2021) demostraron que P. vulgaris respondio positivamente a la simbiosis con R. phaseoli, con coloracion rojiza
en los nédulos caracteristica de la actividad Leghemoglobina, cuya proteina esta relacionada con la FBN y el
aumento del crecimiento de frijol comun. De forma similar Aserse et al. (2020) reportaron que aumento la bio-
masa y el rendimiento de grano en el cultivo de frijol comin en simbiosis con R. phaseoli y lo describieron como
un rizobio con potencial bioinoculante en condiciones de estrés por sequia.

El tratamiento con Rhizobium tropici strain CIAT 899 (cepa P19) en el genotipo 77-SMG22 se encuentra por
debajo del tratamiento nitrogenado en términos de MSPA (Cuadro 7), estos resultados difieren de varios re-
portados en la literatura, como es el caso de Milcheski et al. (2022) quienes reportan que esta cepa de R. tropici
promovié mayor masa de ndédulos viables y mayor acumulacion de nitrégeno en la parte aérea de la planta de
frijol. Padua-Oliveira et al. (2022) reportaron que un cultivar de frijol comin respondio positivamente a la ino-
culacién con esta cepa alcanzando rendimientos similares a los logrados con la fertilizacién con 80 kg ha de
N-urea.

Enel genotipo 48-HTA14-1 lacepa C229 (R. tropici) tuvo una MSPA similar al tratamiento nitrogenado, mientras
que en el 56-DAB295 fue significativamente superior (Cuadro 7), estos resultados reflejan que esta especie de
rizobio estimuld el crecimiento de estos genotipos, Da Silva et al. (2020) obtuvieron en su estudio que la inocu-
lacién de las semillas con esta bacteria aumenté el nimero de vainas y el rendimiento del grano en el cultivo de
frijol comun

La cepa P22 (Rhizobium pusense strain NRCPB10) al inocularse en los genotipos 45-HTA10-2 y 56-DAB295,
presentd igual MSPA que los tratamientos nitrogenados. Estos resultados se asemejan a los que reporté Costa
et al. (2018) quienes aislaron e identificaron varios simbiontes de frijol comuin que correspondian a esta cepa.
La cepa PO3 también corresponde a R. pusense strain NRCPB10 y solo fue simbionte del genotipo 56-DAB295,
adiferencia de la P22 estuvo estadisticamente por encima del tratamiento nitrogenado en términos de MSPA.

Al inocular Rhizobium sp. (Cepa P25) en el genotipo 45-HTA10-2 se observé que la MSPA estuvo significati-
vamente por debajo de tratamiento con adicidn de nitrégeno e igual que el control absoluto (Control-N) esto
difiere de los resultados publicados por Granda et al. (2016) quienes al inocular frijol comun con seis cepas de
Rhizobium sp. observaron un aumento significativo de la MSPA de todas las cepas sobre el tratamiento control.

La cepa P37 (Mesorhizobium gingshengii strain CCBAU 33460) fue una de las que mas genotipos infecto (48-
HTA14-1, 56-DAB295 y 77-SMG22), y en todos los genotipos produjo MSPA iguales a los tratamientos que
recibieron fertilizacién nitrogenada. Esta es una cepa que se aislé inicialmente de nédulos activos de Astragalus
sinicus (Zheng et al., 2013), y no hay estudios en la actualidad que la describan como simbionte de frijol comun.
Se ha encontrado que al menos 8 especies del género Mesorhizobium forman nédulos en una amplia variedad de
leguminosas, una de las mas importantes es el garbanzo (Gunnabo et al., 2020)

El tratamiento con Rhizobiol® en el genotipo 77-SMG22 fue el mas eficiente, se mantuvo por encima del
tratamiento nitrogenado en contenido de MSPA, y fue el Unico genotipo donde se formaron nédulos por este
tratamiento, cuyo bioinsumo es a base de Bradyrhizobium japonicum, un rizobio que ha mostrado ser eficiente
en la nodulacién y FBN en el cultivo de soja (Soto-Valenzuela et al., 2021). Estos resultados contrastan con los
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encontrados por Angeles-Nufiez y Cruz-Acosta (2015) quienes reportaron que B. japonicum no produce nédu-
los en frijol comun. Sin embargo, este género de rizobios ha sido reportado como formador de nédulos en otra
especie del género Phaseolus como es el caso de P. lunatus (Cubillos-Hinojosa et al., 2021)

Conrelacién ala MSR se puede observar que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos para nin-
guno de los genotipos, por lo que es posible inferir que las cepas no estimularon el crecimiento radicular de las
plantas estudiadas, a pesar de aumentar la MSPA.

Las cepas que tuvieron una acumulacién de nitrégeno estadisticamente similar al Control+N fueron la P22 y
P17 para el genotipo 45-HTA10-2, en el 48-HTA14-1 las P37 y C229, en el 56-DAB295 las P03, C229, P22y
P37 segun la prueba de Tukey. Sin embargo, en el genotipo 77-SMG22 todos los tratamientos (Rhizobiol, P37,
P17,y P19),de igual forma la cepa P25 en el genotipo 45-HTA10-2 estuvieron estadisticamente por debajo del
Control+N. Es posible afirmar que el nitrégeno acumulado de los tratamientos resulta de la FBN realizada por
las bacterias y el contenido de nitrégeno en la semilla para el caso de los tratamientos inoculados con las cepas,
y en el Control+N proviene de |a fuente nitrogenada usada, en este caso nitrato de amonio (NH,NO,)

El indice de eficiencia relativa (IER) muestra qué tan eficiente es la bacteria en la fijacion bioldgica de nitrége-
no al asociarse simbidticamente con plantas leguminosas (Brockwell et al.,1966). Las cepas PO3 y P22 corres-
ponden a R. pusense strain NRCPB10, la P22 mostré ser eficiente en los genotipos 45-HTA10-2 y 56-DAB295
presentando un IER de 102,99% vy 86,50% respectivamente y la PO3 en el genotipo 56-DAB295 con un indice
de 105,70 %. Por otro lado, la cepa P17 (R. phaseoli) tuvo un porcentaje de 87,67 en el genotipo 45-HTA10-2y
59,74 % enel 77-SMG22, los porcentajes para esta cepa fueron inferiores al tratamiento Control+N, sin embar-
g0, esta cepa es componente activo del Unico inoculante registrado por el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) para el cultivo de frijol en Colombiay aplicado con el fin de mejorar la nutricién nitrogenada de las plantas
(ICA, 2021).

La cepa P25 Rhizobium sp. tuvo un IER de 52.96%, en el genotipo 45-HTA10-2 estos resultados difieren de los
reportados por Lopez-Alcocer et al. (2020) quienes obtuvieron indices de eficienciaenla FBN por encima del 83
% de la simbiosis de diferentes cepas de Rhizobium sp. con una variedad de frijol comudn. Por otro lado, la cepa
C299 (R. tropici) mostré ser eficiente en los dos genotipos con los que se asocid, el 48-HTA14-1 (93,26 %) y el
56-DAB295 (91,36 %), esto comprueba que esta especie formd nddulos efectivos en la FBN, tal como reportd
Mouraetal., (2022).

Mesorhizobium qingshengii strain CCBAU 33460 (Cepa P37) presento un IER alto en el genotipo 48-HTA14-1
con 91,93 %, seguido del genotipo 56-DAB295 con 82,23 %. La cepa P19 (Rhizobium tropici strain CIAT 899)
obtuvo un IER de 59,58% en el genotipo 77-SMG22. Por ultimo, el tratamiento Rhizobiol en el genotipo 77-
SMG22 arrojé un IER de 76,33 %.

Cuadro 7. Valores promedio de MSPA, MSR, Nac e IER de los genotipos inoculados con 7 cepas de la CMIB de AGROSAVIAy
Rhizobiol para el genotipo 77

Tratamientos MSPA (g) MSR (g) N acumulado (mg) IER %
45-HTA10-2 +p17 0,25a 0,023a 14,14 a 87,67
45-HTA10-2 +p22 0,26a 0,028a 16,45a 102,99
45-HTA10-2 + p25 0,14 b 0,025a 8,90b 52,96
45-HTA10-2 +N 0,23 a 0,031a 15,97 a 100,00
45-HTA10-2 0,10b 0,035a 0,93c¢ 0,00
48-HTA10-2 + C229 0,07 a 0,009 a 4,382a 93,26
48-HTA14-1+ P37 0,06 a 0,013a 432a 91,93

44



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Volumen 21, No 2 Julio - Diciembre de 2023

Tratamientos MSPA (g) MSR (g) N acumulado (mg) IER %
48-HTA14-1+N 0,06 a 0,009 a 4,66 a 100,00
48-HTA14-1 0,02b 0,011a 0,05b 0,00
56-DAB295 + C229 0,26 b 0,040 a 13,21a 91,36
56-DAB295 + P03 0,34a 0,043a 15,25a 105,70
56-DAB295 + P22 0,21 bc 0,027 a 12,52 a 86,50
56-DAB295 + P37 0,19 bc 0,022 a 1191a 82,23
56-DAB295+N 0,17 c 0,027 a 13,96 a 100,00
56-DAB295 0,06d 0,024 a 0,23b 0,00
77-SMG22 + P17 0,17b 0,034a 9.91c 59,74
77-SMG22 + P19 0,12c¢ 0,021a 9,89c 59,58
77-SMG22 + P37 0,16 b 0,048 a 11,09 bc 66,97
77-SMG22 + Rhizobiol 0,23a 0,018a 12,62b 76,33
77-SMG22 +N 0,18b 0,016a 16,48 a 100,00
77-SMG22 0,04d 0,064 a 0,17d 0,00

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro del mismo genotipo con la prueba de Tukey con un
[=0,05.)45(genotipo 45-HTA10-2), 48(genotipo 48-HTA14-1), 56 (gfenotipo 56-DAB295), 77(77-SMG22), masa seca de la parte aé-
rea (MSPA), masa seca de la raiz (MSR), nitrégeno acumulado (Nac), Indice de eficiencia relativa (IER)

El estudio de cepas derizobios es uno de los primeros pasos para la obtencion de bioinoculantes eficientes en culti-
vos deinterés, el conocer qué tan eficiente es la interaccion rizobio-leguminosa en condiciones ambientales reales
permite formular inoculantes dirigidos a las necesidades de los cultivos en una regién en particular. Con base en los
resultados se puede inferir que hay microorganismos eficientes en la fijacion biolégica de nitrégeno que favorecen
la biomasa vegetal de algunos de los genotipos de frijol comin en estudio, como también cepas que a pesar de no-
dular ciertos genotipos no fueron eficientes en la fijacion de nitrégeno, esto se asemeja a lo reportado por Moura
etal. (2022) quienes encontraron que sélo una quinta parte de los aislamientos de rizobios utilizados en su estudio
fueron efectivos en la FBN en frijol comun. Lo anterior confirma que Phaseolus vulgaris es un género promiscuo por
su capacidad de asociarse con varias especies de rizobios (Shamseldin y Velazquez, 2020), sin embargo, la nodu-
lacion no significa una eficiente fijacion bioldgica de nitrégeno, puesto que las leguminosas pueden ser noduladas
por rizobios incluso si dicha asociacién resulta en una deficiente fijacion de nitrégeno.

CONCLUSIONES

Los rizobios nativos presentan especificidad por genotipo de plantas de frijol comun, evidenciado en la asocia-
cién simbidtica de los aislamientos con el genotipo 77-SMG22.

Las cepas del banco de AGROSAVIA promueven el crecimiento de los genotipos de frijol comun, reflejado en el
incremento de la masa seca de la parte aérea de la planta; las méas eficientesenla FBN las P17y P22 en el genoti-
po 45-HTA10-2; las cepas C229y P37 enel 48-HTA14-1; en el genotipo 56-DAB295 todas las cepas simbiontes
fueron eficientes (C229, P03, P22 Y P37); y en el genotipo 77-SMG22 el tratamiento mas eficiente es con el
inoculante comercial Rhizobiol®.
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