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Resumen

Especies de Fabaceas tales como frijol comun (Phaseolus vulgaris), frijol caupi (Vigna
unguiculata), frijol de palo (Cajanus cajan), haba (Vicia faba) y habichuela (Phaseolus
lunatus, son parte integral de la dieta de los ecuatorianos, siendo ampliamente cultivadas en
Ecuador. Sin embargo, es comuin la aplicacion de fertilizantes quimicos nitrogenados a estos
cultivos, desconociendo las bondades de la Fijacion Simbiética de Nitrdgeno (FSN), asi
como sus efectos negativos sobre la efectividad de la FSN y el ambiente. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue cuantificar el desarrollo de estas cinco especies de
leguminosas, crecidas en dos tipos de suelos con historial de exposicion a radiaciones solares
contrastantes. Los suelos se recolectaron bajo la sombra de arboles (S1), y en una zona sin
cobertura vegetal (S2), con temperaturas maximas de 27°C en S1y de 49°C en S2. Las plantas
crecieron bajo fotoperiodo natural y temperaturas promedio de 28°C/24°C dia/noche, en
fundas de plastico contendiendo 1 kg de S1, S2 o S1+S2 (1/10 p/p). Los tratamientos
consintieron en la enmienda de los suelos con 0.5% NPK, 1% P, 1.2% cal, 3.5 mM melaza,
1.5% bentonita, 4 mM Etefén, 5 uM B+Mo y 5 uM citoquininas. La cosecha de haba,
habichuela, frijol caupi y frijol comdn se llevé a cabo al comienzo del periodo de floracidn,
mientras que frijol de palo fue cosechado a los 3 meses después de la germinacion. La
ausencia de nddulos en las raices de haba y habichuela, sugiri6 la inexistencia de rizobios
compatibles en S1y S2. Mientras que nddulos del tipo determinados se observaron en raices
de frijol caupi y frijol comdn en S1'y en S2+P, y del tipo indeterminado en frijol de palo en
S1y S2. Todos los nddulos tenian un color rojo en su interior indicando una activa FSN. En
todas las plantas, la altura y el didmetro del 1° entrenudo, las masas nodulares y aéreas, asi
como la relacion véstago/raiz fueron mayores en S1>S1+S2>S2. La adicion de B+Mo
incremento la nodulacion y el desarrollo de frijol caupi, frijol comin y frijol de palo en
S1+S2. Por el contrario, la adicion de NPK, cal, melaza, bentonita o citoquininas no
promovid la nodulacién ni el crecimiento de las plantas en S1+S2. El Etefon inhibi6 la
germinacion de frijol caupi y frijol comdn pero no de frijol de palo. Sin embargo, redujo al
minimo la nodulacidn en el frijol de palo en S1+S2. Los resultados obtenidos permiten

concluir la existencia de rizobios nativos promisorios en S1, compatibles con frijol caupi,
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frijol comdn vy frijol de palo, considerados como cultivos esenciales para la seguridad

nutricional en Ecuador.

Palabras clave: Rizobios nativos, fijacion simbiotica de N2, enmiendas al suelo, relacion

vastago/raiz, temperatura del suelo.
Abstract

Conmon bean (Phaseolus vulgaris), cowpea (Vigna unguiculata), pigeon pea (Cajanus
cajan), briad bean (Vicia faba) and lima bean (Phaseolus lunatus) (Fabaceae), are key
components of the diet of the Ecuadorians, being widely cultivated in Ecuador. Nevertheless,
high doses of nitrogen fertilizers are currently applied to grain legume crops in Ecuador,
hindering the establishment of the symbiotic N> fixation (FSN). Therefore, the aim of this
investigation was to determine the existence and effectiveness of rhizobial populations native
to the San Placido parish, Province of Manabi, symbiotically compatibles with these 5
legume species. Soils were collected under the shade provided by the canopy of trees (S1),
and at the side of a rural road, without ground cover vegetation (S2). Noon temperaturas of
27°C and 49°C were recorded in S1 and S2, respectively. Plants were also grown in a mixture
of S1 and S2 (S1+S2) (1/10 w/w). Assays were carried out in plants grown in plastic bags
filled with 1 kg S1, S2 or S1+S2. Treatments included the amendment of soils with 0.5%
NPK, 1% P, 1.2% lime, 3.5 mM molasse, 1.5% bentonita, 4 mM Etef6on, 5 uM B+Mo, and 5
uM citoquininas. Except pigeon pea, all plants were harvested at the beginning of the
flowering stage. Pegeon pea was harvested 3 months after germination. The lack of root
nodulation in broad bean and lima bean suggested the absence of compatible rhizobial strains
in S1 and S2. On the other hand, determinate type of root nodules were observed in cowpea
and common bean in S1, S1+S2 and S2+TP. Whereas, indeterminate type of nodules
occurred pigeon pea in S1, S2 and S1+S2. All nodules displayed an intense internal red color,
pointing toward an effective FSN. For all plants, the height and 1% internode stem diameter,
the dry weight of the aerial and nodule masses, as well as the shoor/root ratios were greater
in S1>S1+S2>S2. Concomitantly, the addition of P and B+Mo to S1+S2 increased the dry
weight of the nodule and aerial masses, as well as the shoot/root ratio of cowpea, common
bean and pigeon pea above values in non-amended S1+S2. In contrast, the addition of NPK,
molasse, bentonite or cytokinins did not elicit any positive effects in these species in S1+S2.
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Ethephon inhibited the germination of cowpea and common bean, as well as the nodulation
in pigeon pea. In conclusion, S1 harbors an effective rhizobial population symbiotically
compatible cowpea, pigeon pea and common bean, considered key crops for the food security

in Ecuador.

Key words: Native rizobia, symbiotic N> fixation, shoot/root ratio, soil amendments, soil

temperature.

1. Introduccion

El nitrégeno (N) es un macronutriente esencial para el desarrollo de las plantas, por
estar involucrado en todos los procesos metabdlicos que regulan el crecimiento y la
productividad de los cultivos (lzaguirre-Mayoral et al., 2018). A nivel mundial, las plantas
cultivadas sufren severas deficiencias de N, aun cuando el N representa el 82% de los gases
de la atmosfera como molécula N2. Sin embargo, el N2 es inaccesible para todos los
organismos vivos, con la excepcion de las a- y B-proteobacterias que contienen los genes Nif
que codifican la enzima nitrogenasa. Esta enzima cataliza la conversion del N2 en NHa,
bioldgicamente disponible (Jiang et al., 2021).

A través de un largo proceso evolutivo, aproximadamente 19.300 especies de las
subfamilias Faboideae, Caesalpinioideae y Mimosoideae desarrollaron la habilidad de
establecer simbiosis con a- y B-proteobacterias de los géneros Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium y Rhizobium

(Sprent et al., (2017), y asi acceder al N2 atmosférico.

Mediante esta simbiosis, especies tales como Cajanus cajan L. Millsp., Phaseolus
lunatus L., Phaseolus vulgaris L., Vicia faba L., y Vigna unguiculata L. Walp., pueden fijar
entre un 80 a 90% del N requerido para su crecimiento (Izaguirre-Mayoral et al., 2018a), a
cambio de fotosintatos, en un proceso denominado fijacion simbiética del N2 (FSN). EI 10 o
20% del N restante lo obtienen las leguminosas a partir de la asociacion con bacterias

rizosféricas promotoras del crecimiento (PGPB), fijadoras del N> (Sabkia et al., 2021).

La FSN, ademas, les confiere a las leguminosas de grano la habilidad de colonizar
suelos muy pobres en N, donando aproximadamente 50-70 Tg a los sistemas agricolas,

contribuyendo al desarrollo sostenible de agroecosistemas y disminuyendo la huella del N
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(Sarpong et al., 2020). Actualmente, la FSN es la alternativa mas viable y rentable a la
aplicacion de fertilizantes quimicos nitrogenados causantes de la eutrofizacién de lagos y
reservorios de agua y fuente de gases invernaderos responsables del calentamiento global
(Shi et al., 2021).

Por otra parte, las leguminosas de grano constituyen el 27% de los cultivos mundiales,
con la mayor parte de la produccion siendo aportada por agricultores de bajos recursos
(Muthini et al., 2020). Las leguminosas de grano son la base de la seguridad nutricional de
los pueblos debido a sus altos contenidos de proteinas, microelementos incluyendo hierro
(Fe), zinc (Zn) y fésforo (P), tiaminas y vitaminas, que son vitales tanto para la nutricién de
los humanos como de los animales (Costa et al., 2021).

En Ecuador, las leguminosas de grano son parte integral de la dieta diaria de la
poblacion siendo cultivadas desde la costa hasta las zonas altas de los Andes. Sin embargo,
una revision exhaustiva de la literatura revel6 escasas investigaciones llevadas a cabo en
Ecuador sobre aislamientos de rizobios nativos. Los Unicos estudios realizados en el area de
la rizobiologia en Ecuador demostraron la nodulacién de P. vulgaris por: (a) cepas de
Rhizobium leguminosarum, R. phaseoli y R. etli, incluyendo las especies R. ecuadorense,
aislados en las zonas andinas (Ribeiro et al., 2015), y (b) cepas de R. tropici, R.
leguminosarum bv. viciae, R. mesoamericanum y R. undicola aisladas a altitudes

comprendidas entre los 1.078 y los 1.680 m.s.n.m., en la zona de Loja (Torres et al., 2017).

Por otra parte, son muy pocos los trabajos publicados sobre los beneficios de la FSN
en leguminosas de grano de interés comercial en Ecuador (L6pez et al., 2021), indicando el
desconocimiento que prevalece sobre las ventajas de promover la FSN como fuente de N
sustentable en la agricultura ecuatoriana. No es entonces sorprendente que, hasta el presente,
los cultivos comerciales de leguminosas en Ecuador son fertilizados con fertilizantes
quimicos nitrogenados (Coque Calvache, 2021; Riofrio Acosta, 2021). Peor adn, ignorando
los efectos deletéreos de los fertilizantes quimicos nitrogenados sobre las PGPB del suelo
(Reid et al., 2021), y las tasas de FSN (Gautrat et al., 2021).

Es importante notar que la efectividad de la FSN en leguminosas de grano, como
sustituta de los fertilizantes quimicos nitrogenados, va a depender del tamafio de las

poblaciones nativas de o- y B-proteobacterias en los suelos ecuatorianos. En general, la
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microbiota rizosférica estd directamente modulada por las propiedades fisicoquimicas y
temperaturas del suelo, principalmente en los horizontes edaficos mas superficiales (Xu et
al., 2018).

Basado en la informacion descrita anteriormente, se disefié un proyecto de titulacion
con la finalidad de analizar el desarrollo de cinco especies de leguminosas de grano crecidas
en dos suelos con historial de exposicion a radiacion solar contrastantes, asi como la
capacidad de los rizobios nativos de estableces simbiosis con estas especies. El estudio
también involucro la respuesta de leguminosas de granos, en simbiosis con rizobios, a la

aplicacion de distintas enmiendas al suelo.

El didmetro del 1" entrenudo y altura de las plantas, asi como el peso seco de la parte
aérea, radicular y nodular fueron los indicadores utilizados para la cuantificacion del efecto
de los distintos tratamientos en el desarrollo de las plantas. La relacion véastago/raiz se
considero, igualmente, como un indicador de la disponibilidad de nutrientes en los suelos
bajo estudio (Orddfiez et al., 2021; Furuya et al., (2022).

2. Objetivos

2.1.  Objetivo general

e Cuantificar el desarrollo de plantas de haba (Vicia faba L.), habichuela
(Phaseolus lunatus L.), frijol comin (Phaseolus vulgaris L.), frijol caupi
(Vigna unguiculata L. Walp.) y frijol de palo (Cajanus Cajan L. Millsp.),
crecidas en dos tipos de suelos con historial de exposiciéon a radiaciones

solares contrastantes.

2.2.  Objetivos especificos

e Evaluar la germinacién, nodulacién, fenotipo de los nédulos y la distribucion
de la masa nodular en el sistema radical de las plantas de las cinco especies
de leguminosas.
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e Evaluar el efecto de macro y micronutrientes, asi como de hormonas vegetales
sobre el desarrollo y nodulaciéon de V. faba, P. lunatus, C. cajan, V.
unguiculata y P. vulgaris.

e Evaluar el efecto de la melaza como enriquecedora del carbono del suelo
sobre el desarrollo y nodulacion de V. faba, P. lunatus, C. cajan, V.

unguiculata y P. vulgaris.

3. Marco teorico

3.1.  Fijacion simbio6tica de nitrogeno (FSN)

En especies de Fabaceae, la FSN se lleva a cabo en unas estructuras especializadas
denominadas noédulos, las cuales albergan los rizobios fijadores de N, y que se comunican
con la raiz mediante haces vasculares. El establecimiento de la simbiosis entre los rizobios y
las raices de leguminosas se puede resumir en 4 pasos (Baral et al., 2016): (i) la activacién
de los genes Nod en los rizobios de vida libre inducida por los flavonoides e isoflavonoides
secretados por las raices; (ii) la induccion de una activa division celular en las raices para la
morfogénesis de los nddulos, por los factores Nod secretados por los rizobios; (iii) la
adhesidn de los rizobios de vida libre a los pelos radicales, la formacion del canal de infeccion
y la colonizacidn de los rizobios a las células de la raiz en rapida divisién; y, (iv) la de-
diferenciacion de los rizobios en bacteroides y la expresion simultanea de los genes Nif que
codifican a la enzima nitrogenasa, siendo el molibdeno (Mo) y el Fe los cofactores
enzimaticos. EI NHz resultante de la actividad de la nitrogenasa es posteriormente
transformado en alantoina y acido alantoico, denominados ureidos, que son translocados por
la xilema a la parte aérea de la planta para su nutricion nitrogenada (lzaguirre-Mayoral et al.,
2018b).

El cultivo de leguminosas de grano en simbiosis con rizobios es una alternativa
econémica y sostenible para afrontar la demanda nutricional asociada al incremento
poblacional, en una forma mas sostenible y econémica que los cultivos tradicionales. Entre
los beneficios del cultivo de leguminosas fijadoras del N2 se sefiala: (a) la eliminacion del

uso de fertilizantes quimicos nitrogenados, con la consecuente mitigacion de emisiones de
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gases de efecto invernadero, y (b) el incremento de la materia organica del suelo, asi como

de la actividad sumidero de CO, de la microbiota edéfica (Hu et al., 2021).

Cabe destacar que la efectividad de la FSN depende de la eficiencia simbidtica de los
rizobios nodulantes y de las tasas fotosintéticas de las plantas (Baral et al., 2016). Por lo
tanto, la actividad de la FSN es susceptible a cualquier estrés abidtico que afecte tanto a la

biologia del suelo como a la fisiologia de las plantas (Zhang et al., 2020).

Por otra parte, las leguminosas juegan un papel primordial en los sistemas agricolas
como abono verde, por sus altos contenidos de N en los tejidos, el cual es incorporado al

suelo mejorando la fertilidad y calidad nutricional de los suelos agricolas (Saldafia, 2017).

3.2.  Leguminosas de grano de interés comercial en Ecuador

En el Ecuador, las leguminosas son componentes importantes de los sistemas de
produccion, al ser cultivadas en asociacion, como monocultivos o en rotacion con otros
cultivos importantes para la seguridad alimentaria de los ecuatorianos (Martinez Gaibor et
al., 2021). Los cultivos de fabaceas en Ecuador se encuentran concentrados en la siembra de
P. vulgaris, segun datos de la Encuesta de Superficie y Produccién Agropecuaria Continua
(ESPAC), realizada por el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC, 2017).

Segun datos del Sistema de informacidn publica agropecuaria del Ecuador en el 2020
la siembra comercial de leguminosa de grano alcanz6 las 22.040 hectareas, con una

produccion de 45.036 TM de granos.

3.2.1. Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comln (Tribu: Phaseoleae), es una de las leguminosas mas importantes en el
mundo, figurando entre los primeros productos alimenticios cultivados por el hombre. Su
centro de origen y domesticacion incluye la region andina de Sudamérica y Mesoamérica
(Tamayo, 2018). Este cultivo actualmente se encuentra distribuido en los cinco continentes
y es un componente esencial de la dieta alimenticia, especialmente en Centroamérica y
Sudamérica (Hernandez, 2018).
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El frijol comdn se cultiva principalmente en regiones tropicales y subtropicales del
mundo (Boukar et al., 2013; Smykal et al., 2015), por su tolerancia a la sequia, sus altas tasas
de FSN (Goncalves et al., 2016), altos contenidos de proteinas, calorias, minerales y
vitaminas (Menssen et al., 2017), y uso como abono verde enriquecido en N (Maris et al.,
2021).

La importancia del frijol comdn en el Ecuador radica en que es uno de los alimentos
predilectos de la poblacion. Segun el INEC (2019), el frijol comin se cultiva
aproximadamente en 16.367 ha, siendo una importante fuente de ingreso para pequefios y
medianos agricultores. Detalles del cultivo de frijol comdn en Ecuador en cuanto a las areas
de siembra, taxonomia, variedades, germinacién, la anatomia de la planta y su ciclo
reproductivo, asi como las propiedades nutritivas de los granos fueron descritos en detalle
por Nivicela Lizaldes (2021). Especificamente para esta investigacion se escogid la variedad
con semillas de color negro, introducida recientemente al mercado nacional con fines de

exportacion.

En general, el frijol comin se considera una especie promiscua que establece
asociaciones simbidticas con: (a) bacterias de los géneros Bradyrhizobium, Ensifer (E.
meliloti, E. fredii, E. medicae, E. americanum), Mesorhizobium, Rhizobium aethiopicum, R.
acidisoli, R. anhuiense, R. azibense, R. ecuadorense, R. esperanzae, R. etli, R. freirei, R.
gallicum, R. giardinii, R. hidalgonense, R. leguminosarum, R. leucaenae, R. lusitanum, R.
mesoamericanum, R. mongolense, R. paranaense, R. phaseoli, R. sophorae, R.
sophoriradicis, R. tibeticum, R. tropici y R. vallis, formando nédulos en sus raices en donde
se lleva a cabo la FSN (Efstathiadou et al., 2021). Es generalmente aceptado que las
variedades disponibles comercialmente no despliegan altas tasas de FSN (Chekanai et al.,
2018), muy probablemente por haber sido seleccionadas en base la adicion de fertilizantes

quimicos nitrogenados.
3.2.2. Frijol caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)

El frijol caupi (Tribu: Phaseoleae) es una de las leguminosas mas ampliamente
cultivadas en regiones tropicales y subtropicales de Africa, Asia, Centro y Sur América. El

frijol caupi es apreciado por su resistencia a la sequia, altas temperaturas, valor nutritivo y
altas tasas de FSN (Ayalew et al., 2021).
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El frijol caupi es sembrado en Ecuador como cultivo tradicional para su
comercializacion y consumo local (Gémez et al., 2013), siendo considerado como un
excelente abono verde y forraje para el ganado, con lo cual contribuye a la economia local,

asi como a la proteccion y conservacion del suelo.

Segun los datos del Banco Central del Ecuador (2019), durante el tercer trimestre de
2019 la superficie cosechada y el volumen de produccidn del frijol caupi experimentaron un
decrecimiento de 4% en su produccién, como consecuencia de los factores climaticos
adversos y del descenso en los precios a nivel de los mercados nacionales. A pesar de todas
sus bondades nutricionales, el frijol caupi se siembra actualmente solo en un 0.12% del area
agricola nacional (INEC, 2017).

Mundialmente, el frijol caupi se considera un cultivo de alta rentabilidad gracias a su
habilidad de llevar a cabo altas tasas de FSN (Adegbite et al., 2021), al establecer
asociaciones simbidticas con bacterias del género Rhizobium, Bradyrhizobium y Ensifer
(Simbine et al., 2021). Sin embargo, en Ecuador el frijol caupi se cultiva con altas dosis de
fertilizacion quimica nitrogenada, debido a la falta de conocimiento de los beneficios de la
FSN (Alejandro, 2017).

3.2.3. Frijol de palo (Cajanus cajan L.)

El frijol de palo (Tribu: Phaseoleae; Subtribu Cajaninae) es originario de la India y
se encuentra entre las ocho leguminosas mas cultivadas en el mundo. Es un arbusto que puede
alcanzar los 3 mts de altura, con un ciclo de cultivo generalmente perenne, siendo
considerado como tolerante a la sequia y a suelos pobres en nutrientes (Lopez et al., 2021).
Esta especie tiene un gran valor nutritivo por sus altos contenidos de proteinas (16-22%) en
las semillas, ademas de la buena digestibilidad de la materia seca y su habilidad de establecer

simbiosis con rizobios del suelo fijadores de N> (Ldpez et al., 2018).

En condiciones de campo, el frijol de palo establece simbiosis muy efectivas con
distintas especies de Rhizobium, Bradyrhizobium y Ensifer (Araujo et al., 2020; Jorrin et al.,
2021), siendo esta simbiosis altamente susceptible a la fertilizacién con fertilizantes
nitrogenados (Lopez et al., 2015).
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3.2.4. Haba (Vicia faba L.)

El haba (Tribu: Vicieae), es una planta de tallo grueso y recto, con un follaje verde
grisaceo que produce semillas ricas en proteinas, carbohidratos, fibra, vitaminas, minerales
y compuestos fenolicos (Sileshi et al., 2022). El haba también se emplea en la alimentacion
de animales (Duc et al., 2015), siendo sembrada en Ecuador en aproximadamente 4.664 ha
(INEC, 2018). Este cultivo es de gran importancia econdmica para el pequefio y mediano
agricultor, ademas es uno de los principales alimentos incorporados en la canasta alimentaria

diaria, por su alto contenido nutricional.

Las habas tienen la capacidad de llevar a cabo la FSN en simbiosis muy efectivas con
Rhizobium leguminosarum sv. viciae (Allito et al., 2021; Karkanis et al., 2018; Khazaei &
Vandenberg, 2020), incluso bajo condiciones de salinidad de los suelos (Boulbaba et al.,
2020). Por esta razon, las habas se emplean en sistemas de rotacion para recuperar los niveles
de N en suelos agotados (Maluk et al., 2022).

3.2.5. Habichuela (Phaseolus lunatus L.)

La habichuela, también conocida como frijol lima, haba pallar o frijol mantequilla
(Tribu: Phaseoleae), es uno de los cinco taxa domesticados del género Phaseolus, y es la
segunda especie de mayor distribucion, superficie cultivada y consumo en el mundo (L6pez
et al., 2016). Siembras de habichuela se encuentran en areas tropicales y subtropicales de
América, asi como en algunas regiones de Europa, Asia y Africa. Como toda leguminosa,
constituye una rica fuente de proteinas, carbohidratos, hierro, calcio, fibra, y se distingue por
tener bajo contenido de grasas (Martinez Castillo, 2015).

Esta leguminosa se cultiva principalmente para el consumo de sus granos ya sean
secos o verdes, ambos ricos en proteinas, fibra, carbohidratos, antioxidantes y minerales
(Rodriguez et al., 2019). En Ecuador, las siembras de habichuela estan circunscritas a la
Costa, especificamente en la provincia de Manabi, y a los valles interandinos a una altitud
entre 1.000 y 2.500 msnm (Tamayo, 2018).

Las habichuelas pueden establecer asociaciones simbidticas altamente eficientes con
Rhizobium y Bradyrhizobium (B. elkanii y B. japonicum) (Chibeba et al., 2020). En Perd, las
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habichuelas son principalmente noduladas por Bradyrhizobium paxllaeri (Ormefio et al.,
2017).

3.3.  Macroy Micronutrientes

3.3.1. Nitrégeno (N)

El N es el macronutriente esencial para todos los procesos metabdlicos que regulan
el crecimiento de las plantas, y es el principal nutriente limitante para la mayoria de las
especies cultivadas. En la naturaleza, la deficiencia de N puede ser contrarrestada por las
actividades de a- y B-proteobacterias fijadoras del N2 en la rizosfera de las plantas. En el caso
de las leguminosas, la FSN suministra hasta un 98% de los requerimientos de N de las plantas
(Izaguirre-Mayoral et al., 2018b).

Sin embargo, los beneficios de la simbiosis rizobios-leguminosas se ven
significativamente disminuidos cuando los cultivos son fertilizados con FN. Esto se debe a
que las leguminosas expresan un conjunto de factores de transcripcion, asociados al
establecimiento de la simbiosis en las raices, que son regulados por los niveles de N en el
suelo (Schwember et al., 2019).

3.3.2. Foésforo (P)

El P es el segundo nutriente esencial para el desarrollo de las plantas, al estar
involucrado en la mayoria de pasos metabdlicos en mitocondrias y cloroplastos. En los suelos
agricolas, el P se encuentra en formas quimicas que no pueden ser absorbidas por las plantas,
causando severos sintomas de deficiencia que afectan la productividad de los cultivos
(Corrales et al., 2014).

Las leguminosas noduladas tienen mayores requerimientos de P que los pastos (Ma
& Chen, 2021), debido a que los ndédulos son importantes sumideros de P necesario para
sustentar el metabolismo de los bacteroides y la actividad de la enzima nitrogenasa (Lara et
al., 2019). Numerosos estudios publicados demuestran que la aplicacion de P a los suelos
agricolas incrementa las tasas de FSN en leguminosas de grano, aumentando los

rendimientos en materia seca y de granos (Hasan et al., 2021).
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3.3.3. Calcio (Ca)

El Ca es esencial para la activacion del complejo de receptores LysM-quinases que
perciben los factores Nod excretados por los rizobios en vida libre y que a su vez dan inicio
a la simbiosis (Cooke & Charpentier, 2019). El Ca es también necesario para neutralizar el
pH de los suelos &cidos que afectan negativamente la eficiencia de FSN (Tabares da Rosa,
2019).

En paralelo, la aplicacién de Ca a leguminosas en simbiosis con rizobios aumenta la
actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo oxidativo y la capacidad de
osmoregulacion de las plantas en condiciones de estrés abidtico (Ma et al., 2020). Por otra
parte, tanto la deficiencia como el exceso de Ca alteran la magnitud de las oscilaciones de
este cation en las células de la raiz, afectando negativamente la organogénesis de los nédulos
(Krylova et al., 2021).

3.3.4. Boro (B)

El B se encuentra entre los nutrientes que son esenciales para el crecimiento de las
plantas y el rendimiento de los cultivos, incrementando las propiedades nutricionales de los
cultivos forrajeros. Sin embargo, a niveles altos puede ser toxico y afectar negativamente el
crecimiento de las plantas y la calidad del forraje (Taherian et al., 2019).

El B es un componente estructural de la pared celular, estando su deficiencia asociada
a un efecto cascada que afecta la elongacidn celular, el transporte y metabolismo de azUlcares,
la sintesis de fenoles y de hormonas, el metabolismo de ARN, la respiracién y la fotosintesis
(Moreno et al., 2016; Verma et al., 2019; Mohamad & Mohammed, 2020; Adissie et al.,
2020). Se sabe que tanto las deficiencias como los niveles toxicos de B afectan negativamente
la FSN (Fatima et al., 2021).

3.3.5. Molibdeno (Mo)

El Mo existe en el suelo principalmente como sales de molibdato (M0oO4?>, HMoOs~
, Y Mo0Sy), y su funcion en la planta radica en servir de cofactor de las enzimas nitrato
reductasa, clave en la asimilacion del nitrato (Perli et al., 2021), y nitrogenasa, clave para la
FSN en las bacterias fijadoras del N2 (Buscagan et al., 2021).
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3.4. Enmiendas organicas del suelo

3.4.1. Melaza

La melaza, al ser un desecho de la cafia de azlcar, contiene azlcares, proteinas,
grasas, y micronutrientes, cumpliendo funciones de fertilizante organico (Delgado, 2017;
Bagheri et al., 2021). La melaza se caracteriza por incrementar la alta relacion C/N de suelos
agricolas, favoreciendo la replicacion y actividades bioldgicas de la microbiota,
especialmente de bacterias involucradas en el ciclo del N (Eom & Kim 2018; Pyakurel et al.,
2019). En Ecuador, sin embargo, la melaza no esta en la lista de los fertilizantes organicos

mas utilizados en la agricultura,
3.4.2. Bentonita

En Ecuador, esta arcilla se obtiene en yacimientos o minas en la superficie de la tierra,
ya que proviene de antiguos residuos de arena volcanica, lo cual la hace muy valiosa en el
rea industrial y agricola (Canchingre & Salcedo, 2018). En la agricultura, la bentonita
pulverizada se usa como enmienda a los suelos agricolas con el fin de mejorar: (a) las
propiedades fisicas de suelos arenosos o &cidos (Carrion, 2016), (b) la actividad de la
microbiota, (c) los contenidos de materia organica y (d) la disponibilidad de nutrientes, todo
atribuido a la mayor retencion de agua en los horizontes edaficos superiores (Mi et al., 2021).
El rango de porcentaje de nutrientes de la bentonita se indica en la Tabla 1 (Rodriguez et al.,
2009).

Tabla 1. Rango (%) del contenido de S1, Al, Fe, Mg, Ca, K, y Na, asi como el % de humedad
de la Bentonita.

SiO; Al,O3 Fe,O3 MgO CaO K20 Na2O H.O

479-512 |20,0-271 |0,2-14 |21-66 |1,0-3,7 |0,2-0,6 0,3-0,8 |17,1-23,7

(Fuente, Rodriguez et al., 2009).

3.5.  Fitohormonas

Las fitohormonas son una pieza clave en el crecimiento y desarrollo de las plantas,

con caracteristicas quimicas que han permitido desarrollar insumos para la agricultura,
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mejorando de esta forma los rendimientos de los cultivos (Borja et al., 2020). A continuacion,

se describen las funciones y bondades del Etefony de las citoquininas.
3.5.1. Etefon (&cido 2-cloroetilfosfonico)

El Etefon, como precursor de la sintesis del etileno en las plantas (Lee et al., 2021),
esta directamente relacionado con el crecimiento radical, germinacion de semillas (Martinez,
2017), abscision de oOrganos senescentes, maduracion y desarrollo de los frutos, y la

activacion de la respuesta de las plantas ante el ataque de patégenos (Chavez et al., 2012).

Este producto, de uso comercial en la agricultura, promueve la germinacion de
semillas de soya, aumentado el vigor de las plantulas y la tolerancia a diversos estreses
abidticos (Manoharlal & Saiprasad, 2019). Sin embargo, el etileno es un potente inhibidor de
la organogénesis de los nédulos, afectando negativamente la masa nodular de leguminosas
fijadoras del N2 (McGuiness et al., 2021).

3.5.2. Citoquininas

Son fitohormonas que participan en la division celular y son sintetizadas en los tejidos
meristematicos de pelos radiculares promoviendo la formacion de raices laterales, y

estimulando a la vez la formacidn de nuevos brotes o follaje (Li et al., 2021).

En el contexto de la FSN en leguminosas, las citoquininas son requeridas durante los
estadios tempranos de la simbiosis para la correcta organogénesis de los nddulos,

influenciando el tamafio de la masa nodular en las raices (Jarzyniak et al., 2021).

4, Metodologia

4.1. Disefio experimental y material vegetal

Los ensayos se llevaron a cabo en el sector San Lorenzo de la parroquia San Placido,
Cantén Portoviejo, Provincia de Manabi, a 77 m.s.n.m, coordenadas X: 583243, Y: 9882780.
Los ensayos fueron realizados durante los meses de marzo a noviembre 2021, con
temperaturas ~ promedio de  28°C/24°C  dia/noche  (AcuuWeather, 2021
https://www.accuweather.com).
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Los suelos utilizados en esta investigacion fueron recolectados hasta una profundidad
de 30 cm, luego de remover la hojarasca y restos de plantas, en: (a) una zona bajo una densa
cobertura vegetal provista por arboles de limén, mamey y cacao (S1), y (b) en el borde de
una carretera rural no asfaltada y sin ninguna cobertura vegetal, expuesto a la radiacion solar
(S2). Ninguno de los dos suelos ha sido fertilizado por lo menos en una década. La
combinacion de S1 y S2 (S1+S2) fue también utilizada para el crecimiento de las plantas.

Para ello se mezcld, hasta total uniformidad, S1 y S2 en una proporcién de 1/10 (p/p).

La temperatura promedio de los suelos fue determinada entre los 10 a 20 cm de
profundidad con un termdémetro digital, en dias de maxima exposicion solar, segn datos
diarios meteoroldgicos publicados. Las propiedades fisicoquimicas de los suelos se

determinaron en la Estacion Experimental de Pichilingue del INIAP.

La unidad experimental estuvo conformada por cinco especies de leguminosas: Haba
(Vicia faba), habichuela (Phaseolus lunatus), frijol comdn (Phaseolus vulgaris), frijol caupi
(Vigna unguiculata) y frijol de palo (Cajanus cajan), con repeticiones de 10 plantas de cada
especie (n=10) por tratamiento. El desarrollo de este trabajo de titulacidn ocurrié durante la
pandemia del virus SARS-CoV-2 (COVID-19) (febrero — diciembre, 2021), lo cual obligé a
adaptar el disefio experimental a las regulaciones de movilidad humana impuestos por el

Gobierno del Ecuador, para esas fechas.

A tal efecto, las unidades experimentales fueron localizadas en filas, separadas entre
sf por 30 cm entre lineas y por 5 cm entre plantas en un area de 30 m?, situada en el solar de
la casa de los padres del estudiante J.F. Vélez Delgado (Anexo 1). El &rea experimental
estuvo expuesta a los foto y termoperiodos naturales de esta zona geogréfica, de manera
uniforme en toda su extension. Las caracteristicas de uniformidad ambiental del area
experimental descritas anteriormente, unido al hecho de que cada repeticion estaba
individualmente confinada a una funda, justifican la no implementacion de un disefio de

bloques al azar.

Para la siembra, las semillas de cada especie fueron pre-esterilizadas por 5 minutos
en solucion 5% de cloro comercial y fueron sembradas en nimero de tres semillas por funda.

Las fundas de plastico color negro, con orificios laterales en la seccién inferior, fueron
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rellenadas con 1 kg de suelo colectado en cada sitio. Las plantulas fueron raleadas una por

funda cuando tuvieron las hojas primarias totalmente expandidas.

4.2.  Caracteristicas generales del ensayo:

NUmero de tratamientos: 12
NUmero total de unidades experimentales: 60
NUmero de repeticiones: 10 por unidad experimental

4.3.  Determinacion de los parametros de germinacion y crecimiento de las plantas.

La germinacion de 50 semillas por especie fue determinada por triplicado en bandejas
de plastico rellenas con 5 cm?® de S1 o S2, mantenidos himedos mediante riego diario hasta
7 dias después de la siembra. Los resultados de este ensayo se expresan como el porcentaje

(%) de semillas germinadas en cada suelo.

A partir de la germinacion, y en intervalos de 7 dias, se procedi6 a determinar en cada
planta: (a) el didmetro del 1°" entrenudo con un calibrador Vernier digital y (b) el largo total
del tallo con una cinta métrica (Anexo 2). Plantas de haba, habichuela, frijol comdn vy frijol
caupi, fueron cosechadas al comienzo de la floracién. Por las caracteristicas arbustivas del
frijol de palo, las plantas fueron trasplantadas a fundas de 3 kg a la 4 semana y cosechadas

a los 3 meses después de la germinacion, sin haber alcanzado el estadio de floracion.

Cada planta fue dividida en hojas, tallos, raiz y nédulos. Las raices fueron lavadas
removiendo cuidadosamente el suelo adherido para observar y colectar los nédulos, si fuese
el caso. Cada compartimiento de la planta fue individualmente colocado en fundas de papel
debidamente identificadas.

El secado de los compartimientos de las plantas se llevd a cabo en un horno de gas
precalentado a 100°C por 10 minutos, seguido de la exposicion al sol, hasta peso constante.
Para esto Gltimo, las fundas de papel se colocaron en un cobertizo amplio y abierto por los
lados para permitir el paso de la luz solar y la circulacion del aire. El peso seco de las hojas,
tallos, raices y nddulos se determind en una balanza analitica, en el Laboratorio de
Investigacion de la UTM. La suma de las masas secas de hojas y de tallos se us6 para el
calculo de la relacién vastago/raiz y la correlacion entre la masa aérea total y nodular.
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Los datos obtenidos de cada pardmetro determinado en esta investigacion fueron

graficados con el programa GraphPad Prism 8.0, el cual también se usd para calcular la media

estadistica, la varianza (ANOVA de una via, p<0.05) y las correlaciones entre algunos de los

parametros determinados.

44.

44.1.

Descripcion de los tratamientos:

Composicién quimica de las enmiendas

N:P:K (18:9:20).

Triple fosfato (TP) (Marca comercial Yoorin): 17.5% P20s, 18.5% Ca, 10% Si, 7%
Mg, 0.1% B, 0.55% Zn, 0.3% Mn y 0.05% Cu.

Cal agricola: 90% CaCO3

Boro-Molibdeno (B+Mo) (Marca comercial Microcat): 2.88% B, 1.92% Mo, 4.48%
N, 6% P20s, 1.44% K0 y 2% aminodcidos libres.

Melaza agricola: 83.64% sacarosa, 14.83% cenizas sulfatadas, densidad 1.43 g/ml.
Citoquininas: (Marca comercial Cytokin) 0.015% Citoquininass, 6.34% K:O.
Etefon (2-chloroetilfosfonicon): (Marca comercial EPIK) 720 g/L.

4.4.2. Tratamientos

- 0.5% N:P:K (p/p).
-1.2% TP (p/p).

- 12% cal agricola (p/p).
- 15% bentonita (p/p)

- 3.5 mM de melaza.

-5 uM B+Mo.

- 5 uM citoquininas.

-4 mM Etefon.

Las enmiendas NPK, TP, melaza, cal, y bentonita, se aplicaron premezcladas con S1,

S2 0 S1+S2, antes de la siembra de las semillas. Mientras que los tratamientos con B+Mo,

citoquininas y Etefon se aplicaron al momento de la siembra. Para esto se afiadieron 30 ml

de cada una de las soluciones al horizonte superficial del suelo de cada funda, con una
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inyectadora desechable de 50 ml, procediendo inmediatamente a la siembra de las semillas

de cada especie.

En el caso de haba, habichuela, frijol comln vy frijol caupi, todas las enmiendas al
suelo se aplicaron una sola vez. En el caso de frijol de palo, los tratamientos se repitieron
cuando se procedid a trasplantar las plantas a fundas de mayor tamafio. Plantas de las 5
especies y crecidas en S1, S2 o0 S1+S2 sin ninguna enmienda, sirvieron de control.

5. Resultados

5.1.  Temperaturasy fisicoquimica de los suelos

La temperatura promedio de los suelos fue de 25 + 2°C en S1y de 48 + 1°C en S2. El
S1 es un suelo franco arenoso, pH 6.7, y con 2.3 veces mas materia organica, asi como
mayores contenidos de K, Zn, y Fe y B que el S2 (Tabla 3). Por el contrario, S2 es un suelo
con 82% de arena, con contenido de S, Cu y Mn superiores al S1, y pH 8.1. Segln la
informacién suministrada por el INIAP, se considera que tanto el S1 como el S2 tienen

contenidos altos de P y Fe, pero bajos de NHa.

Tabla 2. Resultados del andlisis fisico-quimico del suelo S1 recolectado bajo sombra y del
S2 recolectado en una zona expuesta a la radiacion solar.

Resultados de los anilisis del suelo realizados en la Estacién Experimental Tropical Pichilingue

INIAP
SUELO ppm meq/100ml ppm
pH NH4| P K Ca| Mg s Zn Cu Fe Mn B
60 0.28 1.0 4.2 1.8 129 10.6
S1 6.7 PN 15B| A M 11 M 4B M M A M 055M
8,1 Me 77 0,21 1,0 18 33 2.8 09,28
52 Al 16B| A M i1 M M M M J6A | 178A B
Relaci6én de intercambio
cationico Textura %
Clase
SUELO % M.O | CaMg | Mg/K | CatMg/K Arena Limo Arcilla textural
s1 2,1 11 3,57 42,86 70 22 8 F. arenoso
s2 0.9 11 4,76 57.14 82 16 2 Arena franca
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5.2. Habas (Vicia faba)

La germinacion de las habas fue de un 98 % en S1, mientras que ninguna semilla
germind en el S2. Mientras que la adicion de NPK promovid en un 50% la germinacion de
las semillas en S2. Todas las plantas crecidas en S1, S1+S2 y S2+NPK comenzaron el

periodo de floracién a las 6% semana luego de la germinacion.

A lo largo del crecimiento, las plantas crecidas en S1 mostraron las mayores alturas,
en comparacion con los valores de las plantas crecidas en S1+S2 y S2+NPK (Fig. 1A).
Mientras que el didmetro del 1°" entrenudo fue similar entre las plantas crecidas en S1 y

S1+S2, con el valor mas bajo detectado en las plantas crecidas en S2+NPK (Fig. 1B).
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Figura 1. Altura (A) y diametro del 1*" entrenudo (B) a lo largo del crecimiento de plantas de Vicia
faba crecidas en suelos colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) fertilizacion
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con NPK 'y en una mezcla de S1+S2. Los resultados se expresan como la media estadistica + error
estandar de la media estadistica.

Al momento de la cosecha, la mayor masa seca de hojas (Fig. 2A), tallos (Fig. 2B) y
raices (Fig. 2C) fue determinada en las plantas crecidas en S1, con los valores mas bajos

mostrados por las plantas crecidas en S2+NPK (Anexo 3).

3 a
AT
= 24 bec
w
o T
o c
= T
= 14
o
T
0 L] 1 ] ]
51 s2 51+852 S2+NPK
2.0 -
B
. a
154
o
w
ol
k=] 1.0
w bc
2 1T c
= 0.5 -
0.0 1 1 1 1
51 52 51+82 S2+NPK
2.0
C
154 &
=
e
1.0 bc
= T be
N 1
* 0.5+
0.0 L] L ] T
s1 s2 S1452 S2+NPK

Figura 2. Peso seco de hojas (A), tallos (B) y raices (C) de plantas de Vicia faba crecidas en suelos
colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2), con NPK, y en S1+S2. Los resultados
se expresan como la media estadistica + error estandar de la media estadistica. Las barras con las
mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).

Ninguna de las plantas form6 nddulos en sus raices, por lo cual estd especie fue

descartada de los siguientes ensayos.
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5.3. Habichuela (Phaseolus lunatus)

La germinacion de esta especie alcanzé un 96 % en S1 y un 98 % en S2, siendo la
diferencia entre S1y S2 no estadisticamente significativa. Todas las plantulas germinadas en
S1, S2, S1+S2 y S2+NPK alcanzaron el estadio de floracion a la 6ta semana luego de la
germinacion. Durante todo el periodo de desarrollo, las plantas crecidas en S1 mostraron la
mayor altura (Fig. 3A) y el mayor diametro del 1¢" entrenudo (Fig. 3B), con los valores méas

bajos registrados en las plantas crecidas en S2 y S2+NPK.
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Figura 3. Altura (A) y diametro del 1* entrenudo (B) a lo largo del crecimiento de plantas de
Phaseolus lunatus crecidas en suelos colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacién solar (S2)
con o sin fertilizacion con NPK, y en S1+S2. Los resultados se expresan como la media estadistica +
error estandar de la media estadistica.
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Al momento de la cosecha, el peso seco de las hojas (Fig. 4A) y tallos (Fig. 4B) fue
en el orden de S1> S1+S2> S2 = S2+NPK. Mientras que el peso seco de las raices fue similar
en las plantas crecidas en S1 y S1+S2, con el menor valor registrado en las plantas crecidas
en S2+NPK (Fig. 4C) (Anexo 4).
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Figura 4. Peso seco de las hojas (A,), tallos (B) y raices (C) de plantas de Phaseolus lunatus crecidas
en suelos colectados bajo sombra (S1) o expuesto a la radiacion solar (S2), con NPK, y en S1+S2.
Los resultados se expresan como la media estadistica + error estandar de la media estadistica. Las
barras con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).

La ausencia total de nédulos en las raices de las plantas crecidas en S1 y S2, con o

sin fertilizacion, fue la razon para descartar a esta especie de los ensayos posteriores.
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5.4. Frijol comun (Phaseolus vulgaris)

Las semillas de frijol comdn germinaron un 93 % en S1y un 94 % en S2, siendo la
diferencia estadisticamente no significativa. Por otra parte, el tratamiento con Etefon resultd

en la inhibicion de la germinacion de las semillas tanto en S1 como en S2.

Todas las plantas crecidas en S1+S2 mostraron las mayores alturas desde el inicio de
su desarrollo. La comparacioén del crecimiento entre los tratamientos indicé la altura
alcanzada por las plantas crecidas en S1+S2 > S1> S1+TP > S2+NPK > S2 y S2+TP (Fig.
5A). A lo largo de todo el desarrollo, los mayores y menores diametros del 1°" entrenudo se

observaron en las plantas crecidas en S1 'y S2+NPK, respectivamente (Fig. 5B).
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Figura 5. Altura y diametro del 1°" entrenudo a lo largo del crecimiento de plantas de Phaseolus
vulgaris crecidas en suelos colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) con o sin
fertilizacion con triple fosfato (TP) y NPK, y en S1+S2. Los resultados se expresan como la media
estadistica + error estandar de la media estadistica.
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Es interesante notar la ausencia de correlacion entre el didmetro del 1¢" entrenudo y
la altura de las plantas crecidas en S1, con y sin fertilizacién (Fig. 6A). Por el contrario, una
correlacion positiva y significativa (p<0.01) se detect6 entre el didmetro del 1¢" entrenudo y

la altura de las plantas crecidas en S2, con y sin fertilizacion (Fig. 6B).
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Figura 6. Correlacion entre el diametro del 1* entrenudo y la altura de las plantas de Phaseolus
vulgaris crecidas en suelos: (A) colectado bajo sombra (S1) y (B) expuesto a la radiacion solar (S2).
*, correlacion significativa (p<0.01).

Al momento de la cosecha, las plantas de frijol comin mostraron el mayor peso seco
de hojas cuando fueron crecidas en S1, S1+S2, S1+TP y S2+NPK, mientras que el menor
peso seco foliar se observo en plantas crecidas en S2 (Fig. 7A) (Anexo 5). El mayor peso
seco de los tallos ocurrié en las plantas crecidas en S1, S1+S2 y S1+TP, con el menor peso
mostrado por las plantas crecidas en S2+TP (Fig. 7B). Las plantas crecidas en S2 y S2+TP
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desarrollaron los mayores sistemas radicales, como se evidencia por el peso seco de las raices

(Fig. 7C), y en la menor relacién vastago /raiz (Fig.7D).
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Figura 7. Peso seco de las hojas (A), tallos (B) y raices (C) de plantas de Phaseolus vulgaris crecidas
en suelos colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) con TP y NPK, y en S1+S2.
Los resultados se expresan como la media estadistica + error estandar de la media estadistica. Las
barras con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).

Solo las plantas crecidas en S1, S1+S2 y S2+TP establecieron simbiosis efectivas con

los rizobios de vida libre en el suelo y desarrollaron nodulos en las raices (Fig. 8).
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Figura 8. Masa de nodular en raices de plantas de Phaseolus vulgaris crecidas en suelos: colectados
bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) con TP y NPK, y en S1+S2. Los resultados se
expresan como la media estadistica + error estandar de la media estadistica. Las barras con las mismas
letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).
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Los nodulos fueron del tipo determinado (Anexo 6), con un 90% del area interna
colonizada por los rizobios y con un intenso color rojo, indicador de una activa FSN. La masa
nodular se encontr¢ distribuida a todo lo largo del sistema radical, principalmente en las
raices laterales. La fertilizacion con NPK inhibié la nodulacién en las plantas crecidas en
S1+8S2.

La adicion de enmiendas al suelo S1+S2 promovi6 el desarrollo de las hojas y tallos
en el orden de melaza > B+Mo > citoquininass y bentonita > cal (Fig. 9A & B). Por otra
parte, la adicion de B+Mo tuvo un efecto positivo en la produccion de raices >> melaza >
citoquininass y bentonita > cal (Fig. 9C). La adicién de B+Mo también aumentd 4 veces la
nodulacién de las plantas, mientras que la adicion de melaza y citoquinas redujo la
nodulacion de las plantas por debajo del valor en plantas crecidas en S1+S2 sin enmiendas

(Fig. 9D). Los Tratamientos de Cal y bentonita inhibieron la nodulacion.
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Figura 9. Peso seco de las hojas (A), tallos (B), raices (C) y nédulos (D) de plantas de Phaseolus
vulgaris crecidas en un suelo S1+S2 y tratadas con melaza (T1), cal (T2), B+Mo (T3), citoquininas
(T4) y bentonita (T5). La linea punteada corresponde al valor correspondiente en plantas crecidas en
S1+S2, sin enmiendas. Los resultados se expresan como la media estadistica + error estandar de la
media estadistica. Las barras con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares
(p<0.05).
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El anélisis estadistico revel6 una correlacion positiva y significativa (p<0.01) entre el
peso seco de la masa nodular y el peso seco total de la masa aérea de todas las plantas
noduladas (Fig. 10).

Masa aérea total
(aPS pl”)
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Figura 10. Correlacion entre el peso seco de la masa nodular en las raices y el peso seco total de la
masa aérea de plantas de Phaseolus vulgaris. *, correlacion significativa (p<0.01).

5.5. Frijol caupi (Vigna unguiculata)

Las semillas de frijol caupi germinaron un 100 % en S1 y un 98 % en S2, siendo la
diferencia estadisticamente no significativa. La adicion de Etefon al suelo inhibid la

germinacion de las semillas en S1y en S2.

Las plantas crecidas en S1, S1+S2, S1+TP y S2+TP mostraron un crecimiento
similar, alcanzando todas las mismas alturas al cabo de 6 semanas después de la germinacion
(Fig. 11A). Por el contrario, las plantas crecidas en S2 mostraron un menor desarrollo, con
la menor altura alcanzada por las plantas crecidas en S2+NPK. Entre la 16 y la 4% semana
de desarrollo, las plantas crecidas en S1+TP mostraron los mayores diametros del 1°
entrenudo (Fig. 11B). Sin embargo, a partir de la 4 semana de crecimiento se detectd un
incremento en el diametro del 1°" entrenudo de plantas crecidas en S2+NPK, permaneciendo
el didmetro del 1°" entrenudo de las plantas crecidas en S2 con los valores méas bajos.
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Figura 11. Altura y didmetro del 1% entrenudo a lo largo del crecimiento de plantas de Phaseolus
vulgaris crecidas en suelos colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) con o sin
fertilizacion con triple fosfato (TP) y NPK, y en una S1+S2. Los resultados se expresan como la
media estadistica * error estandar de la media estadistica.

Correlaciones positivas y significativas se encontraron entre el didmetro del 1¢
entrenudo y la altura de las plantas crecidas en S1 y en S2, con y sin fertilizacion (Fig. 12A,
B).
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Figura 12. Correlacién entre el diametro del 1* entrenudo y la altura de las plantas de Vigna
unguiculata crecidas en S1 (A) y en S2 (B). *, correlacion significativa (p<0.01).

Las plantas en el estadio de floracidn y crecidas en S1, S1+S2 y S2+TP mostraron los
mayores pesos secos de hojas (Fig. 13A) y tallos (Fig. 13B). Mientras que los menores pesos
secos de hojas y tallos fueron observados en plantas crecidas en S2 y S1+TP, con el menor
peso seco mostrado por las plantas crecidas en S2+NPK (Anexo 7). Por el contrario, el mayor
peso seco radicular fue detectado en las plantas crecidas en S2 y S2+TP (Fig. 13C), lo cual
se refleja en los valores més altos de la relacion véastago/raiz mostrados por las plantas
crecidas en S1, S1+S2 y S2+TP (Fig. 13D).
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Figura 13. Peso seco de las hojas (A), tallos (B), y raices (C) de plantas de Vigna unguiculata crecidas
en suelos colectados bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) con TP y NPK, y en
S1+S2.Los resultados se expresan como la media estadistica + error estdndar de la media estadistica.
Las barras con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).

Las mayores masas nodulares se desarrollaron en las plantas crecidas en S1, S1+S2
y S2+TP, y la menor en las plantas crecidas en S1+TP. Nodulos no fueron observados en
raices de las plantas crecidas en S2 y S2+NPK (Fig. 14). En todos los casos, los nddulos
formados en las raices fueron del tipo determinado, con un 90% del area interna colonizada
por los rizobios y con un intenso color rojo, indicador de una activa FSN. La masa nodular
se encontrd distribuida a todo lo largo del sistema radical, principalmente en las raices
laterales.
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Figura 14. Masa de nodular en raices de plantas de Vigna unguiculata crecidas en suelos colectados
bajo sombra (S1), expuesto a la radiacion solar (S2) con TP y NPK, y en una mezcla de S1+S2. Los
resultados se expresan como la media estadistica * error estandar de la media estadistica. Las barras
con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).
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La adicién de melaza y B+Mo al suelo S1+S2 incrementaron el peso seco de las hojas
por arriba del valor en plantas crecidas en S1+S2 sin enmiendas (Fig 15A). Por el contrario,
los tratamientos con cal, citoquininas y bentonita redujeron el peso seco de las hojas, por
debajo de los valores en plantas crecidas en S1+S2 sin enmiendas. La adicién de melaza y
B+Mo no tuvo efecto alguno sobre el peso seco de los tallos, mientras que las enmiendas con
cal, citoquininass y bentonita afectaron negativamente el peso seco de los tallos en
comparacion con el valor en plantas crecidas en S1+S2 sin enmiendas (Fig. 15B). En cambio,
la adicion de B+Mo y citoquininass incrementé el peso seco de las raices, en paralelo a la
reduccion del peso seco de las raices causadas por los tratamientos con melaza, cal y
bentonita (Fig. 15C). La adicion de B+Mo aumentd 4 veces la nodulacion de las plantas,

sobre el valor en plantas crecidas en S1+S2 sin enmiendas (Fig. 15D).
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Figura 15. Peso seco de las hojas (A), tallos (B), raices (C) y noédulos (D) de plantas de Vigna
unguiculata crecidas en un suelo S1+S2 y tratadas con melaza (T1), cal (T2), B+Mo (T3),
citoquininas (T4) y bentonita (T5). La linea punteada corresponde al valor correspondiente en plantas
crecidas en S1+S2 sin enmiendas. Los resultados se expresan como la media estadistica + error
estdndar de la media estadistica. Las barras con las mismas letras en la parte superior son
estadisticamente similares (p<0.05).
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El andlisis estadistico revel6 una alta correlacion positiva y significativa (p<0.01)

entre el peso seco de la masa nodular y el peso seco total de la masa aérea de todas las plantas
noduladas (Fig. 16)
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Figura 16. Correlacion entre el peso seco total de la masa aérea y el peso seco de masa nodular en
las raices de plantas noduladas de Vigna unguiculata. *, correlacion significativa (p<0.01).

5.6. Frijol de palo (Cajanus cajan)

La germinacion de semillas de frijol de palo fue de 90 % en S1y S2. A lo largo del
periodo experimental de 12 semanas, las plantas crecidas en S1 y S1+S2 fueron las que
alcanzaron la mayor altura (Fig. 17A). La menor altura fue mostrada por las plantas crecidas
en S2 > S2+NPK. Una situacion similar fue observada con respecto al diametro del 1°¢
entrenudo (Fig. 17B), con los valores mayores detectados en las plantas crecidas en S1 y
S1+S2, y los mas bajos en las plantas crecidas en S2 > S2+NPK.
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Figura 17. Altura y diametro del 1* entrenudo a lo largo del crecimiento de plantas de Cajanus cajan
crecidas en suelos colectados bajo expuesto a la radiacion solar (S2), con fertilizacion con NPK, y en
una mezcla de S1+S2. Los resultados se expresan como la media estadistica + error estandar de la
media estadistica. La fecha indica el momento del trasplante de las plantas a una funda de 3 kg.

Correlaciones positivas y altamente significativas (p<0.01), se encontraron entre el
diametro del 1° entrenudo y la altura de las plantas crecidas en S1 (r>=0.9629) y en S2
(r>=0.9670), con y sin fertilizacion (Fig. 18A, B).
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Figura 18. Correlacion entre el diametro del 1*" entrenudo y la altura de las plantas de Cajanus cajan
crecidas en S1 (A) o en S2 (B). *, correlacion significativa (p<0.01).

Las plantas crecidas en S1 y S1+S2 desarrollaron las mayores masas secas foliares
(Fig. 19A) y de tallos (Fig. 19B), en comparacidon con las menores masas secas determinadas
en las plantas crecidas en S2 > S2+NPK (Anexo 8). Por el contrario, la masa seca radical no
mostro diferencias entre las plantas crecidas en S1, S2 y S1+S2, con los menores valores
detectados en las plantas crecidas en S2+NPK (Fig. 19C). Los valores de la relacion entre la
masa aérea total/raices fueron mas altos en las plantas crecidas en S1y S1+S2, y menores en
las plantas crecidas en S2 y S2+NPK (Fig. 19D).
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Figura 19. Peso seco de las hojas (A), tallos (B), y raices (C) de plantas de Cajanus cajan crecidas
en suelos colectados bajo sombra (S1) o expuesto a la radiacion solar (S2), con NPK, y en S1+S2.
Los resultados se expresan como la media estadistica + error estdndar de la media estadistica. Las
barras con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).

La mayor masa nodular fue determinada en las raices de las plantas crecidas en S1'y

S1+S2, en comparacion con los valores en las plantas crecidas en S2 > S2+NPK (Fig. 20).
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Figura 20. Masa de nodular en raices de plantas de Cajanus cajan crecidas en suelos colectados bajo
sombra (S1) o expuesto a la radiacion solar (S2), con NPK, y en S1+S2. Los resultados se expresan
como la media estadistica + error estandar de la media estadistica. Las barras con las mismas letras
en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).
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Los nédulos del tipo indeterminado (Anexo 9), con un interior de color rojo intenso,

se desarrollaron a lo largo de todo el sistema radical, principalmente en las raices laterales.

Los tratamientos con melaza y B+Mo promovieron el peso seco de la masa foliar
(Fig. 21A) y de los tallos (Fig. 21B) por encima de los valores en plantas crecidas en S1+S2
sin enmiendas. Con la excepcion de la adicion de etefon, los tratamientos aplicados al suelo
S1+S2 redujeron la masa seca radical de las plantas, por debajo de los valores en plantas
crecidas en S1+S2 sin enmiendas (Fig. 21C). En el caso de la nodulacién, y con la excepcion
de la adicién de B+Mo, todos los tratamientos decrecieron la masa nodular seca en las raices
de las plantas, en relacion a los valores en plantas crecidas en S1+S2 sin enmiendas (Fig.
21D).
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Figura 21. Peso seco de las hojas (A), tallos (B), raices (C) y nodulos (D) de plantas de Cajanus cajan
crecidas en un suelo S1+S2 y tratadas con melaza (T1), cal (T2), B+Mo (T3), etefon (T4), citoquininas
(T5) y bentonita (T6). La linea punteada corresponde al valor correspondiente en plantas crecidas en
S1+S2 sin enmiendas. Los resultados se expresan como la media estadistica + error estandar de la media
estadistica. Las barras con las mismas letras en la parte superior son estadisticamente similares (p<0.05).

47



El analisis estadistico reveld una alta correlacion positiva y significativa (r?=0.6475,
p<0.01) entre el peso seco de la masa nodular y el peso seco total de la masa aérea de todas
las plantas noduladas (Fig. 22).
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Figura 22. Correlacion significativa (p<0.01) entre el peso seco de la masa nodular en las raices y el
peso seco total de la masa aérea de plantas de Cajanus cajan. *, correlacion significativa (p<0.01).

6. Discusion

No existen dudas sobre los enormes beneficios socioecondmicos, ecolégicos y
nutricionales atribuidos a la siembra y consumo de leguminosas, globalmente (Ditzler et al.,
2021). Por otra parte, todas las evidencias cientificas presentadas en la Conferencia de las
Naciones Unidas sobre Cambio Climéatico (COP-26), celebrada en Glasgow entre el 31 de
octubre y el 12 de noviembre de 2021, sefialan la necesidad urgente de reducir la huella del
C y del N, en el menor tiempo posible. Entre las soluciones propuestas por cientificos, a gran
escala, se considero la opcion de incrementar sustancialmente el uso de biofertilizantes y la
siembra de leguminosas fijadoras del N2 en todo el mundo, como una alternativa viable y
rentable a la aplicacion de fertilizantes quimicos nitrogenados.

Sin embargo, de la revision de la literatura y observaciones en el campo, se evidencia
el retraso de Ecuador en cuanto a la implementacion del uso de bioinsumos en la agricultura,
siendo el Unico pais en Latinoamérica, y entre los pocos en el mundo, que aliin no aprovecha

los beneficios de la FSN. Ante esta situacion se llevé a cabo esta investigacion con el fin de
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determinar la efectividad de la microbiota fijadora de N2 y nativa de suelos en las tierras bajas

de Ecuador, en 5 especies de leguminosas de grano de interés comercial en Ecuador.

Un descubrimiento interesante fue la aparente ausencia de especies de rizobios
compatibles con haba y habichuela en S1. Sin embargo, los resultados obtenidos durante la
investigacion en estas dos especies no permiten concluir, de forma definitiva, la ausencia de

rizobios compatibles en S1, ya que:

(1) Es posible que en S1 el tamafio de las poblaciones de los rizobios compatibles con estas
especies se encuentren en cantidades menores a 10* células/g de suelo, siendo este el nivel

minimo estimado para que ocurra la nodulacion (Kebede et al., 2021); y,

(2) Es altamente probable que las semillas de haba y habichuela, adquiridas en el mercado
local de Portoviejo, provengan de cultivos sometidos a una alta presion de fertilizacion
quimica nitrogenada, por varias generaciones. Esto pudo haber inducido la pérdida o
desactivacion genomica de los locus/loci de rasgos cuantitativos (QTL) heredables de las

plantas y directamente relacionados con la FSN (Goyal et al., 2021).

Por otra parte, la ausencia de nédulos en las raices de frijol caupi y frijol comin
crecidas en S2 demostro los efectos deletéreos de las altas temperaturas en S2 sobre el tamafio
de las poblaciones microbianas nativas de este suelo (Gomez et al., 2020). Sin embargo, la
prolifica nodulacion del frijol de palo crecidas en S2, asi como la nodulacion de frijol caupi
y frijol comin crecidas en S2+TP no confirman esta suposicion. Por el contrario, estas
observaciones apuntan hacia: (a) la presencia en S2 de rizobios tolerantes a las altas
temperaturas del suelo y simbidticamente compatibles con frijol de palo (Mabiala et al.,
2021), y (b) la activacion de la simbiosis en frijol caupi y frijol comun por efecto del TP
afiadido. En cultivos de Glycine max la fertilizacion con P tiene un efecto positivo mayor en

suelos alcalinos que en suelos acidos, como es el caso del S2 con pH 8.1 (Wang et al., 2022).

La efectividad de las PGPB en S1 fue también comprobada en el mayor desarrollo de
las plantas crecidas en S1+S2, muy por encima de los valores en plantas crecidas en S2. La
transferencia de la microbiota del S1 al S2, en una proporcion de 1/10 (p/p), fue suficiente
para contrarrestar las deficiencias nutricionales del S2, promoviendo el desarrollo y la
nodulacion de las plantas a niveles similares de las plantas en S1. Estos resultados apoyan
estudios recientes que indican el impacto, altamente significativo y positivo que tiene la
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inoculacién de suelos con un consorcio de PGPB en el crecimiento de leguminosas de grano,
en comparacién con los resultados obtenidos en leguminosas inoculadas con 1 a 3 cepas
aisladas de rizobios (Quides & Atamian, 2021).

En lineas generales, el mejor desarrollo de las plantas crecidas en S1 se evidencio en:

©) Los valores mas altos de la relacion véstago/raiz, directamente relacionado con la
mayor disponibilidad de nutrientes en S1.

(b) Los valores mas altos de altura y de biomasas aérea observada en todas las plantas de
las 5 especies de leguminosas crecidas en S1y S1+S2.

(c) Los mayores didmetros del 1¢" entrenudo y su correlacion positiva y significativa con
la altura de las plantas de frijol caupi y frijol de palo en S1. En variedades de Glycine
mayx, el didmetro de los entrenudos esta directamente relacionado con la productividad
del cultivo, siendo controlado por 12 QTLs en 8 cromosomas, 3 de los cuales estéan
influenciados por el ambiente (Sun et al., 2021). El diametro de los entrenudos es
también considerado un indicador importante de la efectividad de las PGPB en los
suelos (El-Beltagi et al., 2022). Con la excepcion de la ausencia de una correlacion
significativa entre el diametro del 1®" entrenudo y la altura de frijol comudn en S1, los
resultados validan el uso de este pardmetro, facil de medir en el campo, como

indicador de la biologia del suelo en los modelos de prediccion de productividad.

En paralelo se observé un increment6 de 4 veces de la masa nodular en frijol caupi y
frijol comun por la adicién de B+Mo al suelo es atribuido a: (1) la participacion esencial de
B en la formacion de las paredes celulares y la morfogénesis de los nddulos en las raices de
leguminosas (Halder et al., 2022); v, (2) las funciones de Mo como cofactor de las enzimas
involucradas en el ciclo del N, asi como la sintesis de fitohormonas (Roychoudhury &
Chakraborty, 2022).

Actualmente, la fertilizacion de los suelos agricolas con melaza se ha convertido en
algo comun, gracias a sus altos contenidos de minerales y azlcares y el bajo costo del
producto (Li et al., 2020). Su efecto positivo, como fertilizante organico, se evidencid en la
mayor masa seca aérea de plantas de frijol de palo, frijol caupi y frijol comdn crecidas en

S1+S2+melaza. Sin embargo, la promocion de las masas aéreas de estas leguminosas no pudo
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ser atribuida a un efecto positivo de la melaza sobre la nodulacion de las raices. Por el

contrario, la adicién de melaza redujo la nodulacién en frijol comin y frijol de palo.

Peor aun fue el efecto negativo de la bentonita sobre la nodulacion y desarrollo de
frijol de palo y frijol caupi, al contrario de los numerosos beneficios de la bentonita
previamente descritos en los suelos agricolas y en la productividad de los cultivos (Mi et al.,
2021).

Es posible asumir que la compactacion del suelo por efecto de la melaza y la
bentonita, observada al momento de la cosecha, haya constrefiido el desarrollo de las raices
creando un ambiente negativo para los eventos tempranos de la simbiosis. También se
observé que la enmienda del suelo con cal o Etefén tampoco tuvo un efecto positivo sobre

las plantas y la simbiosis con rizobios.

Sin embargo, la respuesta de las plantas al tratamiento con citoquininas dependié de
la especie, con un leve efecto positivo sobre la masa aérea de frijol comdn y frijol de palo,
solo sobre la masa radicular de frijol caupi, inhibiendo el crecimiento de frijol de palo e
inhibiendo la nodulacion en las 3 especies. Es sabido que las citoquininas son esenciales para
el establecimiento de la simbiosis (Rudaya et al., 2022). Mientras que la inhibicion de la
germinacion de frijol comun y frijol caupi por el etefon, siendo totalmente inocuo en el frijol
de palo, tampoco fueron los efectos esperados. El etileno usualmente estimula la germinacion
(Jurdak et al., 2021) pero afecta negativamente los estadios tempranos de la simbiosis entre
leguminosas y los rizobios del suelo (Moon & Ali, 2022).

Es posible que, en esta investigacion, las concentraciones de las enmiendas del suelo
utilizadas en los distintos tratamientos hayan sido tdxicas para las plantas, ya que fueron
calculadas para plantas crecidas en 1 kg de suelo en base a las recomendaciones de cada

producto comercial, descritas en el empaque, en kg o litros por hectérea de cultivo.
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7. Conclusién y recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de titulacion se puede concluir:

El mayor desarrollo de las plantas de haba, habichuela, frijol caupi, frijol comun y frijol
de palo crecidas en S1 permite inferir la presencia de una microbiota muy activa y capaz
de sustentar el desarrollo de las plantas en este suelo. Mas adn, la formacion de nédulos
en las raices de plantas de frijol caupi, frijol de palo y frijol comun, considerados activos
fijadores de N2 por su intenso color rojo interno, certifica la presencia en S1 de
poblaciones nativas de rizobios, capaces de establecer simbiosis efectivas con plantas de

estas tres especies.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de titulacion se recomienda:

Ampliar el estudio de las leguminosas de interés comercial en Ecuador y su habilidad de
establecer simbiosis efectivas con rizobios nativos.

Incorporar todos los QTL relacionados con la FSN en el mejoramiento genético de
leguminosas de grano en Ecuador.

Aislar e incluir las PGPB promisorias en S1 en la produccion de inoculantes en base a
rizobios para la siembra de leguminosas de grano, en sustitucion de los fertilizantes
quimicos nitrogenados.

Informar a los agricultores ecuatorianos sobre las bondades socioeconémicas y
ambientales de la FSN en el cultivo sostenible de leguminosas de grano.
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ANEXOS

Anexo 1. Vista del area experimental

o
T
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Anexo 3. Vista de Vicia faba crecidas en S1 (SF), sin germinar en S2 (SI) y S2+NPK, a las

5 semanas después de la germinacion.

Anexo 4. Plantas de Phaseolus lunatus, a las 5 semanas después de la germinacion, y
crecidas en S1 (SF), S2 (SlI), S1+S2 y S2+NPK.
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Anexo 5. Plantas de Phaseolus vulgaris a las 3 semanas después de la germinacion, y

sometidas a distintos tratamientos.

Anexo 6. Nédulos del tipo determinado en raices de Phaseolus vulgaris.
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Anexo 7. Plantas de Vigna unguiculata, a los 3 (foto izquierda) y 5 semanas (foto derecha)

después de la germinacion, y sometidas a distintos tratamientos.

Anexo 8. Plantas de Cajanus cajan, a los 3 (foto izquierda) y a las 12 semanas (foto

derecha) después de la germinacion, y sometidas a distintos tratamientos
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