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RESUMEN

Los bioestimulantes promueven cambios fisioldgicos y morfolégicos conducen-
tes a mejorar la adaptacion, crecimiento y productividad de las plantas en con-
diciones adversas. En este trabajo se evalud el efecto bioestimulante de Bacillus
mycoides BSC25 vy dcidos htimicos derivados de lombricompost de estiércol
de caprino (AH-L) y de un carbon pobre tipo lignito (AH-C), sobre frijol guaji-
ro (Vigna unguiculata L. Walp). El trabajo comprendié: 1) comprobacion de la
presencia de rizébios en el suelo, con capacidad de nodular V. unguiculata, y ca-
racterizacion molecular de una cepa aislada, 2) experimentos bajo condiciones
controladas en cdmara de crecimiento vegetal, para comprobar la estimulacion
del crecimiento temprano de frijol tratado con AH-L, AH-C o B. mycoides y la
aplicacién conjunta AH-B. mycoides, 3) un experimento de bioestimulacién con
AH-L, AH-C y B. mycoides en campo, en un suelo semidrido de la media Guaji-
ra. Se encontré que en el suelo persistia una poblacion de Rhizobium sp capaz
de nodular el frijol guajiro, el tratamiento con los agentes bioestimulantes fa-
vorece el crecimiento de la planta e incrementa el grado de nodulacién por la
poblacién nativa de rizébios, lo cual sugiere la conveniencia de promover esta
tecnologia para mejorar la produccion del cultivo de frijol guajiro.

ABSTRACT

Biostimulants promote physiological and morphological changes in the plant,
leading to better adaptation in adverse conditions and increases in growth and
productivity. In this work, we evaluated the biostimulatory effect of Bacillus
mycoides BSC25 and humic acids derived from goat manure vermicompost
(HA-V) and a lignite low rank coal (HA-C), on guajiro beans (Vigna unguicu-
lata L. Walp). The work included: 1) checking in the soil the presence of rhi-
zobia capable of forming nodules on V. unguiculata, and molecular typing of
an Rhizobium isolated strain, 2) experiments under controlled conditions in a
plant growth chamber to check the promotion of bean seedlings early growth
treated separately with HA-V, HA-C or B. mycoides and joint application trials
HA-B. mycoides, 3) development under a field conditions bioestimulation trial
with HA-V,HA-C and B. mycoides in a semi-arid soil of the mean Guaijira.. It
was found that a population of Rhizobium sp. strain persistent in the soil was
able to nodulate guajiro bean; in addition, treatment with both biostimulants,
HA or B. mycoides, promote bean growth and increases nodulation degree of
the rhizobia native population, these findings suggests the convenience of pro-
mote this technology to improve the production of guajiro bean crop.

INTRODUCCION

Los suelos en zonas secas estan afectados por tensores ambientales que
dificultan una agricultura convencional, en coyuntura con el avance de
la desertificacion, esto conlleva inseguridad alimentaria, por lo tanto, es
necesario adaptar tecnologias pertinentes para el manejo ecolégico de
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los suelos y cultivos. Dentro de las medidas para combatir la inseguridad alimentaria a través de la agrobiologia,
estan las tecnologias de biocontrol, biofertilizacién y bioestimulacién.

La bioestimulacion utiliza sustancias o microorganismos que desencadenan respuestas fisiolégicas que mejoran
la eficiencia nutricional, tolerancia al estrés (Van Oosten et al., 2017), estimulan el metabolismo y favorecen el
desempenio de las plantas (Nardi et al., 2016). Dentro de los agentes bioestimulantes estan los insumos a base
de microorganismos, fracciones de la materia organica humificada, hidrolizados de proteinas, aminoacidos y
otros compuestos nitrogenados (Nardi et al., 2016), oligosacaridos, compuestos inorganicos, extractos de algas
verdes y productos botanicos (Calvo et al., 2014; Du Jardin, 2015).

Laestructura supramolecular de los dcidos humicos determina su accién bioestimulante, conduciendo a la proli-
feracion, alargamiento y modificaciones en la arquitectura de las raices, incremento de la absorcién y transporte
de ionesy estimulacion del metabolismo primario (Aguiar et al., 2018), regulacion de procesos moleculares e in-
duccidn de sintesis de metabolitos secundarios (Shah et al., 2018) y promocion de respuestas sistémicas frente
al estrés, gracias a un efecto de “priming quimico” (Canellas et al., 2020., Piedade et al., 2017). También promueve
la exudacién radical que aumenta la actividad microbiana de la rizosfera, la comunicacién planta microorganis-
mo, el establecimiento y desempefio de interacciones simbidticas, asociativas y endofiticas por microorganis-
mos promotores del crecimiento vegetal (Bulgari et al., 2019; Nunes et al., 2019).

Vigna unguiculata L., Ilamada localmente frijol guajiro o frijol cabecita negra, es la leguminosa de grano de mayor
importancia en el caribe seco colombiano (Araméndiz-Tatis et al., 2011), presenta potencial para la intensifi-
cacion de su produccién ecolégica en agricultura familiar por su valor nutritivo, ciclo corto, resistencia a las
condiciones climaticas, tradiciéon de consumo y su uso adicional como forraje y abono verde (Jaramillo, 2015).
La intensificacién en la agricultura ecolégica en zonas secas amerita la adaptacién de cultivares tolerantes a
condiciones climaticas y ecoldgicas adversas, en este sentido es conveniente potenciar el desempefio de agen-
tes bioestimulantes como aliviadores del estrés y promotores del crecimiento y desarrollo vegetal. Para el frijol
guajiro esto resulta aiin mas conveniente sumado a la ventaja de presentar asociacion eficiente con rizébios
para formar nédulos fijadores de nitrégeno.

La co-inoculacién de dos o mas microorganismos benéficos parece ser mas efectiva para estimular el crecimiento ve-
getal, debido al efecto sinérgico, por esta razén actualmente se esta trabajando en el desarrollo de este tipo de biofer-
tilizantes de segunda generacion (Mufoz-Rojas et al., 2016). Se ha visto que varias cepas microbianas acttian como
“helpers” para el establecimiento y desempefio de la simbiosos Rhizobium leguminosa, tal es el caso de especies de
Azospirillum (Cubillos, 2021), Pseudomonas (Egamberdieva et al., 2010), actinomycetes (Solans et al., 2016) y Bacillus.

El género Bacillus comprende bacterianas promotoras del crecimiento vegetal que expresan todos los mecanis-
mos directos e indirectos de bioestimulacion, ademas, su adaptacion a diversidad de condiciones ambientales,
versatilidad metabdlica, presencia de endosporas y la motilidad, otorgan a este grupo grandes ventajas para su
utilizacion en biofertilizacién (Tejera-hernandez and Heydrich-Pérez, 2011); en suelos bajo condiciones aridas
y semidridas estas ventajas adquieren especial importancia frente a otros microrganismos comidnmente utili-
zados como bioinoculantes. Se han observado efectos positivos en el crecimiento vegetal por la coinoculacién
de bacterias del género Bacillus con rizébios en soja (Bai et al., 2003), con Rhizobium spp. en arveja (Rajendran et
al., 2008), Bacillus thuringiensis con Rhizobium leguminosarum en guisantes (Mishra et al., 2009), Bacillus sp. con
Rhizobium tropici en Phaseolus vulgaris L, Bacillus sp. con Mesorhizobium sp. en garbanzo. Incluso la coinoculacién
de Bacillus simplex modifica el desarrollo de la arquitectura radical y la morfologia de los nédulos de Rhizobium
en guisiantes (Schwartz et al., 2013).

El propdsito de este trabajo fue evaluar la bioestimulacion del frijol guajiro, incluyendo el establecimiento de la
simbiosis con rizébios naturalmente presentes en un suelo semidrido tipico del departamento de La Guajira, por
el tratamiento con una cepa nativa de Bacillus mycoides, adaptada a las condiciones de aridez, en conjunto con
dos tipos de acidos humicos.
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METODO
Extraccion de acidos humicos (AH)

Como fuente de AH se utilizaron dos materias primas comunes en el departamento de La Guajira, un carbén
pobre tipo lignito generado como subproducto de la mineria de carbény lombricompost de estiércol de caprino.
Se obtuvo el extracto himico total (EHT) aplicando el método clasico de extraccién con soluciones alcalinas, en
este caso NaOH 1N, siguiendo la metodologia estandar descrita para cada tipo de muestra por la International
Humic Substances Society (Chang et al., 2014). Posteriormente se separé la fraccién de AH por precipitacion
utilizando HCI 1N hasta pH 2, se lavd y se secd el extracto por liofilizacion.

Comprobacién de la presencia de rizébios en el suelo, purificacién y tipificaciéon de cepas

Se tomaron semillas de frijol guajiro cultivado por los pobladores locales en la localidad de Uribia, en una zona
semiarida del a media Guajira, se lavaron con detergente durante 10 minutos, posteriormente se enjuagaron
con agua potable y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2,5 % por 15 minutos, se enjuagaron tres veces
con agua estéril y se dejaron en imbibicion por 24 horas; después se llevaron a germinar en cdmara himeda; lue-
go se seleccionaron plantulas homogéneas y se sembraron en 5 materas plasticas con 300 g de un suelo no este-
rilizado, recién colectado en los 20 cm del horizonte superficial en un terreno localizado en una zona semidrida
en el municipio de Uribia, en el departamento de La Guajira, en predios de la granja de la fundacién Cerrején
Progreso para La Guajira (11°35’36.5”N 072°19'26.6”W) a una altitud de 10 m.s.n.m., una temperatura media
de 34 °C y humedad relativa del 76 % . Las plantas se mantuvieron en cadmara de crecimiento Sanyo MLR-351
bajo un fotoperiodo de 12 horas, humedad relativa entre 60 y 80 %, temperatura entre 26y 29 °C y riego por
capilaridad. A los 35 dias se desenterraron las plantas, se lavaron minuciosamente y se colectaron los nédulos
desarrollados, se mantuvieron por una hora en solucién de NaCl 0,85 %, posteriormente, se desinfectaron si-
guiendo el protocolo descrito en (Mendozay Bonilla, 2014).

Los nddulos desinfectados se cortaron por la mitad bajo condiciones estériles, se seleccionaron secciones de
nddulos activos que presentaron coloracién roja brillante y se sembraron sobre la superficie de agar YMA; tam-
bién se hizo un macerado de nédulos activos con solucién salina (NaCl 0,85 %) y se prepararon diluciones para
inocular y extender alicuotas de 100 pL en la superficie de agar YMA con adicién de rojo congo y se incubaron a
30-32 °C por 2 semanas, los diferentes tipos de colonias formadas se purificaron en nuevas cajas de agar YMA
se caracterizaron atendiendo a su morfologia en agar YMA+ azul de bromotimol, pruebas bioquimicas con base
en las caracteristicas planteadas en (Mulford et al., 2012) y el crecimiento en diferentes medios de cultivo (Pep-
tona Glucosa Agar + Purpura de Bromocresol, Levadura Manitol Agar + Rojo Congo, Levadura Lactosa Agar,
Agar xilosa Lactosa Desoxicolato y Hektoen). También se evalué el crecimiento en diferentes valores de pH (4,
5,6,8,9y 11) en medio YMA, en concentraciones de sal (0,01, 1y 2 %) en caldo Levadura Manitol, y diferentes
temperaturas (4,5, 30, 37 y 44 °C) en agar YMA.. Se aplicaron pruebas de resistencia a antibioticos (tetraciclina
-5,0 ug/mLy cloranfenicol 10,0 ug/mL). Asi se seleccionaron aislamientos presuntivos de rizébios.

Dos aislamientos presuntivos de rizébios fueron enviados a la corporaciéon Corpogen para su tipificacién mole-
cular, pare ello se amplificé el gen ribosomal 16S mediante PCR, se purificaron los fragmentos de PCR y se hizo
la secuenciacion, mediante el método Sanger, utilizando los iniciadores 337F, 518F, 800R, y 1100R, con este re-
sultado se llevo a cabo el andlisis taxonédmico de la secuencia problema utilizando la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), del NCBI (National Center for Biotechnology Information), comparando contrala
base de datos RNA de referencia “refseq_rna”. Se hizo anélisis de la secuencia problema mediante las herramien-
tas “Classifier” y “SeqMatch’”, alojadas en el sitio Web de RDP (Ribosomal Data Project), la primera herramienta
para determinar la taxonomia de la secuencia problema y la segunda para identificar las secuencias mas simi-
lares en la base de datos de RDP, con la secuencia. Para el alineamiento multiple se usé el algoritmo MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation), de la secuencia problema con las treinta secuencias de
mayor similitud reportadas por Blast. Luego se generd un arbol filogenético usando el modelo de distancia ge-
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nética de Tamura-Nei (TN93), con el método de “NeighborJoining” y el método de “Bootstrap” con mil réplicas y
se hizo la clasificacion taxondmica de la secuencia consenso.

Ensayo de crecimiento y nodulacién en plantas inoculadas con Rhizobium sp

De los dos aislamientos presuntivos de rizébios, la tipificacion molecular indicé que uno corresponde a Rhizo-
bium sp, entonces con este se desarrollé un ensayo con el fin de comprobar que este aislamiento es causante de
la nodulacién, ademas de evaluar la magnitud del incremento en la nodulacién de las plantas de frijol al hacer
bioaumentacion con un indculo de dicho aislamiento en comparacion con la nodulacién ocasionada por la po-
blacion de base de rizébios en el suelo, la cual se denominé “nodulacion basal”. Se hizo propagacion masiva de
la cepa de Rhizobium sp en medio de cultivo levadura manitol liquido, en erlenmeyers de 250 mL ocupados con
150 mL de cultivo, bajo agitacién permanente a 120 rpm y una temperatura de 30 °C. Posteriormente se tomé
el cultivoy se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos, el pellet formado con la biomasa microbiana fue resuspen-
dido en agua peptonaday centrifugado nuevamente, finalmente se ajusté unindculo a una concentracién de 108
células*mL* en solucién de NaCl al 0,85 %.

Se tomaron semillas de frijol guajiro, se desinfectaron como se explicé anteriormente y se llevaron a imbibicién
durante 24 horas, posteriormente se germinaron en camara hiimeda, se tomaron semillas germinadas con un
tamaio homogéneo de la radicula y se colocaron en 10 materas plasticas con 300 g del mismo tipo de suelo
utilizado para el aislamiento de Rhizobium sp, se adicioné a cada matera 10 mL del inéculo bacteriano sobre y
alrededor de la semilla, como tratamiento control en otro set de 10 materas se sembraron las semillas y se adi-
cionaron 10 mL de solucién salina estéril. Todas las plantas se mantuvieron en cdmara de crecimiento vegetal
bajo fotoperiodo 12-12 h, humedad relativa entre 60y 80 % y temperatura entre 26 y 28 °C, el riego se hizo con
agua destilada estéril a disposicion por capilaridad. A los 35 dias de crecimiento se desenterraron las plantas, se
lavo el sistema radical minuciosamente y se realizé el conteo de nddulos formados por planta, se midio el tama-
Ao promedio de los nddulos, se determiné la longitud de las raices y la masa seca del follaje y raices.

Ensayo de estimulacién del crecimiento con AH y B. mycoides en aplicacién individual

Se realiz6 un ensayo en materas, con plantas de frijol guajiro, bajo las mismas condiciones de los ensayos ante-
riores, se utilizé el mismo tipo de suelo, pero sometido a esterilizacion en autoclave, con el fin de comprobar el
efecto exclusivo de los tratamientos, minimizando la interferencia de otros organismos presentes en el suelo,
incluyendo la poblacién basal de rizébios. Se establecié un experimento completamente al azar con cuatro tra-
tamientos: 1) aplicacién de un indculo de B. mycoides, 2) Tratamiento con los AH extraidos del lombricompost
(AH-L), 3) Tratamiento con AH extraidos del carbén (AH-C. 4) tratamiento control sin aplicacion de ningtin agen-
te bioestimulante, para cada tratamiento hubo 7 repeticiones.

El indculo de B. mycoides se obtuvo a partir un cultivo puro de una cepa denominada BSC25 que hace parte de
la coleccién del laboratorio de microbiologia agricola y ambiental de la Universidad Popular del Cesar. La cepa
se reactivo cultivandola en agar nutritivo, posteriormente se tomé una muestra y se transfirié a erlenmeyers de
250 mL conteniendo 150 mL de caldo nutritivo, los cultivos se mantuvieron a 30 °C en agitacion en shaker a 100
rpm durante 72 h hasta obtener un crecimiento masivo, posteriormente el contenido de los recipientes se llevo a
centrifugacion a 3000 rpm por 15 minutos, los pellets de biomasa bacteriana fueron resuspendidos en solucién de
NaCl al 0,85 % y vueltos a centrifugar, este procedimiento se repitié dos veces; finalmente la biomasa obtenida se
diluyé en solucién salina al 0,85 %y se ajustd la absorbancia de cada uno de los indculos a 0,25 a 600 nm, se realizé
un recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para confirmar la concentracién de bacterias en indculo
auna concentracion de 108 UFC* mL™. Se tomaron 10 mL y se aplicaron alrededor de la planta en la zona de laraiz.

Los AH se aplicaron en dosis de 5 mL a una concentracién de 80 mg de C de AH *L, en solucién de CaCl, 2 mM,
la aplicacién de esta solucién se realizé por aspersion foliar 7 dias después de la emergencia de las plantulas. A
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los 35 dias de crecimiento se desenterraron las plantas, se lavé el sistema radical minuciosamente y se midié la
masa seca de raices y follaje.

Ensayo de bioestimulacién mediante aplicaciéon conjunta de AH y B. mycoides

Este ensayo también se llevé a cabo en cdmara de crecimiento vegetal, bajo el mismo protocolo y las mismas
condiciones utilizadas en el ensayo anterior, en este caso el suelo no fue esterilizado, esto con el fin de evaluar
el papel de los bioestimulantes en la nodulacion basal, por la poblacion de rizobios presente en el suelo. Se esta-
blecié un experimento completamente al azar con 6 tratamientos: 1) aplicacién de un inéculo de B. mycoides, 2)
Tratamiento con AH-L, 3) Tratamiento con AH AH-C, 4) Aplicacion conjunta de AH-L y B. mycoides, 5) Aplicacion
conjunta de AH-C y B. mycoides, 6) Tratamiento control sin aplicacion de ningln agente bioestimulante, para
cada tratamiento hubo 12 repeticiones. A los 35 dias de crecimiento se desenterraron las plantas, se lavo el sis-
tema radical minuciosamente y se midié el nUmero de nédulos de Rhizobium activos por planta, la masa seca de
raicesy follaje, ademas del contenido foliar de nitrogeno (método de Kjeldahl) y fésforo (método colorimétrico).

Ensayo de bioestimulacion en condiciones de campo

El ensayo se llevé a cabo en predios de la granja de la fundacién Cerrejon Progreso para La Guajira, bajo las
condiciones ambientales descritas previamente. Se desarrollé un ensayo en bloques al azar, para ello se constru-
yeron canteros de 12 m de largo x 1 m de ancho, en los cuales se sembraron las plantas de 8 dias, propagadas en
germinadores utilizando suelo de bosque como sustrato, las plantas se sembraron a una distanciade 80 cmy la
distancia entre los canteros adyacentes fue de 40 cm. Se aplicaron los mismos tratamientos del ensayo anterior
y para cada tratamiento en cada bloque hubo 8 repeticiones. La aplicacién de los bioestimulantes se llevé a cabo
antes del trasplante desde los germinadores al terreno, a cada planta se aplicaron 5 mL de la solucién de AH o
de la suspensién bacteriana segln el tratamiento. Dos semanas después de la siembra se realizé una segunda
aplicacién de los tratamientos, para ello se aplicaron 30 mL de la solucion de AH por aspersion foliar a cada plan-
ta segun el tratamiento al que corresponda y de la misma manera 30 mL de la suspensién de B. mycoides en el
suelo alrededor del tallo de cada planta. El manejo de riego, labranza, y control de plagas se realizé teniendo en
cuenta el manejo tradicional de los cultivadores locales. A los 32 dias de la siembra se desenterraron las plantas,
se tomo el peso completo de cada planta y posteriormente se pesé la raiz y el follaje por separado y se llevaron
al horno durante 72 h a 65 °C, pasado este tiempo se registré la masa seca del follaje y la raiz.

Las variables evaluadas en cada uno de los experimentos fueron analizadas con el paquete estadistico IBPM
SPSS Statistic Version 22. Se realizaron pruebas de Normalidad (Prueba de 45 Shapiro-Wilk p > 0,05), homo-
geneidad de varianza, Pruebas NPar, ANOVA de Kruskal-Wallis; posteriormente se aplicaron las pruebas de
comparacion de promedios mas pertinentes. El suelo utilizado en todos los ensayos fue objeto de caracteriza-
cién segun los siguientes parametros: textura (método Bouyoucos), pH (en agua 1,1), materia organica (Walkley
Black), Nitrégeno (Kheldal) capacidad de intercambio catidnico (acetato de amonio 1My suma de cationes de
cambio Ca, Mg, K, Na), S (fosfato monocalcico 0,008M), fosforo disponible (Olsen), Fe, Mn, Cu, Zn (Olsen-EDTA)
conductividad eléctrica (extracto de saturacion).

RESULTADOS
Presencia de rizébios en el suelo, con capacidad de nodular V. unguiculata

A partir de las semillas desinfectadas de V. unguiculata sembradas en el suelo recién colectado y sin esterilizar,
crecieron plantulas que desarrollaron nédulos entre los 27 y 30 dias, a partir de nédulos activos se logré aislar
en medio YMA 4 morfotipos diferentes de colonias presuntivas de rizdbios, sus caracteristicas morfoldgicas
y bioquimicas diagnésticas se presentan en el cuadro 1. El clasificador de RDP determiné que la secuencia de
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1439 pb corresponde a un microorganismo perteneciente al género Rhizobium y la comparacion con la base de
datos de secuencias de 16S de RDP, utilizando la herramienta SeqMatch contra aislamientos cultivados, indica
que la secuencia problema ensamblada también presenta una mayor homologia con secuencias de Rhizobium.
Para la secuencia de 1420 pb correspondiente, el clasificador RDP y el anélisis con SeqMatch permitio concluir
que se trata de un organismo del género Labrys. De acuerdo a este resultado se selecciond el aislamiento cuya

identidad mas probable es Rhizobium sp, para llevar a cabo el ensayo de nodulacion.

Cuadro 1. Caracteristicas de aislamientos bacterianos obtenidos de ndédulos formados en V. unguiculata.

Caracteristica Aislamientos
1 2 3 4
Morfologia de las colonias en agar YMA
Color Beige Beige Beige Beige
Tamafo Mediano Mediano Grande Grande
Forma Circular Circular Circular Circular
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa
Elevacion Convexo Convexo Convexo Plano
Consistencia Mucoide Gelatinosa Gelatinosa Gelatinosa
Precipit. () () (+) ()
Transparente Opaca Translucida Translucida Opaca
Color en Rosa Trgnslucida con Precipitado Trgnslucida con Precipitado Rosa
YMA+Rc rojo en centro rojo en centro
Crecimiento en medios de cultivo diferenciales
PGA +PB () () () (+)
LLA (+) (+) (+) (+)
YMA +RC (+) (+) (+) (+)
XLD () () () ()
Hektoen () () () ()
e ) ) ) +)
Rx Benedict () () () (+)
Resistencia antibioticos
Tetrac/na
5.0ug/mL ) () () ()
oL () +) *) ()
Crecimiento en NaCl en medio YMA
0,01% (+) (+) (+) ()
1% (+) (+) (+) (+)
2% (+) (+) (+) (+)
Crecimiento a diferentes valores de pH en medio YMA
4,5 +) (+) +) (+)
6.8 (+) (+) (+) (+)
9 +) (+) +) +)
11 (+) (+) (+) (+)
Crecimiento a diferentes temperaturas en medio YMA
5°C () () () ()
30°C (+) (+) (+) (+)
37°C (+) (+) (+) +)
44°C () () () ()
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La inoculacion con la cepa de Rhizobium sp incrementd el nimero de nédulos por planta en mas del 100 % con
respecto al tratamiento control sin inocular (p<0,05 prueba de Tukey) (cuadro 2), esto indica que en el suelo
persistia una poblacién de rizébios capaces de nodular V. unguiculata, pero tras la bioaumentacion con el inéculo
de Rhizobium sp. se logra incrementar las posibilidades de nodulacién, por otra parte, este incremento en la no-
dulacién va acompaiado de un incremento en la longitud de las raices y en el tamafo promedio de los nédulos
(cuadro 2), sin embargo no resulté evidente un efecto en la biomasa de las plantas.

Cuadro 2. Parametros de nodulacion y crecimiento de plantulas de V. unguiculata L.; inoculadas con Rhizobium sp.

Parametro Rhizobium sp Control
Masa seca follaje/planta(g) 1200 + (260)a 1130+ (340)a
Masa seca raiz/planta (g) 220+ (50)a 210+ (40)a
N° X Nédulos activos /planta 27,5+ (5,13)a 13,3+(1,63)b
& X nédulos/planta (mm) 2,5+(0,2)a 1,8+(0,2)b
Longitud X raices (cm) 19 +(2,26)a 12,67 +(2,8)b

Letras diferentes en cada variable indican diferencias estadisticamente significativas (a= 0,05).

Experimentos de bioestimulacion

El indculo de B. mycoides y los dos tipos de AH tuvieron un efecto positivo (p<0,05 Games Howell) sobre la acu-
mulacién de biomasa de follaje y raices con respecto al tratamiento control (cuadro 3), aunque el tratamiento
con AH-L ocasiona un efecto superior en biomasa radical, la diferencia no es significativa (p>0,05) con respecto
al tratamiento con AH-C y el tratamiento con B. mycoides; asi, este ensayo confirma la capacidad bioestimula-
dora de los dos AH y también la efectividad de B. mycoides como un microrganismo capaz de promover el creci-
miento temprano de las plantas de frijol guajiro.

Cuadro 3. Efecto de los bioestimulantes aplicados individualmente, sobre crecimineto de V. unguiculata.

Tratamiento Masa seca follaje (g) M;:?Zs(z)ca
Control 0,23 +(0,03) b 0,05+(0,01) b
B. mycoides 0,43+(0,07)a 0,12+(0,02) a
AH-L 0,45+(0,12) a 0,07+(0,02) a
AH-C 0,40+ (0,04) a 0,07+(0,01)a

Letras diferentes en cada variable indican diferencias estadisticamente significativas (a= 0,05).

Eltratamiento de las plantas con los dos tipos de AH y con B. mycoides bajo condiciones controladas, incide positiva-
mente incrementando el nimero de nédulos desarrollados por planta (p<0,05 Tukey) (figura 1a), igualmente ocurre
en el tratamiento de inoculacién conjunta de B. mycoides con cada tipo de AH, pero el efecto del tratamiento conjun-
to es menor en comparacion con las aplicaciones individuales de AH o B. mycoides. El tratamiento con B. mycoides es
el que mejor incide sobre laformacién de nédulos, la respuesta al tratamiento con los dos tipos de AH resulta similar.

Este ensayo se realizé sobre el suelo sin esterilizar y sin inocular con Rhizobium sp.; lo que indica que si bien la
bioaumetacién con indculos de Rhizobium sp. incrementa la nodulacién (cuadro 2), la bioestimulacion con AH y
con B. mycoides también logra incrementarla a partir de la poblacién natural que existe en el suelo, reduciendo la
necesidad de una inoculacién con Rhizobium.

Este resultado también aporta evidencia sobre el papel del género Bacillus como coadyuvantes en la formacion
de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, como se ha descrito previamente (Rajendran et al., 2008); en este caso se
reporta a B. mycoides BSC25 como estimulante de la simbiosis de rizébios con V. unguiculata. La materia humifi-
cada soluble derivada de carbdn lignito se ha relacionado directamente con el favorecimiento de la nodulacién
por rizébios en Soya (Gao et al., 2015), a la vez que AH derivados de lombricompost incrementaron la nodula-
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cién en arveja (Maji et al., 2017), asi, este reporte aporta evidencia adicional del efecto de estos tipos de AH
sobre la nodulacion por rizébios, en este caso sobre V. unguiculata.

Todos los tratamientos excepto la aplicacién conjunta de AH-L y B. mycoides ocasionaron incrementos en peso
fresco (figura 1b), especialmente en la raiz (p<0,05 Tukey), sobresale el tratamiento de coinocualcién de AH-C
y B. mycoides. Para el peso seco del follaje no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (figura 1c),
pero se observa una tendencia a la ganancia de peso a causa de los tratamientos, siendo el efecto mas evidente
en la ganancia en peso fresco; el efecto sobre la acumulacion de masa seca resulté mas notorio sobre la raiz (fi-
gura 1c) donde hubo diferencia significativa (p<0,05 Tukey) entre el control y todos los tratamientos, a diferen-
cia de la biomasa del follaje. Lo anterior indica que el efecto principal se presenté a nivel de raiz y sobre el peso
fresco, posiblemente a causa de mejor conservacién del agua en los tejidos, como ha sido reportado para plantas
de maiz tratado con AH, donde la ganancia en peso fresco se relaciona con parametros bioquimicos indicadores
del alivio del estrés por sequia (Canellas et al., 2020). La coinoculacion de rizébios con Herbaspirillum seropedicae
y HA también favorece la recuperacion del frijol comun ante estrés hidrico (Da Piedade et al., 2017).

En el cuadro 4 se muestra que hubo mayor cantidad de N foliar acumulado en las plantas tratadas con los dos
tipos de AH y el AH-L en conjunto con B. mycoides, este Gltimo tratamiento fue el que condujo a una mayor acu-
mulacién de N (ganancia del 28 % con respecto al control), este resultado posiblemente esté relacionado con el
efecto positivo de estos tratamientos sobre la formacion de nédulos por Rhizobium (figura 1a), sin embargo el
tratamiento con B. mycoides, en el cual hubo el mayor desarrollo de nédulos activos no correspondié a un mayor
incremento en nitrégeno foliar, aun cuando incrementé en un 6 % con respecto al control.

Cuadro 4. Contenido foliar de Py N en plantas de V. unguiculata
tratadas con AH-L, AH-Cy B. mycoides.

Tratamiento P (%) N (%)
Control 0,45+ (0,02) a 47+(0,42)a
AH-L 0,48+ (0,03) a 5,5+(0,07) b
AH-C 0,46+ (0,02) a 57+(0,5)b
B. mycoides 0,47+(0,02) a 50+(0,01)a
AH-L+B. mycoides 0,52+(0,01) b 6,0+(0,01) b
AH-C + B. mycoides 0,50+ (0,01)b 4,8+(0,43) a

Letras diferentes en cada variable indican diferencias estadisticamente significativas (a= 0,05).

El contenido de P acumulado en el follaje se incrementé en los tratamientos donde se utilizdé B. mycoides en
conjunto con AH-Ly AH-C, con incrementos del 15y 11 % respectivamente con respecto al control, denotando
un efecto sinérgico entre los dos bioestimulantes, este resultado puede deberse a la capacidad de B. mycoides
- BSC25 para solubilizar fosfatos, caracteristica que fue comprobada para esta cepa, considerando que es un
atributo comun en especies del género Bacilllus presentes en el suelo (Saeid et al., 2018).

A través del ensayo en condiciones de campo (figura 2), se evidencié que todos los tratamientos ocasionan un in-
cremento en el peso fresco de follaje y raices (figura 2a), hubo diferencia estadistica para el peso fresco total entre
el tratamiento control y los tratamientos con AH-C, B. mycoides, y la aplicacién conjunta de estos dos bioestimulan-
tes, pero no hubo diferencia para el peso fresco del follaje en ningn tratamiento, mientras que si hubo diferencia
significativa para el peso fresco de raices (p<0,05, Tukey) en todos los tratamientos con respecto al control.

Los resultados en el peso seco (figura 2b), presentan el mismo comportamiento descrito para el peso fresco,
solamente hubo diferencia en el peso seco total entre el tratamiento con AH-C y el control, pero se aprecian
valores mayores para la respuesta de las plantas bajo el tratamiento de inoculacién con B. mycoides, mientras
que la aplicacién conjunta de la bacteria con cada uno de los AH parece reducir ligeramente la respuesta frente
alaaplicacién de la bacteria sola; todos los tratamientos presentaron diferencia significativa (p<0,05 Tukey) con
respecto al tratamiento control excepto la aplicacion de AH-L y la combinacion de AH-L y B. mycoides.
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La figura 2c muestra que todos los tratamientos ocasionaron un incremento en la formacién de nédulos activos,
sin embargo resultdé mayor el efecto de B. mycoides de manera individual, en comparacién con su aplicacién con-
junta conlos dos tipos de AH o el tratamiento con los AH en aplicacién individual, este resultado concuerda con el
ensayo bajo condiciones controladas (figura 1a) y muestra el papel de los AH y especialmente de B. mycoides como
promotor de la formaciéon de nédulos en la simbiosis de V. unguiculata con la poblacién basal de rizébios del suelo.

En el proceso de infeccién de las raices por rizdbios, y la formacion de nddulos, es importante la comunicacion
guimica planta bacteria, asi como el aumento en la produccién de auxinas para incrementar y activar las bombas
H*ATPasas en la membrana, logrando inducir la acidificacién del apoplasto para permitir el debilitamiento de las
paredes de las células vegetales, tanto para permitir la proliferacién de raicillas secundarias y pelos radicales, como
para la entrada de la bacteria a la planta. En este sentido, el efecto “like auxin” que ha sido relacionado con cierto
tipo de moléculas presentes en los AH (Scaglia et al., 2016), asi como una posible estimulacién en la produccion
de exudados, lo que favorece la comunicacién planta bacteria (Canellas et al., 2019), pudieron ser mecanismos de
bitoestimulacion relacionados con la respuesta en la nodulacién y en el crecimiento de las plantas de frijol guajiro.

Entonces, la tendencia hacia el debilitamiento en la respuesta observado en los tratamientos de inoculacion
conjunta AH-B. miciydes, podria estar relacionado con un nivel inadecuado por sobreexposicion en el balance
auxinico debido a los aportes “like auxin” de los AH, B. mycoides, la plantay los rizdbios. Al respecto se ha docu-
mentado que la respuesta en la promocién de crecimiento por AH depende fuertemente de la concentraciéon y
la especie vegetal (Canellas et al., 2020). Igualmente se ha descrito que la densidad de rizobacterias productoras
de auxinas puede conducir a efectos contrarios en el crecimiento y sanidad de Arabidopsis thaliana en tratamien-
to conjunto con la adicién de lombrices de tierra en cuyas heces se libera al suelo materia organica transformada
que contiene auxinas (Castellanos et al., 2014).

El suelo utilizado en todos los experimentos presenté una textura arenosa franca (arena 84 %, limo 10 %, arcilla
6 %), que ocasiona baja retencién hidrica y estrés por sequia. El pH es alcalino (8) y la conductividad eléctrica
de 17,8 dSm indica salinidad muy alta, lo que ocasiona estrés hidrico e influye negativamente en la absorcion de
nutrientes y por tanto en el crecimiento, en esta condicién es importante el papel de los AH como mitigadores
del estrés por salinidad (Adil Aydin, 2012). EI N es muy limitante (0,25 %), por lo cual la fijacién bioldgica de nitré-
geno toma bastante importancia. El contenido de fésforo (124 ppm) puede cosiderarse normal; la capacidad de
intercambio de cationes es baja (9,2 cmol (c) Kg), lo cual se relaciona con el bajo contenido en arcillas y materia
organica (0,67 %), dificultando la nutricion con efectos como la alta deficiencia de N. El contenido de K, Mg, Cay
Naesde0,44, 1,6, 6,7y 0,45 cmolc*kg?, estos valores indican una baja saturacién de bases; los valores de S, Fe,
Mn,Cu, Zny Bo fueronde 17,10,3,1,1y 1,2 mg*Kg*respectivamente, siendo micronutrientes, los valores no re-
sultan limitantes. Estas caracteristicas del suelo reflejan unas condiciones fuertemente limintantes, causantes
de estrés vegetal, donde las respuestas positivas de las plantas tratadas con bioestimulantes himicos son mas
contundentes, debido a la regulacion positiva de multiples respuestas de defensa y adaptacion vegetal ante el
estrés por medio de “ priming quimico” (Canellas et al., 2020).

Esta ampliamente documentado que la naturaleza quimica de la supraestructura de AH del compost les confiere
una bioactividad sobresaliente sobre las plantas (Cubillos et al., 2017; de Aquino et al., 2019). También se ha con-
cluido sobre las propiedades bioestimulantes de los AH presentes en carbones pobres generados en la mineria de
carbén del caribe colombiano (Valero et al., 2018). En este estudio se evidencié que los dos tipos de AH emplea-
dos, provenientes de lignito y lombricompost desencadenan una respuesta consistente como bioestimulantes
para V. unguiculata. Por lo anterior, teniendo en cuenta la influencia de tensores ambientales en los suelos de las
zonas aridas y semiaridas del norte del departamento del Cesar y La Gujira, se puede considerar muy conveniente
eluso de la bioestimulacién con AH sobre plantas de cultivo como el frijol guajiro, aprovechando la disponibilidad
de las materias primas para su extraccion. tambien resulta conveniente el uso de bacterias esporuladas, como B.
mycoides, evaluada en este estudio, con caracteristicas ventajosas como bioinoculante en suelos secos.
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Teniendo en cuenta que la recomendacioén para la formulacién de los AH vy las bacterias promotoras del creci-
miento vegetal depende en gran medida de la concentracion del agente bioestimulante y de la especie vegetal,
es necesario desarrollar estudios tendientes a esclarecer el efecto de las concentraciones y la relacién con el
balance auxinico que podria estar implicado en la modulacién de la respuesta, con el fin de aprovechar mejor las
potencialidades de estos agentes bioestimulantes.

CONCLUSIONES

El tratamiento de las plantulas del frijol guajiro con B. mycoides, AH-L y AH-C, en aplicaciones individuales y en
conjunto, demostré el efecto de las propiedades multifuncionales de estos dos agentes como bioestimulantes
vegetales; sin embargo, no fue consistente el efecto sinérgico por la aplicacién conjunta. Se encontré evidencia
sobre el papel de B. micoydes, y los AH como coadyuvante para la formacién de nddulos por la poblacion basal
de rizdbios presentes en el suelo.
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