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Resumen:
							                           
El trabajo se realizó con el objetivo de determinar la mejor combinación de cepas de rizobios y cepas de hongos micorrizógenos arbusculares en dos cultivares de frijol: CC25-9 negro y Lewa, en un suelo Ferralítico Rojo Lixiviado. Se utilizó en un diseño de bloques al azar con arreglo bifactorial, los factores en estudio fueron: cuatro niveles de rizobios: tres cepas y un control sin inoculación y cuatro niveles de inoculación micorrízica: dos cepas y un control sin inoculación, para un total de doce tratamientos. Las variables evaluadas fueron: altura de la planta, diámetro del tallo, masa seca de las hojas y el tallo, rendimiento y sus componentes. Los resultados en el rendimiento del cultivo mostraron que las mejores combinaciones para el cultivar CC 25-9 son INCAM 4+CIAT 899 e INCAM 11 con CF 1 y CIAT 899 y, aunque estos resultados no difirieron del resto de los tratamientos coinoculados, si fueron superiores a la inoculación simple de los microorganismos. En el cultivar Lewa, la mejor combinación fue INCAM 4+CIAT 899, aunque sin diferencias con INCAM 4+CF 1; INCAM 11 combinado con las tres cepas de rizobios y la inoculación simple de CIAT 899. La efectividad de la inoculación simple de las cepas de HMA INCAM 4 e INCAM 11 fue diferente, en función de cada cultivar en estudio. Del mismo modo, el grado de efectividad de la inoculación simple de los rizobios dependió del cultivar, comportándose CIAT 899 la mejor cepa para el cultivar Lewa, mientras que en el cultivar CC 25-9 N las tres cepas se comportaron semejantes. Las coinoculación más efectiva resulta ser INCAM 11 + CIAT 899, INCAM 11+CF 1 y INCAM 4+CIAT 899, siendo esta última combinación la más eficiente para el cultivar Lewa.



Palabras claves: Bacterias, biofertilizantes, Phaseolus vulgaris.
		                         


Abstract:
						                           
The work was carried out with the objective of determining the best combination of rhizobia and arbuscular mycorrhizal fungi strains in two bean cultivars: CC25-9 black and Lewa in a Nitisol soil. It was used in a randomized block design. Using a bifactorial arrangement, the factors under study were: four levels of rhizobia: three strains and a control without inoculation and four levels of mycorrhizal inoculation: two strains and a control without inoculation, for a total of twelve treatments. The variables evaluated were: height of the plant, diameter of the stem, dry mass of the leaves and the stem, yield and its components. The results in the yield of the crop, showed that the best combinations for the cultivar CC 25-9 are INCAM 4+CIAT 899 and INCAM 11 with CF 1 and CIAT 899 and although these results did not differ from the rest of the coinoculated treatments, they were superior to the simple inoculation of the microorganisms. In the Lewa cultivar, the best combination was INCAM 4+CIAT 899, although without differences with INCAM 4+CF 1; INCAM 11 combined with the three rhizobia strains and the simple inoculation of CIAT 899. The effectiveness of the simple inoculation of the AMF strains INCAM 4 and INCAM 11 was different, it was depend on the cultivars under study. The degree of effectiveness of the simple inoculation of the rhizobia also depended on the cultivar, with CIAT 899 behaving as the best strain for the Lewa cultivar, while in the CC 25-9 N cultivar the three strains behaved similarly. The most effective coinoculation turns out to be INCAM 11+CIAT 899, INCAM 11+CF 1 and INCAM 4+CIAT 899, this last combination being the most efficient for cultivar Lewa.
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			Introducción

			El frijol (Phaseolus vulgaris L.), es la especie del género Phaseolus más cultivada en los trópicos y subtrópicos de América Latina, el Caribe y África, principalmente por ser fuente de proteínas, vitaminas y minerales, que lo ubican entre los cinco cultivos con mayor superf icie dedicada a la agricultura en los países latinoamericanos (1).

			En Cuba, constituye uno de los platos indispensables en el menú cubano, siendo el frijol negro el más común en la comida criolla (2). A pesar de su importancia y el hecho que es un cultivo tradicional, es necesario incrementar la productividad de las plantas de manera sostenible, con baja cantidad de recursos y con los mejores estándares de calidad (3). Sin embargo, la producción nacional no satisface las demandas de la población, pues existe necesidad de importar anualmente 14 400 toneladas de este grano (4).

			En este contexto, los biofertilizantes representan un medio sustentable, económicamente atractivo y ecológicamente aceptable para reducir los insumos externos y mejorar la cantidad y calidad de los productos agrícolas, mediante la utilización de microorganismos del suelo debidamente seleccionados, capaces de poner a disposición de las plantas, mediante su actividad biológica, una parte importante de los nutrimentos que se necesitan para su desarrollo, así como suministrar sustancias hormonales o promotoras del crecimiento (5).

			Entre los biofertilizantes más empleados se encuentran los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y los rizobios, que se asocian de manera simbiótica con la planta y generan un intercambio positivo de nutrimentos, en el cual la planta suministra carbohidratos a los simbiontes y éstos a su vez, favorecen la absorción y translocación de agua y nutrimentos; entre ellos, fósforo, cinc y cobre, la fijación biológica del nitrógeno, protección contra patógenos de las raíces y tolerancia de las plantas a diversos estreses bióticos y abióticos (6).

			En la coinoculación rizobios - HMA - leguminosas se ha informado que las relaciones simbióticas proporcionan un mayor intercambio entre los simbiontes y efectos superiores a las plantas. En este caso la simbiosis rizobios - leguminosas aporta N2 y las micorrizas incrementan la absorción de otros elementos, entre ellos el P, muy importante para garantizar una adecuada fijación biológica de N, aumentan el número, masa seca en los nódulos y el crecimiento de las plantas (7).

			Teniendo en cuenta esta problemática, la presente investigación fue encaminada a determinar la mejor combinación de cepas de rizobios y cepas de hongos micorrízicos arbusculares en dos cultivares de CC25-9 negro y Lewa en un suelo Ferralítico Rojo Lixiviado.

		

		
			Materiales y métodos

			Los experimentos se desarrollaron en el Departamento de Servicios Agrícolas (finca Las Papas), del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), ubicado en los 23º01´Latitud Norte y 82º08´Longitud Oeste, a 138 msnm. El experimento se efectuó sobre un suelo Ferralítico Rojo Lixiviado, según la Clasificación de los Suelos de Cuba (8). Se realizó un muestreo inicial de suelo para determinar algunas propiedades químicas, por los siguientes métodos (9): pH (H2O) por el método potenciométrico, con relación suelo:solución de 1:2,5; materia orgánica (% M.O) por el método de Walkley y Black; P asimilable por extracción con H2SO4 0,1 N con relación suelo:solución 1:2,5; cationes intercambiables (cmol kg-1) por extracción con NH4Ac 1 Mol L-1 a pH 7 y determinación por complexometría (Ca y Mg) y fotometría de llama (K y Na). Las características agroquímicas del suelo donde se sembró el experimento se muestran en la tabla 1.

			Las determinaciones del conteo de esporas de hongos micorrizógenos arbusculares se realizó por el método de tamizado en húmedo y decantado, la toma de muestra se realizó antes de la siembra.

			
				

Tabla 1




Características agroquímicas del suelo donde se sembró el experimento (0-20 cm de profundidad)




[image: 193280326004_t1_tabla.png]












			

			En el experimento se sembraron dos cultivares de frijol: Cuba Cueto 25-9 (CC25-9 N), el color de la testa del grano es negro, la fecha de siembra recomendada para este cultivar es del 1ro de octubre al 30 de noviembre y Lewa, el color de la testa del grano es blanco, la fecha de siembra recomendada para esta variedad es del 1ro de octubre al 30 de enero.

			Se emplearon dos cepas de HMA, las cuales proceden del cepario del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA): Glomus cubense, cepa INCAM-4 y Rhizophagus irregularis cepa INCAM-11.

			Respecto a las cepas de rizobios, se emplearon tres cepas para frijol: cepa CF 1 (Rhizobium leguminosarum), cepa PRF 81 (Rhizobium freirei) y cepa CIAT 899 (Rhizobium tropici), procedentes del cepario del Departamento de Fisiología y Bioquímica del INCA.

			Las semillas de cada cultivar se embebieron en el inoculante a base de rizobios correspondiente a cada tratamiento en una dosis equivalente a 200 mL ha-1. El testigo sin inoculación se embebió en agua corriente. La aplicación de los Hongos Micorrizógenos Arbusculares se realizó con una dosis equivalente al 8 % de la masa total de la semilla a inocular, espolvoreando el producto sobre la semilla húmeda a sembrar, las semillas inoculadas de cada tratamiento se pusieron a secar a la sombra y posteriormente se procedió a la siembra.

			Los experimentos estaban compuestos por un total de 48 parcelas cada uno, cada parcela estaba constituida por 6 surcos de 5 m de largo por 4,2 m de ancho, con una distancia de camellón de 70 cm. 

			En el experimento se empleó un diseño experimental en bloques al azar con cuatro réplicas, en un arreglo bifactorial. Los factores en estudio fueron tres niveles de inoculación micorrízica (dos cepas y un control sin inoculación) y cuatro niveles de inoculación con rizobios (tres cepas y un control sin inoculación), para un total de doce tratamientos. Los experimentos se realizaron en condiciones de campo en el período comprendido entre diciembre de 2018 a marzo 2019. Se aplicó la fórmula completa NPK (9-13-17) a razón de 200 kg ha, en el fondo del surco antes de la siembra en todos los tratamientos evaluados.

			De los 35 a 45 días de sembrado el cultivo, en etapa de prefloración, se tomaron las plantas centrales de 1 m lineal en cada tratamiento y en cada réplica. Se midieron las variables de crecimiento: altura de la planta (cm), diámetro del tallo (mm), masa seca del tallo y hojas (g). En el momento de la cosecha se evaluaron el rendimiento y sus componentes: número de vainas por plantas, número de granos por planta, masa de 100 granos (g) y el rendimiento (t ha-1).

			Para el análisis estadístico, primeramente, se comprobó la normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza de las variables evaluadas. Con posterioridad se realizó un análisis de varianza a los datos obtenidos, en función del diseño experimental, comparando los tratamientos y sus interacciones. 

			En el caso que las interacciones fueran significativas las medias de los tratamientos fueron comparadas por la prueba de Rango Múltiple de Duncan (p≤0,1). Se empleó el programa STATGRAPHICS Centurión XV. II.

		

		
			Resultados 

			Al analizar el comportamiento morfológico de las plantas en los cultivares en estudio (Tabla 2) se encontró interacción entre los factores (inoculación de rizobios y HMA) para las dos variables evaluadas, y se evidenció un comportamiento diferente en cada tratamiento con respecto a la altura de las plantas y el diámetro del tallo. 

			
				

Tabla 2




Efecto de las cepas de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares en la altura de las plantas (cm) y el diámetro del tallo (mm) en los dos cultivares de frijol común
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 *Letras iguales en la misma columna no difieren significativamente según Prueba de Duncan para p≤ 0,1






			

			En las inoculaciones simples de los rizobios en la altura de las plantas y el diámetro del tallo para los diferentes cultivares, se encontró un comportamiento diferenciado entre los cultivares. En el cultivar CC25-9 N todas las cepas de rizobios provocaron alturas superiores al testigo y sin diferencias significativas entre estas. En el cultivar Lewa solo se encontró respuesta significativa a la aplicación de la cepa CIAT 899 con respecto al testigo sin inocular. Mientras que en el diámetro del tallo, en el cultivar CC 25-9 N la inoculación de las tres cepas de rizobios provocó aumentos de la variable respecto al testigo. En el cultivar Lewa no se encontraron diferencias entre las cepas de rizobios en estudio y el testigo sin inocular.

			Respecto a la inoculación con las cepas de HMA, se encontró que la altura de la planta fue superior con la inoculación de ambas cepas de micorrizas respecto al testigo sin inocular en los dos cultivares. Es de resaltar que en el cultivar Lewa la inoculación simple de INCAM 11 fue superior a cualquiera de las coinoculaciones estudiadas. Respecto al diámetro del tallo a las aplicaciones simples de HMA, la inoculación de INCAM 11 provocó un aumento del valor de la variable en ambos cultivares. 

			En relación con la coinoculación, la efectividad de la misma en la altura de las plantas varió con los cultivares. Para el cultivar CC 25-9 N la coinoculación presentó mayores incrementos de la variable con las combinaciones INCAM 4+PRF 81, INCAM 11+PRF 81 e INCAM 11+CIAT 899. En cuanto al cultivar Lewa, las mayores alturas de las plantas se encontraron con la coinoculación de INCAM 11+CIAT 899, INCAM 11+CF 1 e INCAM 4+CF 1, aunque todas estas combinaciones fueron semejantes a la inoculación simple de INCAM 11.

			Los mayores valores de diámetro del tallo en el cultivar CC 25-9 N se encontraron en las combinaciones INCAM 4+CF 1 e INCAM 11+PRF 81 y sin diferencias con las otras combinaciones de microorganismos y la inoculación simple de INCAM 11, aunque sí se encontraron diferencias con INCAM 4+CIAT 899. En el cultivar Lewa, la mejor combinación fue INCAM 11+PRF 81, no difiriendo de la inoculación simple de INCAM 11.

			Al analizar el comportamiento de la masa seca del tallo y de las hojas (Tabla 3) se encontró interacción entre los factores en estudio. En los cultivares estudiados, el mayor efecto de la inoculación con rizobios en la masa seca del tallo se alcanzó con la cepa CIAT 899 respecto al testigo sin inocular. Mientras que en la masa seca de la hoja solo se presentaron efectos significativos en el cultivar CC 25-9 N, con las cepas PRF 81 y CIAT 899

			
				

Tabla 3




Efecto de las cepas de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares en la masa seca del tallo y de la hoja (g) en los dos cultivares de frijol común




[image: 193280326004_t3_tabla.png]






 *Letras iguales en la misma columna no difieren significativamente según Prueba de Duncan para p≤ 0,1






			

			En relación con las aplicaciones simples de HMA en la masa seca del tallo, la inoculación con INCAM 4 provocó el mayor valor de la variable en el cultivar CC 25-9 N. En el cultivar Lewa se obtuvo incrementos significativos de la variable con la inoculación de cualquiera de las dos cepas de HMA evaluadas y sin diferencias entre las mismas. En la masa seca de las hojas, la inoculación con HMA, en el cultivar CC 25-9 N se obtuvo una respuesta superior al testigo sin inocular con las dos cepas de HMA. En el cultivar Lewa, esta respuesta solo se observó con la cepa INCAM 11.

			Al analizar los resultados de la coinoculaciónen la masa seca del tallo, el mejor resultado se encontró con la combinación INCAM 4+PRF 81 en el cultivar CC 25-9 N. En el cultivar Lewa, el mejor comportamiento se obtuvo con INCAM 4+PRF 81, sin diferencias con las coinoculaciones de INCAM 4 e INCAM 11 con la cepa de rizobio CF 1.

			Al observar los resultados de la coinoculación en la masa seca de las hojas, la mejor combinación que se comportó en el cultivar CC 25-9 N fue INCAM 4+PRF 81, no presentando diferencias con el resto de las combinaciones de microorganismos y la inoculación simple de PRF 81, CIAT 899, INCAM 4 e INCAM 11, excepto con INCAM 11+PRF 81, con la que si presentó diferencias. El cultivar Lewa presentó el mayor valor de la masa seca de las hojas con la combinación de INCAM 4+CIAT 899, que fue semejante a la inoculación simple de INCAM 11 y sin diferencias con las coinoculaciones de INCAM 4+CF 1 y CIAT 899 y la inoculación simple de INCAM 11 y las tres cepas de rizobios.

			El efecto de los tratamientos en el número de vainas por plantas (Tabla 4) se encontró, para el caso de la inoculación con rizobios, que en el cultivar CC 25-9 N no hubo respuesta a la inoculación simple con ninguna de las cepas evaluadas de este microorganismo. En el cultivar Lewa la mejor cepa de rizobios fue CIAT 899. En el número de granos por planta, en el cultivar de frijol CC 25-9 N, las tres cepas de rizobios fueron superiores al testigo. En el Lewa, la mejor cepa de rizobios fue CIAT 899 comportándose semejante a la evaluación anterior.

			
				

Tabla 4




Efecto de las cepas de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares en el número de vainas /planta y el númerode granos/planta de dos cultivares de frijol común
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 *Letras iguales en la misma columna no difieren significativamente según Prueba de Duncan para p≤ 0,1






			

			En el caso de la inoculación con HMA en el número de vainas por planta, el cultivar CC 25-9 N no presentó respuesta a la inoculación. En el cultivar Lewa solo esta cepa fue significativa INCAM 11. Mientras que para el número de granos por planta se observó que en el cultivar CC 25-9N las dos cepas inoculadas presentaron un mejor comportamiento que el testigo y similares entre sí. En el cultivar Lewa, el mejor comportamiento se observó con la inoculación de INCAM 11 y la cepa INCAM 4 fue semejante al testigo. 

			Al analizar la efectividad de la coinoculación en el número de vainas, se encontró interacción entre los factores. En el cultivar CC 25-9 N el mayor resultado se presentó con la coinoculación INCAM 4+CF 1 significativamente superior a las aplicaciones simples y al testigo. En el cultivar Lewa, el mejor tratamiento coinoculado fue INCAM 4+CF 1, aunque no resultó superior a la inoculación simple de INCAM 11.

			En relación con la coinoculación en el número de granos por planta, los mejores resultados en el cultivar CC 25-9 N se encontraron con la aplicación de INCAM 4+PRF 81 que fue superior a las otras combinaciones de microorganismos, a las aplicaciones simples y al testigo. Por otra parte, en el cultivar Lewa, la mejor combinación fue INCAM 4+CF 1, aunque sin diferencias con la inoculación simple de INCAM 11.

			En la Tabla 5 se observa el efecto de los tratamientos tanto en la masa seca de 100 granos como en el rendimiento del cultivo. En ambas evaluaciones, los dos cultivares, los tratamientos inoculados con diferentes cepas de rizobios fueron superiores al testigo. Este mismo comportamiento se pudo apreciar en la inoculación simple de las cepas de HMA. 

			
				

Tabla 5




Efecto de las cepas de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares en la masa de 100 granos (g) y Rendimiento agrícola (t ha-1) de dos cultivares de frijol común




[image: 193280326004_t5_tabla.png]






 *Letras iguales en la misma columna no difieren significativamente según Prueba de Duncan para p≤ 0,1






			

			En relación con la coinoculación en la masa de 100 granos por planta, aunque diferentes combinaciones presentaron valores altos, en ninguno de los cultivares estos resultados fueron estadísticamente superiores a la inoculación simple de los microorganismos. 

			Al analizar el efecto de las coinoculaciones en el rendimiento del cultivo, para el cultivar CC 25-9 N, las mejores combinaciones se encontraron con INCAM 4+CIAT 899 e INCAM 11 con CF 1 y CIAT 899 y aunque estos resultados no difirieron del resto de los tratamientos coinoculados, si fueron superiores a la inoculación simple de los microorganismos. En el cultivar Lewa, la mejor combinación fue INCAM 4+CIAT 899, aunque sin diferencias con CIAT 899+CF 1; INCAM 11 combinado con las tres cepas de rizobios y la inoculación simple de CIAT 899.

		

		
			Discusión

			En los últimos años con el auge de potenciar la actividad biológica de los microorganismos del suelo y aprovechar sus beneficios, se incrementan las publicaciones con el uso, tanto de los inoculantes micorrízicos arbusculares (10,11) como de los rizobios en leguminosas (12). 

			De forma general se encontró una respuesta significativa y similar de los cultivares a la aplicación de INCAM 4 o INCAM 11. En los últimos años se ha establecido que la efectividad de la inoculación de estas cepas se encuentra relacionada con el pH (H2O) del suelo o sustrato donde crecen los cultivos (13,14), de forma tal que en el rango de pH entre 5,6 y 7,2 la cepa INCAM 4 presenta la mayor efectividad y en el rango de pH 7 - 8 la mayor efectividad la presenta INCAM 11, con una zona de solapamiento de las efectividades entre 7 a 7,2.

			Respecto al comportamiento de las variables morfológicas, en otros estudios realizados, se encontraron una mayor altura y diámetro del tallo de las plantas en frijoles inoculados con rizobios y HMA, siendo siempre los tratamientos inoculados los de mejor comportamiento respecto al testigo sin inocular (15). 

			Otros autores obtuvieron incrementos de los valores de altura en plantas de frijol, en rangos de hasta 10 cm, enfatizando en el papel que juega la disponibilidad de los nutrientes, principalmente el fósforo, en el crecimiento de las plantas (16). Al respecto, a nivel mundial, se han encontrado resultados consistentes que confirman que la absorción de nutrientes se facilita mediante la presencia en el suelo de una red efectiva de simbiosis micorrízica, la que además incrementa el crecimiento de las plantas (17).

			En relación con la masa seca, se han observado incrementos en las plantas de frijol de los tratamientos micorriza + rizobios y rizobios que los encontrados en los tratamientos control y micorrizas, posiblemente asociados a los niveles de nutrientes en el suelo y dejando claro la relevancia de la coinoculación en el crecimiento y desarrollo del cultivo (18).

			En relación con la coinoculación, los resultados mostraron un comportamiento diferenciado en función de los cultivares. Si bien en todos los casos algunas combinaciones rizobios-HMA alcanzaron siempre los mayores rendimientos, las diferencias con relación a los rendimientos obtenidos por las inoculaciones simples fueron significativas.

			De ese modo, en los resultados de este trabajo, se corrobora la compatibilidad entre el frijol, los rizobios y los HMA, lo que favoreció el crecimiento y rendimiento. Estos resultados coinciden con otras investigaciones realizadas donde también encontraron diferencias en los componentes del rendimiento del cultivo de frijol con la aplicación combinada de microorganismos (19).

			Asimismo, los resultados en esta investigación concuerdan con los obtenidos por otras investigaciones donde se obtuvo un número de vainas mayor en las plantas sometidas a los tratamientos con rizobios y micorrizas (18).


			Es importante recalcar que la coinoculación de las cepas de rizobios y hongos micorrizógenos arbusculares incrementó significativamente el número de granos por vaina de las plantas evaluadas en los dos cultivares. En este sentido en trabajos realizados se reportaron aumentos en el rendimiento del frijol con las inoculaciones combinadas de rizobios y de hongos micorrízicos, concluyendo que las acciones combinadas de los microorganismos tienen un efecto sinérgico en el crecimiento vegetal (20, 21).

			Los resultados de estos experimentos amplían la información y las bases para el manejo de la coinoculación con rizobios y hongos micorrízicos arbusculares en la producción de frijol, al comprobar que existen opciones prácticas para el manejo de la inoculación de cepas eficientes de ambos microorganismos que aseguren un adecuado crecimiento, desarrollo de las plantas y apropiados indicadores de funcionamiento microbiano, todo lo cual redunda en rendimientos sostenibles con un mínimo de insumos agrícolas.

		

		
			Conclusiones

			
				

	
						La efectividad de la inoculación simple de las cepas de HMA INCAM 4 e INCAM 11 dependió de los cultivares en estudio.

					

	
						El grado de efectividad de la inoculación simple de las cepas de rizobios dependió del cultivar en estudio, comportándose CIAT 899 como la mejor cepa para el cultivar Lewa, mientras que en el cultivar CC 25-9 N las tres cepas se comportaron en forma similar.

					

	
						Las coinoculaciones más efectivas resultaron ser INCAM 11+CIAT 899, INCAM 11+CF 1 y INCAM 4+CIAT 899, siendo esta última combinación la más eficiente para el cultivar Lewa.
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