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Resumen

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa muy importante que constituye parte de
la alimentacion en Latinoamérica y otros paises. En el norte de Sinaloa, México, el rendimiento de
este cultivo es afectado principalmente por practicas de manejo (riego y dosis fertilizacion) y
variabilidad en el clima. Se establecié un experimento en el valle del Fuerte, al norte de Sinaloa,
México, con el proposito de investigar la respuesta del cultivo de frijol a diferentes dosis de fosforo
[(P) (0, 25, 50, 100 kg ha P.0s)] y la influencia de la cepa Bacillus subtilis Q11 (Bs) en la
absorcion y remocion de micronutrientes. El experimento consistié en parcelas divididas en
bloques completos al azar con tres repeticiones. De acuerdo con los resultados obtenidos, las dosis
de P influenciaron significativamente la absorcion de micronutrientes en el siguiente orden
preferencial Fe> Mn> Zn> B> Cu. Mientras que la inoculacion con Bs incremento el proceso de
absorcion con respecto a las plantas no inoculadas.
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Introduccion

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa muy importante cultivada a nivel
mundial y representa una fuente de alimentacion rica en hierro (Fe) y zinc (Zn) (Lima et al., 2016).
La principal restriccion del potencial de rendimiento es afectada por factores bidticos (patégenos
del suelo) y abidticos como la baja fertilidad (Amanullah et al., 2012; Igbal et al., 2015), déficit
hidrico, variabilidad en temperaturas, fertilizacion inapropiada (Mweetwa et al., 2016) e
interaccion con fertilizantes quimicos (Hidayatullah et al., 2013).

El fosforo (P) es el mineral mas limitante a pesar de las grandes cantidades presentes en la mayoria
de los suelos (Khan et al., 2009). Su gran capacidad de fijacion con la fraccion mineral del suelo
lo hace no disponible para la absorcién de las plantas. En los ultimos afios, la aplicacion de nuevas
tecnologias como el uso de inoculantes basados en rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV), Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus y Serratia son consideradas un componente vital para
incrementar la disponibilidad de nutrientes (Ahemad et al., 2009), absorcién de agua y fertilidad
natural (Stajkovic et al., 2011).

De acuerdo con varios estudios, las rizobacterias promueven el crecimiento vegetal mediante
diferentes mecanismos que incluyen la sintesis de sustancias (fijacion bioldgica de nitrogeno y
produccion de fitohormonas), influyen en la disponibilidad de nutrientes (produccion de cidos
organicos de bajo peso molecular y sideréforos), inducen resistencia a eventos de estrés (sequia,
salinidad, exceso de agua, temperaturas extremas) asi como la supresion de patégenos (Garcia-
Fraile et al., 2015).

Algunos trabajos han mostrado que ciertas cepas de Rhizobium aumentan la disponibilidad de Fe,
Zny P debido a la secrecion de quelatores de hierro de bajo peso molecular (Sridevi et al., 2007).
Asi mismo, Rengel et al. (1999) encontr6 que la inoculacion con Rhizobium en leguminosas tuvo
un efecto positivo en el crecimiento vegetal y concentracion de micronutrientes en partes de la
planta. Reportes con diferentes rizobacterias argumentan que su establecimiento y comportamiento
son afectadas por las condiciones ambientales (Ahemad y Kibret et al., 2014).

Algunos otros reportes especificamente con B. subtilis mencionan que los cambios en la
temperatura y escasez de nutrientes limita su supervivencia en los suelos (Qiao et al., 2017),
mismos que representan un factor clave para que los inoculantes a base de RPCV sean efectivos
(Compantetal., 2010). Finalmente, Fageria (2002) report6 que todas las interacciones de nutrientes
en las plantas pueden ser positivas, negativas o neutrales, por lo cual deben medirse mediante el
crecimiento vegetal y concentracion de nutrientes en tejidos.

Actualmente, la fertilizacion del frijol en Sinaloa, México, se basa principalmente en aplicaciones
de nitrégeno, mientras que el fosforo es aplicado sin una dosis especifica para satisfacer la demanda
del cultivo. Los objetivos de este estudio consistieron en evaluar diferentes dosis de fertilizante
fosforado y el comportamiento de Bacillus subtilis Q11 en la absorcion de micronutrientes y su
concentracion en semilla.
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Materiales y métodos
Descripcion del experimento

El trabajo se realizo durante el ciclo agricola otofio-invierno 2018 en el norte Sinaloa, México (25°
45’ 49” latitud norte, 108° 51 41 longitud oeste). El suelo de la regién es de textura franco-
arcillosa (50% arcilla, 30% limo y 20% arena), bajo contenido de materia organica (<1%), densidad
aparente de 1.15 g cm™y un contenido de humedad volumétrica de 0.155 cm® cm™. Las técnicas
de siembra y labranza que se emplearon fueron las recomendadas por la guia técnica de INIFAP
(SIAP, 2013). Antes de la fertilizacion se llevo a cabo un muestreo de suelo una profundidad de 30
cm para determinar caracteristicas fisicas y quimicas. La siembra se realizé en suelo himedo y el
manejo de plagas fue controlado exitosamente durante todo el ciclo.

Tratamientos

Los tratamientos consistieron en cuatro dosis de fosforo (P20s) (T1: 00 kg ha*, T2: 25 kg ha?, T3:
50 kg ha?, T4: 100 kg ha) con y sin Bacillus subtilis. La inoculacion se realizé impregnando 5 ml
(2x10% CFU mlI?Y) de la cepa Bacillus subtilis Q11® por cada kilogramo de semilla Azufrado
Higuera. La dosis de nitrogeno (150 kg ha*) y fosforo fue aplicada en pre siembra usando la fuente
Blaukorn® Classic (12-8-16). Para la programacion del riego se utilizé la plataforma Irrimodel
(Sifuentes, 2012) la cual estima los niveles de abatimiento de humedad del suelo en la zona de
raices. Adicionalmente, se establecid un criterio de riego (CR) del 50% de la humedad
aprovechable y se verifico el contenido de humedad usando TDR 300 (Time Domain
Reflectometry).

Disefio experimental

El experimento consistié en parcelas divididas en bloques completos al azar con tres repeticiones.
La parcela principal consto de las dosis de fosforo y su dimension fue 64 m?, las sub-parcelas
consistieron en la inoculacion de Bacillus subtilis Q11 y el control cuya dimension fue 32 m?
(cuatro surcos arreglados linealmente dentro de la parcela principal).

Absorcién de micronutrientes

Para estimar la absorcion nutrimental del cultivo, se realizaron analisis vegetativos (muestreos
destructivos) en diferentes etapas fenolégicas (tercera hoja trifoliada, floracién, llenado de vaina 'y
madurez fisioldgica). El método de muestreo consistio en la remocion de la biomasa aérea en una
locacion (1 m) en cada parcela. Posteriormente, las muestras se llevaron al laboratorio donde todas
las estructuras fueron separadas (hojas, tallos vainas) y sometidas a secado (70 °C) en horno de
aire forzado por 72 h hasta alcanzar peso constante.

La concentracion de micronutrientes se determind con el material filtrado que se obtuvo de la
digestion humeda para fosforo y después se colocaron alicuotas para su lectura en un
espectrofotometro siguiendo el protocolo descrito en la Norma Oficial Mexicana (NOM-021-
RECNAT-2000). La absorcion de micronutrientes se estimé al multiplicar el peso seco por su

concentracion (kg ha'l). Absorcién nutrimental kg ha't =12 micm“ult:gme)*(Ms)] 1). MS (kg ha!)
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representa la materia seca en diferentes etapas fenoldgicas. Los micronutrientes en la semilla se
estimaron con el peso seco del grano multiplicado por su concentracion como se indica en la

ecuacion 2. Contenido de nutrientes en semilla= [Rendlmlento (h—i )* (—nultgggte)] 2).

Analisis de datos

Los datos de absorcion nutrimental y concentracion en semilla fueron sujetos a un apropiado
analisis de varianza (Anova) (Minitab, 2017). La diferencia de medias en cada tratamiento fue
realizada mediante la prueba de Fisher LSD (p< 0.05).

Resultados y discusion
Absorcién de micronutrientes

No se encontrd efecto de interaccion entre los factores evaluados, por lo tanto, todos los resultados
se presentan por separado. El patrén de absorcion mostrd que todos los micronutrientes
incrementaron gradualmente desde floracion, se maximizo6 la absorcion en llenado de vaina y
disminuyo al final del ciclo.

Westermann et al. (2011) menciond que la mayor absorcion ocurri6 en un sistema de produccion
sin restricciones de insumos, lo cual coincide con los resultados de este trabajo, donde las plantas
bajo las dosis de 50 y 100 kg de P exhibieron el mayor rango de absorcion. La preferencia en
absorcidn total fue en el siguiente orden: Fe> Mn> Zn> B> Cu con 16, 4.3, 2.8, 1.2 y 0.54 kg ha™.
Estos datos concuerdan con lo reportado por Chaudhary et al. (2008) y Bender et al. (2015) quienes
mencionan el efecto del P y la absorcion de micronutrientes en frijol soya. La absorcion de hierro
incremento en respuesta a la fertilizacion con P durante el ciclo del cultivo (Figura 1A).

i6n de 7n kg har!

Absorci

3ra hoja trif Flomcitn Llenade vaina Magurez

Absorcion de B kg ha'

cién de Fe kg ha'!

Absor

313 boja tif Floracién Llenado vaina Madhas:

Figura 1. Absorcién de micronutrientes en etapas fenoldgicas en frijol por efecto de la dosis de fosforo.
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Este proceso de absorcion fue mayor en los tratamientos bajo las dosis de 50 kg y 100 kg de P (10.5
y 9.8 kg ha') respectivamente. Trabajos realizados por Tofifio-Rivera et al. (2016) mencionan que
la fertilizacidn con P podria incrementar la concentracion de Fe, pero no la de Zn en los tejidos de
la planta o en granos. Cabe mencionar que en muchos casos los procesos de inmovilizacion mas
que la escasez en el suelo afecta el suministro de Fe para las plantas. Las plantas inoculadas
incrementaron 12.5% en la absorcion de Fe sobre las plantas no inoculadas (Figura 2A).
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Figura 2. Absorcién de micronutrientes en etapas fenoldgicas en frijol por efecto de Bacillus subtilis.

En ese sentido, Dehner et al. (2010) mostr6 que la inoculacién con rizobacterias aumenté la
formacion de sideroforos (quelatores de bajo peso molecular) incrementando asi la absorcion de
Fe en diferentes cultivos, ya que estos actian como agentes solubilizadores en compuestos
organicos y minerales bajo condiciones limitantes de Fe (Indiragandhi et al., 2008).

También se menciona que los sideréforos no complexan Unicamente Fe, sino también forman
complejos estables con otros metales como Al, Cd, Cu, Zn y Pb (Neubauer et al., 2000). La
absorcion de manganeso (Mn) también increment6 por el suministro de P durante el ciclo del
cultivo.

Las plantas bajo las dosis de 50 kg de P tuvieron mayor absorcion (2.3 kg ha), mientras que las
plantas bajo las dosis de 100 kg de P disminuyeron dicha absorcion en madurez (1.7 kg ha®) (Figura
1B). Como se observa en el patron de absorcion, la extraccion de Cu estuvo fuertemente
influenciada por las dosis de P e incrementd consistentemente durante todo el ciclo. Asi mismo,
las plantas tratadas con las dosis de 50 y 100 kg de P tuvieron el mayor rango de absorcion (0.38
kg hal), el cual declind en etapa de madurez (0.16 kg ha*) (Figure 1C). La inoculacion con Bs
aumento el 20% de absorcion de Cu (Figura 2C).
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La absorcion total de Zn fue mas baja que la de Mn (0.7 kg ha) (Figura 1D). De acuerdo con
Dominguez-Vivancos (1997) este proceso ocurre debido a niveles altos de P, los cuales conducen
a una inhibicion fisiolégica de las raices a las partes aéreas. Hallazgos reportados por Astudillo y
Blair (2008); Joshi et al. (2010); Velu et al. (2014) mencionan que al incrementar el contenido de
P en la planta disminuye la de Zn. Los tratamientos inoculados aumentaron 5% en la absorcién de
Zn en comparacion con los tratamientos no inoculados (Figura 2D). La absorcion total de boro (B)
fue de 0.3 kg ha’l, la cual fue ligeramente menor en plantas bajo las dosis de 100 kg de P.

Se menciona que el proceso de absorcion de boro es reducido en suelos con buen drenaje y bajos
en humedad, asi como condiciones de clima seco (Havlin et al., 2005). Ademas, la mayor absorcién
(0.7 kg hat) ocurrid en plantas con alto contenido de P en etapa de llenado de vaina (Figura 1E).
Por otro lado, los tratamientos inoculados con Bs incrementaron sustancialmente el proceso de
absorcién en comparacion con las plantas no inoculadas (Figure 2). Las plantas inoculadas
aumentaron la absorcion de Mn, Cu y B en 12, 25 y 35% en comparacion con las plantas no
inoculadas (Figura 2B, Cy E).

Investigacion conducida por Armada et al. (2014) mostraron que la absorcion de micronutrientes
como Zn?*, Mn?* y Cu?* incrementd mediante la aplicacion de Bacillus megaterium, Bacillus
thuringiensis y Bacillus spp., en plantas de lavanda (Lavandula angustifolia L.) bajo estrés
hidrico y en plantas de salvia (Salvia divinorum L.). Los resultados sugieren que el efecto
estimulante de las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en el proceso de absorcion
puede ser atribuido a la actividad de estas sobre la solubilizacion de nutrientes (Ndakidemi et al.,
2011). El efecto de Bs pudiera estar relacionado a la produccion de acidos organicos que enlazan
metales como Fe, Zn, Cuy Mn, mismos que a la vez aumentan la disponibilidad para la absorcién
de las plantas (Havlin et al., 2005). Algunos autores han reportado que la aplicacion individual
de inoculantes al frijol comin ha promovido mayor absorcion nutrimental y acumulacién en los
tejidos de las plantas.

Concentracion de nutrientes en grano

La remocidn de nutrientes es un pardmetro muy importante en términos de calidad para la nutricion
humana. Este es determinado por el contenido de proteina y minerales presentes (Mune et al.,
2013). De acuerdo con el contenido de minerales en frijol ha fluctuado en funcién del genotipo,
manejo del cultivo y condiciones de almacenamiento. Al considerar la concentracion de
micronutrientes en granos de frijol, dicha concentracion fue mayor para todos los tratamientos
(aplicacion de Py tratamientos inoculados con Bs) en comparacion con lo reportado por Delfini et
al. (2020). Ellos encontraron una concentracion maxima de 115, 23, 17 y 47 mg kg* of Fe, Mn,
Cuy Zn en 1512 accesiones de frijol comdn.

En este estudio, los datos mostraron que no hubo interaccion entre los factores evaluados (P x
Bs) (Cuadro 1). A excepcion del Fe (p< 0.005), el resto de los micronutrientes no fueron
afectados por las dosis de P (p> 0.42). La maxima concentracion de Fe se encontrd en los
tratamientos bajo las dosis de 50 kg ha? P, y la concentracion mas baja se observé en los
tratamientos que no se aplicé P. Los contenidos de Mn, Cu, Zn 'y B en el grano fueron en el orden
de 139, 93, 315y 114 mg kg*. Astudillo y Blair (2008) mostraron que las dosis de P aumentaron
significativamente las concentraciones de Fe y Zn en el grano.
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La posible razén que explica la alta absorcion de micronutrientes esta relacionada con la produccion
de nodulos promovidos por la fertilizacion fosforada como lo mencionan Amare et al. (2014);
Shanka et al. (2018). La inoculacion con PGPR ha sido asociada por incrementar la bio-fortificacion
de micronutrientes en granos de frijol comdn (Talaat et al., 2015; Jalal et al., 2021). A excepcion
del Zn, la inoculacion con Bs incrementd la concentracién de micronutrientes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Contenido de nutrientes en semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

5.0x (kg ha Fe Mn Cu Zn B
Os (kg ) (mg kg
0 300+43.4b 133+46.3a 87+21.6a 300+33.7a 108*24.1a
25 408 £77.6ab 136%46.8a 97+19.6a 330+30.3a 108*3la
50 420 £100.6a 150+59.7a 97 xl18.6a 333+20.6 128+33.7a
100 360 £142ab 136 +46.3 a 92 +23a 301+£71.4  113+258a
Probabilidad 0.005 0.81 0.71 0.42 0.43
Sin inoculacion 305+534b 112+36.7b 80x164b 311+29.7a 98%218hb
Con inoculacién 440 +34.7a 166+39.3a 105%179a 325+326a 131+246a
Probabilidad 0.001 0.002 0.004 0.45 0.005
P x Bs probabilidad 0.051 0.3 0.84 0.24 0.904

Valores con letras distintas son significativamente diferentes. Diferencia minima significativa, prueba de Fisher (p<
0.05), + desviacion estandar.

El aumento en micronutrientes en las plantas inoculadas en comparacion con las plantas no
inoculadas fue en el orden de 140, 54, 25, 33 mg kg™, respectivamente para Fe, Mn, Cuy B. A
pesar de que no se observaron efectos por la inoculacion de Bs en la concentracion de Zn en grano,
los valores fueron alin mas altos que los presentados por Delfini et al. (2020). En algunos otros
cultivos como trigo, el uso de Bs ha aumentado significativamente la concentraciéon de Zn en grano
(68%) (Mumtaz et al., 2018).

Conclusiones

Los resultados de este estudio revelan que la aplicacidn de fertilizante fosforado en combinacion
con Bacillus subtilis incrementé significativamente la absorcion y remocion de micronutrientes.
Laregion de crecimiento entre llenado de vaina antes del término de madurez fisioldgica representd
el periodo méximo para la adquisicion de nutrientes. La mayor concentracion de Zn 'y Fe en grano
podria representar un rasgo especifico en futuros procesos de bio-fortificacion en variedades de
frijol coman.
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