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RESUMEN

La agricultura tradicional esta basada en la aplicacion de altos niveles de
fertilizantes y plaguicidas quimicos, desde la década del 40 del siglo pasado. Sin
embargo, el uso excesivo de los mismos impacta negativamente sobre el
medioambiente al elevar la contaminacién del suelo, las aguas y el riesgo sobre
la salud humana. Por lo tanto, constituye una prioridad para la agricultura actual
la busqueda de alternativas agroecolégicas méas amigables con el
medioambiente como los biofertilizantes y los microorganismos eficientes,
elaborados a partir de microorganismos presentes en el suelo. El presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del producto natural IHPLUS® en el
proceso de germinacion de Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin. Se estudiaron
10 tratamientos: control (agua destilada), tres concentraciones (2, 4 y 6%) y tres
tiempos de inmersion (2, 4 y 6 horas). Las semillas se sembraron en placas Petri
de 10 cm de diametro sobre soporte de papel de filtro humedecido con agua
destilada. Se evaluaron los indicadores siguientes: porcentaje de germinacion,
vigor, longitud de raiz y parte aérea, actividad a-amilasa y el contenido de
proteinas, carbohidratos solubles y azucares reductores. Se utiliz6 un disefio
completamente aleatorizado con cuatro réplicas por tratamiento. Los resultados
se analizaron a través de un ANOVA de clasificacion simple, utilizando la Prueba
de Tukey para los datos que cumplieron los supuestos. En los casos que no se
cumplieron se analizaron mediante la Prueba de Kruskal-Wallis. Para ello se
empled el paguete SPSS version 15.0. Los tratamientos con IHPLUS® mostraron
un efecto positivo sobre el proceso de germinacion. Se observé un incremento
en el porcentaje de germinacion en las primeras 24 y 48 h de iniciado el
experimento y se adelanto el dia pico de emergencia en los tratamientos con el
producto con relacién al control. Se obtuvieron valores superiores en la longitud
de la raiz y de la parte aérea, asi como del valor germinacién. Estas respuestas
positivas se relacionaron con una mayor actividad a-amilasa, asi como el
aumento de los azucares reductores y proteinas solubles como resultados de un
incremento en el metabolismo de estos compuestos. Se recomienda la
aplicacion del IHPLUS® para los procesos germinativos de otros cultivos y que
se incorpore dentro de los productos naturales utilizados en la agricultura cubana
actual.

Palabras claves: frijol, productos naturales, porcentaje de germinacion,
proteina, azucares reductores.
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1. INTRODUCCION

El uso de fertilizantes y productos quimicos a gran escala constituye todavia la base
fundamental de las producciones agricolas en paises desarrollados y
subdesarrollados. Desde su inicio con la “Revolucion verde” hasta la fecha, aunque
se incrementaron los rendimientos de cultivos importantes, no se han cumplido las
promesas de reducir el hambre en el mundo. En la actualidad, se debate
constantemente en el sector cientifico y en la poblaciéon en general, sobre los
procesos de eutroficacién y contaminacion de las aguas con el uso excesivo de
estos productos quimicos y los riesgos para la salud de hombre. Ademas, provocan

la degradacion de los suelos y a la pérdida de la biodiversidad (Das et al., 2013).

Como contraparte a este sistema de produccion agricola, la agricultura sostenible
representa una promesa para minimizar el uso de los productos quimicos que
desequilibran el medioambiente. Los productos naturales a base de
microorganismos del suelo, se encuentran dentro de las estrategias para desarrollar

el manejo agroecoldgico de los ecosistemas (Ullah et al., 2012).

La tecnologia para el desarrollo de productos con microorganismos se basa en la
inoculacion de cultivos mixtos de microorganismos benéficos en el suelo, para crear
un ambiente favorable para el crecimiento y salud de las plantas (Olle, 2015). Estos
productos se emplean para estimular el crecimiento de las plantas por via directa
mediante la produccion de reguladores del crecimiento como auxinas, citoquininas
y giberelinas o mediante la solubilizacion de minerales como el fosfato y el hierro
(Changas-Junior et al.,, 2015) o por via indirecta a través de la produccion de
antibioticos que reducen los microorganismos fitopatdgenos (Grosu et al., 2015). En
la actualidad, se emplean en la reduccion de contaminantes organicos como
resultado de la actividad industrial (Khatab et al., 2015).

El producto natural IHPLUS® se elabora en la Estacién Experimental de Pastos y
Forrajes “Indio Hatuey” en la provincia de Matanzas y su aplicacion en varios
cultivos ha mostrado un efecto positivo. En este contexto se encuentra enmarcada

el presente trabajo que tiene como problema cientifico:
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Se desconoce el efecto fisioldgico y bioquimico del producto natural IHPLUS® en el
proceso de germinacion de Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin.

Hipotesis cientifica:

Si se aplica el producto natural IHPLUS® a semillas de Phaseolus vulgaris L. cv.

Tomeguin es posible elevar la capacidad germinativa de este cultivo.

Objetivo general:

Evaluar el efecto del producto natural IHPLUS® sobre el proceso de germinacion de

Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin.

Objetivos especificos:

> Determinar el efecto del producto natural IHPLUS® sobre el porcentaje de
germinacion y el vigor de las semillas de Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin.
> Determinar el efecto del producto natural IHPLUS® sobre indicadores
fisiolégicos y bioguimicos durante la germinacion de Phaseolus vulgaris L.

cv. Tomeguin.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. El cultivo del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
2.1.1. Origen y ubicacion taxonGmica

El frijol comun tuvo su origen, al igual que otras especies de interés agricola, en el
proceso de domesticacion empirico realizado desde el periodo Neolitico por
nuestros antepasados (Herndndez-L6pez et al., 2013). P. vulgaris L. comprende dos
acervos genéticos, el Mesoamericano y el Andino, que difieren en sus estructuras y
niveles de diversidad genética, tanto en poblaciones silvestres como en las

domesticadas (Papa y Gepts, 2003).
La clasificacion taxonémica actual del frijol es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Subdivisién: Magnoliophytina
Clase: Magnoliatae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus vulgaris L.

2.1.2. Caracteres botanicos de Phaseolus vulgaris L.

Phaeolus vulgaris L. es una hierba de ciclo corto de habito erecto o voluble (Figura
1) (Villalobos et al., 2016). La raiz es pivotante con tendencia fasciculada. Presenta
unos nodulos caracteristicos de la familia de las leguminosas ocupados por

bacterias del género Rhizobium, que fijan nitrogeno atmosférico.
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El tallo es herbaceo con seccion cilindrica o levemente angular. Presenta
pubescencia con pelos largos o cortos y siempre pelos uncinulados (en forma de

gancho) que son caracteristicos del género (Botta et al., 1990).

Figura 1. Sembrado con plantas adultas de Phaseolus vulgaris L. Fuente:
http://www.sinavimo.gov.ar/cultivo/phaseolus-vulgaris.

El tallo puede ser identificado como el eje central de la planta, formado por la
sucesion de nudos y entrenudos. Generalmente es de mayor didmetro que las
ramas y se origina en el punto de insercion radicular. Puede tener crecimiento

determinado o indeterminado.

Las hojas se disponen en forma alterna en el tallo y son trifoliadas con foliolos
triangulares, con dos estipulas en la base del peciolo y estipulas en la base de los
foliolos. El foliolo central es simétrico y los laterales asimétricos, todos son ovalados
a triangulares, glabros o subglabros (Clara et al., 1990).

Las flores se forman en racimos compuestos que se originan por la actividad de la
triada de yemas ubicadas en la axila de las bracteas primarias. Los racimos pueden
ser axilares o terminales, lo cual tiene relacion con el tipo de habito de crecimiento.
La morfologia floral facilita la autofecundacion, que da el caracter de autégama
(Figura 2A).


http://www.sinavimo.gov.ar/cultivo/phaseolus-vulgaris
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El fruto es una legumbre con distintas formas, tamafio, color, textura y nimero de
semillas, que caracteriza a las distintas variedades. Deriva de un ovario unicarpelar,

supero con placentacion marginal (Botta et al., 1990) (Figura 2B).

La semilla es exalbuminada (contienen sus reservas nutritivas en los cotiledones).
Tiene una amplia variacion de color (blanco, rojo, crema, negro, café, amarillo,
beige, etc.) y brillo (opaco, intermedio y brilloso) (Figura 2C). La forma y tamafio
también son variables. Las hay elipticas, esféricas, arrifionadas, oblongas, etc. y

con un peso que puede variar entre 15 a mas de 60 gramos las cien semillas.

Figura 2. Phaseolus vulgaris L. A (izquierda) inflorescencia, B (centro) legumbre, C
(derecha) semillas. Fuente: https://www.google.com.cu/search?biw=1252&bih.

En Cuba se cultivan numerosas variedades de frijol entre las que se encuentran:
ICTA Jutiapan, Seleccion la Palma, CUT-53, Holguin-518, P-2170, Cabaiguan,
Tasumal, P-456, Tomeguin, Triunfo-70, Delicia, CC 259-negro, Milagro Villaclarefo
y BAT-58, etc. Entre estas, la variedad Tomeguin presenta buenas cualidades
morfo-agrondmicas con un numero promedio de legumbres por planta igual a 17,
una cantidad promedio de semillas por legumbre igual a 5y con un peso aproximado
de 24,2 gramos por cada 100 semillas. Estos componentes del rendimiento tributan
a una productividad de 3,25 t.ha. Otros caracteres de interés son la altura (63 cm),

el nimero de entrenudos (14) y un ciclo de 87 dias (Villalobos et al., 2016).
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2.1.3. Importancia del frijol en Cubay en el mundo

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) representa uno de los cultivos mas antiguos
cosechados en el mundo, con una gran importancia desde el punto de vista social,
econdmico y alimenticio en muchos paises, principalmente en Centro y Suramérica
(Torres et al., 2009). Dentro del grupo de las leguminosas comestibles es la especie
mas importante para Cuba y forma parte de la dieta diaria del cubano junto con el

arroz (Oryza sativa L.) (Nerey et al., 2010).

En Cuba este cultivo constituye uno de sus principales cultivos, el tercero con mayor
area sembrada después del arroz y el maiz (Zea mays L.). Durante 2012 se
sembraron 123 434 ha del cultivo para una produccion de 127 100 toneladas
(FAOSTAT, 2014).

El frijol posee propiedades nutricionales muy buenas no solo por su aporte proteico,
sino también por ser una fuente de carbohidratos, fibras, vitaminas y una gama
amplia de macro y microelementos como Fe, Zn, P, K, Ca, Mn, Na, indispensables

para la salud humana (Faure et al., 2013; Espinoza-Garcia et al., 2016).

A pesar de ser una especie ampliamente explotada con fines agricolas y sometida
a numerosos trabajos de mejoramiento genético, muchas variedades que se cultiva
son afectadas por factores abidticos como la sequia y bidticos como las
enfermedades bacterianas y fungosas, que disminuyen la calidad de la semilla y
reducen su germinacion. Esta etapa constituye el periodo de mayor vulnerabilidad
dentro del ciclo de vida de los cultivos, de ahi la importancia de potencial este
proceso en el frijol (Ghangaokar y Kshirsagar, 2013; Martinez et al., 2014).

2.2. Germinacion de las semillas

La formacién, dispersion y germinacion de semillas, son eventos fundamentales
en el ciclo de vida de las plantas gimnospermas y angiospermas. La mayoria de las

plantas con flores se reproducen por via sexual. La germinacion de las simientes y
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el establecimiento de las plantulas son caracteristicas determinantes para la

propagacion de las plantas, que tienen importancia econdmica y ecoldgica.

Por definicion, este proceso presenta varias etapas que comienzan con la entrada
de agua hacia la semilla seca madura y termina con la salida de la radicula (0 méas
generalmente, una parte del embrion) a través de las envolturas de la semilla. La
germinacion es un proceso complejo durante el cual la semilla madura, luego de la
imbibicién, debe cambiar rpidamente de este estado hacia un programa de
desarrollo y preparacion para el crecimiento de la plantula (Nonogaki et al., 2010).

Durante el proceso de germinacion, las reservas de nutrimentos, principalmente
almidon y cuerpos proteicos, son convertidos en compuestos basicos como
azucares simples y amino4cidos que son transportados y oxidados para suplir el
crecimiento y el alargamiento del embrién (Taiz y Zeiger, 2006). Las globulinas y
las prolaminas son proteinas presentes en las semillas, cuyas cantidades aumentan
durante la maduracién de las simientes, especialmente al final de este proceso,
cuando absorben cantidades considerables de nitrogeno (Miransaria y Smith, 2014).
Estas proteinas estan localizadas en la membrana celular u otras partes de la
semilla. Durante la translocacion de las proteinas hacia las diferentes partes de la
simiente, se transforman cantidades pequefias de polipéptidos en otras sustancias.
La activacion de enzimas proteoliticas como la carboxipeptidasa y la
aminopeptidasa, provocan la degradacion de las proteinas almacenadas (Wilson,
1986).

La sintesis de acido desoxirribonucleico (ADN) y microtabulos mitoéticos, estan entre
los cambios que ocurren durante la embriogénesis, y estos pueden ser utilizados
como indicadores de la actividad de divisién y diferenciacion celular durante esta
etapa. Estos procesos son paralelos, debido a la capacidad de las semillas para
tolerar la desecacion y adquirir la dormancia (Finkelstein, 2004; de Castro y
Hilhorst, 2006).
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Las fitohormonas mas importantes para el proceso de germinacion de las semillas
son el acido abscisico y las giberelinas, las cuales tienen efectos inhibitorio y
estimulador sobre la geminacién, respectivamente. Los brasinoesteroides y el
etileno también potencial dicho proceso. Aunque el acido indolacético (AlA) puede
no ser necesario para la germinacion de las semillas, son indispensables para el
crecimiento de las plantulas jovenes (Hentrich et al., 2013). Los cotiledones
acumulan acido indolacético y son la fuente principal de este regulador del
crecimiento para las plantulas. En las legumbres, los productos de la amida son la

fuente fundamental de AIA en las semillas maduras (Epstein et al., 1986).

Entre los indicadores mas importantes que controlan el proceso de la dormancia
estan los cambios a nivel molecular, como el perfil proteico y el balance entre el

acido abscisico y las giberelinas (Taiz y Zeiger, 2006).

Debido a la alta vulnerabilidad a dafios por enfermedades y estreses ambientales
como el déficit hidrico, la germinacién se considera la fase mas critica en el ciclo de
vida de las plantas (Rajjou et al., 2012). Por ello, muchas investigaciones estan
dirigidas a elevar el porcentaje de germinacion y el vigor en condiciones de estrés
abiotico y bidtico en especies vegetales como Solanum lycopersicum L. (Singh et
al., 2014), Onobrychis sativa L. (Delshadi et al., 2017), Cucumis sativus L. (Islam et

al., 2016) Dodonaea viscosa L. (Yousefi et al., 2017) y entre otros.

Entre las estrategias actuales para lograr este propésito se encuentra el desarrollo
de nuevos biopreparados a base de microorganismos estimuladores del crecimiento
de las plantas, los cuales se encuentran presentes en la rizosfera (Khan et al., 2015;
Rana et al., 2015).

2.3. Los productos naturales a partir de microorganismos del suelo

2.3.1. El suelo como fuente de microorganismos estimuladores del
crecimiento

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (RPCP) son un grupo

de microorganismos presentes en la rizosfera que promueven el crecimiento de las

8
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plantas. El uso potencial de las RPCP en estrategias integrales para reducir los
fertilizantes de nitrogeno y fosforo, constituye un area de estudio importante

relacionada con la estimulacion del crecimiento y el control bioldgico de los cultivos.

Estas bacterias estimulan el crecimiento mediante el incremento en la disponibilidad
de los nutrimentos. Pueden ser usados como indculos para la biofertilizacion,
fitoestimulacion y el biocontrol y se clasifican de acuerdo con los efectos
beneficiosos que promueven (Gwyn, 2006). Las rizobacterias, en cambio, se
benefician de los nutrimentos secretados por las raices de las plantas e influyen
positivamente sobre estas, de manera directa e indirecta incrementando el

crecimiento (Agrawal et al., 2015).

La interaccion planta-rizobacteria puede ser beneficiosa, detrimental o neutral y este
balance es una consecuencia tanto del tipo de planta como del suelo (Latour et al.,
1996). Las bacterias beneficiosas pueden ser también simbioticas o de vida libre y
son abundantes en la cercania de las raices (Kloepper et al., 1989). Estas benefician
a las plantas a través de la produccién de fitohormonas como las auxinas (Gutierrez
et al., 1996), de la fijacion asimbiotica de N2 (Kennedy et al., 1997), del antagonismo
contra microorganismos fitopatbgenos a través de la produccion de antibioticos,
sideroforos, quitinasa B-(1,3)-glucanasa (Renwick et al., 1991), cianuro (Flaishman
etal., 1996) y de la solubilizacién de fosfatos minerales y otros nutrientes (De Freitas
et al., 1997).

Un grupo de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCP) tales como
Bacillus (Agrawal y Agrawal, 2013) y Pseudomonas (Agrawal y Johri, 2014) fueron
utilizadas para elevar el crecimiento de los cultivos. A continuacion se resume el
efecto de diferentes productos naturales a base de RPCP, sobre indicadores
morfofisioldgicos en cultivos de interés agricola (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto de microorganismos aislados de la rizosfera sobre el crecimiento de

las plantas.

Especie

Microorganismo

Efecto

Autor (es)

Oryza sativa L.

Bacillus

Aumento del porcentaje de

Jamil et al.

(variedades licheniformis germinacion. (2014)
Basmati-385 y | NCCP-59
KSK-282)
Bacillus Aumento en la longitud de la | Chookietwattana
megaterium raiz y la parte aérea. y Maneewan
(2012)
Solanum Pantoea sp. Solubilizacion de Casz(POa)2, | Sharon et al.

lycopersicum
L

aumento en la biomasa.

(2016)

Vicia faba L.

Pseudomonas sp. y | Solubilizacion de fosfatos, | Demissie et al.
Rhizobium sp. aumento en el porcentaje de | (2013)
germinacion, indice de vigor,
peso fresco y seco de raiz y
parte aérea.
Solanum Pseudomonas sp. | Produccion de AlA, Cianuro | Agrawal et al.

lycopersicum
L.

de hidrogeno (HCN),
solubilizacion de fosfatos,
aumento del porcentaje de
germinacion y longitud de raiz
y parte aérea de plantulas.

(2015)

Zea mays L.

Pseudomonas sp.,
Serrata sp. y
Bacillus sp.

Produccién de AlA,
sideréforos, porcentaje de
germinacion, longitud de raiz
y altura plantula.

Almaghrabi et al.
(2014)

Cicer arietinum
L.

Streptomyces sp.

Numero y peso de los
nodulos, peso seco de raiz y
tallo, nimero y peso de
legumbre, rendimiento.

Gopalakrishnan
et al. (2015)

Pseudomonas Aumento de la altura de la | Dasgupta et al.
fluorescens, planta, nimero de hojas /| (2015)
Burkholderia sp. planta, legumbre / planta,
nédulos/planta, peso de 100
semillas.
Cucumis Pseudomonas Actividad fungicida contra | Islam et al.
sativus L. stutzeri,  Bacillus | Phythophtora sp., incremento | (2016)

subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens

de la germinacién y vigor de
las semillas.

El tratamiento de semillas con RPCP mejor¢ distintos indicadores morfologicos y
fisioloégicos en plantas, como fue el porcentaje de germinacion, el vigor de las
semillas, la emergencia, el crecimiento de las raices, del brote, de la biomasa total,
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del peso de la semilla, de la floracién temprana y del rendimiento (Agrawal et al.,
2014).

2.3.2. Microorganismos productores de reguladores del crecimiento

Las plantas producen fitohormonas o reguladores del crecimiento vegetales, los
cuales constituyen compuestos que a concentraciones bajas (< 1 ymol.L) pueden
regular el crecimiento y desarrollo de los vegetales. Existen seis clases de
fitohormonas: auxinas, citoquininas, brasinoesteroides, giberelinas, acido abscisico,
etileno y recientemente fueron descubiertas las estrigolactonas. Estas sustancias
regulan procesos como la division, la expansion y la diferenciacion celular, la
formacién de nuevas ramas y la muerte celular. Las rutas bioquimicas en las que
participan las fitohormonas y las interacciones entre estas, tienen una funcién

importante en la coordinacion de la respuesta celular (Santner et al., 2009).

Muchas bacterias presentes en la rizosfera pueden producir reguladores del
crecimiento vegetal en condiciones in vitro, tales como las auxinas, las citoquininas,
las giberelinas, el acido abscisico y el etileno (Zahir et al., 2003). Las bacterias que
producen &cido abscisico y etileno se conocen como controladoras del estrés. Hasta
el momento no se conoce que los brasinoesteroides y las estrigolactonas sean

producidas por bacterias u hongos.

Las fitohormonas producidas por los microorganismos pueden modular los niveles
hormonales enddgenos de las plantas y en consecuencia tienen una influencia
considerable sobre el crecimiento y desarrollo (Van Loon, 2007). A continuacion se
hace referencia a aspectos generales sobre los reguladores que promueven el

crecimiento de los vegetales.

Las auxinas tienen funciones importantes en la regulacién de diferentes funciones
como el ciclo celular, el crecimiento y desarrollo, la formacion de los tejidos
vasculares y el polen (Ni et al., 2002), asi como el desarrollo de otras partes de la
planta (He et al., 2000). El acido 3-indolacético (AlA) no conjugado es el miembro

de las auxinas mas abundante.

11
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La produccién de &cido indolacético por bacterias de la rizosfera y su efecto en el
crecimiento de los vegetales fue demostrada por numerosos autores en diferentes
cultivos de interés agricola como Triticum aestivum L. (Khatab et al., 2015), Cicer
arietinum L. (Biswas et al., 2014), Solanum lycopesicon L. (Agrawal y Agrawal,
2013) y Lactuca sativa L. (Gomez et al., 2003), entre otros. Se considera que la
estimulacién del crecimiento por auxinas adicionadas exégenamente puede actuar
mediante un incremento del crecimiento de las raices, la longitud y el area
superficial, lo cual permite a la planta acceder a una mayor cantidad de nutrimentos

y agua del suelo.

En estudios realizados por Giassia et al. (2016) se identificaron varios grupos de
microorganismos promotores del crecimiento presentes en la rizosfera como
actinobacterias, bacterias acido lacticas y bacilos, los cuales mostraron la capacidad
de producir &cido indolacético y algunas de las cepas fueron ademas capaces de
solubilizar el fésforo y el nitrégeno. Estos autores encontraron que la respuesta

depende del genotipo en cuestion.

Nghia et al. (2017) aislaron la cepa bacteriana ST2- 1 presente en el cultivo de arroz
(Oryza sativa L.). La misma produjo 33,31 mg.L? de AIA y fue identificada

molecularmente como Bacillus megaterium.

Las citoquininas pueden ser producidas por un grupo amplio de microorganismos
en cultivos puros como por ejemplo, Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus,
Burkholderia, Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, Rhodospirillum, Serratia vy
Xanthomonas (Garcia de Salome et al., 2001). El espectro de citoquininas
producidas por las rizobacterias es similar a las producidas por las plantas, de las
cuales la isopenteniladenina, la trans-zeatina, la cis-zeatina y sus ribésidos son los

mas comunes (Frankenberger y Arshad, 1995).

Las citoquininas tienen la capacidad de inducir la division celular en las células
vegetales en presencia de auxina. Las concentraciones elevadas de auxina

promueven la diferenciacion hacia la formacion de raices, mientras que cantidades
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altas de citoquininas inducen la morfogénesis de los brotes. Concentraciones

equimolares promueven la proliferacion celular (Taiz y Zeiger, 2006).

Las giberelinas estan relacionadas fundamentalmente con la division y el
alargamiento celular dentro del meristemo subapical, por lo cual estas moléculas
tienen una funcion importante en el alargamiento de los internodos en los tallos.
Otros procesos importantes donde participa esta fitohormona son la germinacion, el
desarrollo del tubo polinico y la floracidn de las plantas en roseta. Como sucede en
el caso de las auxinas y las citoquininas, las giberelinas actian principalmente en

combinacion con otros reguladores (Azcon-Bieto y Talon, 2010).

Durante el proceso de germinacion de las semillas almidonosas, el aumento de la
concentracion de giberelinas estimula la expresion de a-amilasa en la capa de
aleurona. Esta enzima hidroliza las reservas de almidén y eleva la concentracion de
glucosa que necesita el embridn para obtener de energia metabdlica mediante el
proceso de respiracion celular. EI aumento en la concentracion de ATP es
indispensable para satisfacer las demandas de biosintesis que se generan durante
el proceso de germinacién. Por otra parte, durante la oxidacion de la glucosa en la
glucdlisis y en el ciclo de Krebs, se generan esqueletos carbonados para la
biosintesis del resto de las estructuras celulares (Taiz y Zeiger, 2006).

Las bacterias que producen giberelinas tienen la capacidad de secretar estos
compuestos al medio. Entre los géneros y especies fundamentales estan:
Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillum brasilense, Azospirillum
lipoferum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium japonicum, Clostridium,
Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Rhizobium y Xanthomonas
(Tsavkelova et al., 2006).

En trabajos realizados con un cultivo de Rhizobium aislado de nddulos de soya
(Glycine max L.), se observé un aumento en la germinacion de Cicer arietinum L.,
Vigna aconitifolia (Jacg.), Phaseolus aureus Roxb. y Pisum sativum L. con la
aplicacion de la solucion bacteriana a las semillas de estos cultivos (Pawar et al.,
2014).
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2.3.3. Los microorganismos eficientes (ME). Concepto y origen

El concepto y la tecnologia de los Microorganismos Efectivos (ME) fue desarrollado
por el Profesor Dr. Teruo Higa, en la Universidad de Ryukyus, Okinawa, Japon
(Salgado, 2007).

El principio de esta tecnologia es introducir un grupo de microorganismos benéficos,
para mejorar la condicion de los suelos, suprimir los microorganismos putrefactivos
(inductores de enfermedades), y mejorar la eficacia en la utilizaciéon de la materia

organica en los suelos (Higa, 2004).

Los microorganismos no sustituyen el accionar de una buena préactica agroecoldgica
de manejo para los sistemas integrados, sin embargo, adiciona una nueva
dimensién en la optimizacion para en el uso de los suelos, en el manejo de los
residuales, la rotacion de cultivos, la utilizacibn de aditivos organicos, la
conservacion en forma de ensilajes, el reciclaje de los residuos de cosechas y de

biocontroles para el tratamiento de plagas (Higa y Wididana, 1991).

Los ME son una mezcla de diferentes microorganismos tanto aerobios como
anaerobios con mas de 80 cepas, que representan cerca de 10 géneros diferentes
y que poseen aproximadamente cerca de 100 millones de microorganismos
activos/mL a un pH entre 3,2 y 3,8. Estos microorganismos fisiologicamente
compatibles y mutuamente complementarios, coexisten en equilibrio en un cultivo
liquido o sodlido y pueden ser aplicados como inoculantes para incrementar la

diversidad microbiana de suelos y plantas (Zhou et al., 2009).
2.3.3.1. Grupos taxonomicos fundamentales que integran los ME

Los Microorganismos Eficaces estdn compuestos por bacterias fotosintéticas o
fototréficas no sulfurosas (Rhodopseudomonas sp.), bacterias acido lacticas
(Lactobacillus sp.) y levaduras (Saccharomyces sp.) en concentraciones superiores
a 10° Unidades Formadoras de Colonias/mL (Ecorganica, 2009). Ademas, se

detectan hongos filamentosos y actinomicetos que se encuentran en grandes
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cantidades en la naturaleza y que son capaces de interactuar entre si (Woodward,
2003).

Las bacterias fotosintéticas no sulfurosas son muy versatiles debido a su plasticidad
metabodlica, ya que pueden desarrollarse en condiciones anaerébicas
fotoautotréficas y fotoheterotréficas, por medio de la reduccién de compuestos

inorganicos y organicos, respectivamente (Romero, 2006).

El potencial biofertilizante de este grupo esta en caracteristicas como la capacidad
de fijar nitrégeno atmosférico, solubilizar nutrientes insolubles como fosfatos,
descomponer residuos organicos, suprimir el crecimiento de patégenos del suelo,
degradar téxicos como pesticidas, reciclar e incrementar la disponibilidad de
nutrientes y producir antibiéticos y otras moléculas organicas simples como
tocoferol, licopenos, saponinas, flavonoides y antioxidantes que estimulan el

crecimiento de las plantas (Ramirez et al., 2008).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son estrictamente fermentativas, crecen a un pH
entre 4,8y 9,6 y no forman esporas. Este tipo de bacterias promueve la fermentacion
de materia organica y descomponen materiales como lignina y celulosa (Zhou et al.,
2009); poseen la capacidad de suprimir microorganismos debido a la produccién de
sustancias antimicrobianas como &cido lactico, perdxido de hidrégeno y
bacteriocinas (antibacterianos), o sustancias parecidas a antibiéticos como
acidofilina, lactocidina producidas por Lactobacillus acidophilus, lactolina producida
por Lactobacillus plantarum y nisina producida por Streptococcus lactis (Visser et
al., 1986).

Estos microorganismos también son capaces de reducir poblaciones de neméatodos
y controlar la propagacion y diseminacion de microorganismos patbgenos como
Fusarium sp. (Strom, 2005;), Pseudomonas sp. (Cadirci y Citak, 2005), Xantomona

campestris y Erwinia caratovora (Visser et al., 1986).

Las levaduras sintetizan sustancias antimicrobiales Utiles a partir de los aminoacidos

y los azucares secretados por las bacterias fototréficas y la materia organica
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presente en el medio. Las sustancias bioactivas, como hormonas y enzimas
producidas por las levaduras, son sustratos Utiles para los microorganismos

benéficos como las bacterias acido lacticas (Ecorganica, 2009).

Los hongos filamentosos de los géneros Aspergillus y Penicillium actian
descomponiendo rdpidamente la materia organica para producir alcohol, ésteres y
sustancias antimicrobianas, lo que permite la desodorizacion del medioambiente,
ademas de prevenir la aparicion de insectos perjudiciales y gusanos (Saintmartin,
2007). Ademés, varios autores observaron la capacidad de estos organismos en
estimular el crecimiento de distintos cultivos como Glycine max (Saxena et al., 2016)

y Hordeum vulgare cv. Arna (Ignatova et al., 2015).

Los actinomicetos son bacterias Gram positivas, aerobios heterodtrofos
principalmente y formadores de esporas. El género principal es Streptomyces, cuyo
olor caracteristico a tierra humeda se debe a compuestos volatiles como la
geosmina. Los miembros de la familia Streptomycetaceae se caracterizan por la
produccion de metabolitos secundarios como enzimas inhibitorias extracelulares,
herbicidas y antibiéticos (Schlatter et al., 2009). Son capaces de degradar moléculas
complejas como celulosa, lignocelulosa, xilano y lignina; ademas, tienen una funcién
importante en el proceso de descomposicion de material organico, debido a sus
enzimas liticas (Zhou et al., 2009).

Dentro de otras funciones que tienen los actinomicetos estd la capacidad de
solubilizar fosfatos, lo cual es muy importante ya que el fésforo se encuentra entre
un 95-99% en forma insoluble y no puede ser utilizado por las plantas. Por otra
parte, poseen gran potencial como controladores de patdgenos de plantas debido a
la produccion de antibiéticos ionéforos (incrementan la captura de nutrientes
incluyendo cationes) y enzimas que poseen actividad antimicrobiana. Entre estas
enzimas estad la quitinasa que puede ser aprovechada como mecanismo de
biocontrol especialmente de hongos patogénicos. De igual forma, los actinomicetos
son capaces de colonizar el sistema de raiz de las plantas (Sousa et al., 2008), se

les reconoce por su capacidad de sintetizar auxinas como el AIA que promueve el
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crecimiento de las raices y la proliferacion de pelos radicales, que mejoran la

absorcion de agua y minerales del suelo.

2.4. Uso de productos naturales a base de microorganismos en Cuba

En la agricultura cubana los principales géneros microbianos utilizados como
biofertilizantes son: Glomus, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azotobacter,
Gluconoacetobacter, Pseudomonas y Bacillus (Martinez-Viera y Dibut-Alvarez,
2012; Pefa Borrego et al., 2015).

Los cultivos agricolas fundamentales en los cuales se han evaluado un mayor
ndamero de microorganismos biofertilizantes son el sorgo (Sorghum bicolor L.
(Moench) y Sorghum vulgare L.), el arroz (Oryza sativa L.), la col (Brassica oleracea
L.), el tomate (Solanum lycopersicum L.), la cafia (Saccharum officinarum L.), el
maiz (Zea mays L.), la papaya (Carica papaya L.) y canavalia (Canavalia ensiformis
L.). Estos bioproductos, en conjunto con otros factores como el manejo integrado
de plagas y la nutricion, han permitido incrementar los volimenes de produccion;
aungque en muchos renglones y cadenas productivas, no se satisface la demanda
planificada por las autoridades que rigen la politica agricola del pais (Pefia Borrego
et al., 2015).

Segun Dibut et al. (2010) en Cuba se han beneficiado mas de 40 especies vegetales
con el uso de los biofertilizantes y bioestimulantes. En la Figura 3 se muestra el
namero de trabajos relacionados con la aplicacién de estos productos naturales por
cultivos agricolas. Como se puede observar, Phaseolus vulgaris L., a pesar de ser
la legumbre de mayor consumo en el pais, no se encuentra entre estos cultivos; por
lo cual se requiere de estudios en esta especie de alta demanda en la poblacién, en
funcién de introducir y lograr la aceptacion de esos productos al mercado nacional

a través del impacto directo en los rendimientos agricolas.
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Figura 3. Principales cultivos en los cuales se evaluaron los microorganismos
biofertilizantes en Cuba (2008-2012). Fuente: Borrego et al. (2015).

En un futuro inmediato, debido a los altos precios de los fertilizantes de nitrégeno y
fésforo, se deberan tomar acciones agrondmicas para incrementar la toma de
nutrientes por las plantas, y el uso de inoculantes microbianos es una de las
alternativas, lo que estimularia el desarrollo de los estudios sobre los
microorganismos del suelo. En este sentido, el IHPLUS® podria contribuir a las

producciones agricolas de calidad y amigables con el medioambiente.
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3. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Centro de Estudios Biotecnologicos de la Facultad

de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Matanzas, Cuba.
3.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas certificadas de frijol de reciente cosecha (Phaseolus vulgaris
L. cv. Tomeguin), las cuales fueron suministradas por la Estacion la Estacion

Provincial de Semillas de Jovellanos, de la provincia de Matanzas.
3.2. IHPLUS®

Los experimentos se realizaron con el lote 31 de indculo liquido del IHPLUS® que
fue caracterizado segun el procedimiento normalizado de operacion (PNO-LB-M-
008/2014) de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey” y los
resultados aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion del lote 31.

Caracteristicas organolépticas | Lote 31

Olor Agradable a vino
Caracteristicas fisico-quimicas

pH 3,45

Conteo total de microorganismos (UFC)
Bacterias aerdbias 106
Bacterias anaerdbias 10°
Hongos y levaduras 10%-10°
Lactobacilos 104

Ausencia de microorganismos patégenos
Escherichia coli No presencia
Staphylococcus aureus No determinado
Pseudomona aeruginosa No presencia
Salmonella typhi No presencia
Coliformes fecales y totales No presencia
Shigella No presencia
Clostridium perfringens No presencia
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El conteo total de los principales grupos de microorganismos benéficos se encontro
dentro de lo establecido para la produccion y no tuvo crecimiento de patdgenos.
Ademas, a los 3 meses de la realizacion de las pruebas de calidad se volvio a
comprobar la ausencia de microorganismos no deseados y se obtuvieron resultados

satisfactorios.

3.3. Tratamientos

Las semillas de Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin, fueron tratadas
previamente con diferentes concentraciones de IHPLUS® y distintos tiempos de
inmersion. Posteriormente, para la germinacion, fueron colocadas sobre dos capas
de papel de filtro en placas Petri de 10 cm de diametro (Tabla 3, Figura 4).

Tabla 3. Tratamientos utilizados para evaluar el efecto de diferentes

concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersién sobre la germinacion
Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin.

Tratamiento IHPLUS® (%) Tiempo de inmersion (h)
T1 0 6 (en agua)
T2 2 4 (en agua) + 2 IHPLUS®)
T3 2 2 (en agua) + 4 IHPLUS®)
T4 2 6 (IHPLUS®)
T5 4 4 (en agua) + 2 IHPLUS®)
T6 4 2 (en agua) + 4 IHPLUS®)
T7 4 6 (IHPLUS®)
T8 6 4 (en agua) + 2 IHPLUS®)
T9 6 2 (en agua) + 4 IHPLUS®)
T10 6 6 (IHPLUS®)

3.4. Prueba de germinacion

La prueba de germinacion se realizd en placas Petri de 10 cm de diametro. Se
emplearon cuatro réplicas (placas Petri) por tratamiento con 10 semillas de
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Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin cada una. Las semillas fueron colocadas sobre
papel de filtro humedecido con agua en una proporcion de tres veces el peso del
sustrato seco (ISTA, 2010). El proceso de germinacion se evalud diariamente
durante 7 dias y los resultados fueron expresados en porcentaje de plantulas

normales.

El ensayo de germinaciéon se desarrolld6 en un cuarto de crecimiento a una

temperatura de 25 + 2°C, con un fotoperiodo de 16 h (35 pmol m2 s1).

Figura 4. Inmersién de las semillas de Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin en
diferentes concentraciones de IHPLUS® (izquierda) y germinacién del frijol en el
cuarto de siembra (derecha).

3.4.1. Evaluacion del vigor
Se determinaron los indicadores de vigor siguientes:

- Dia pico: dia en el que se observo la mayor cantidad de plantulas (DP) (Murillo,
1998).

- Valor de la germinacion (VG) segun la formula de Djavanshir y Pourbeik (1976).
n
= Ef/
VG = .Zx Ved, 10N
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Donde,

Ved = velocidad de emergencia diaria, calculada como el porcentaje de la

emergencia acumulada entre el nUmero de dias desde el inicio de la prueba.
N = frecuencia o numero de Ved que se calculd durante la prueba.

Ef = porcentaje de la emergencia de plantulas al final de los dias de la prueba.
3.5. Indicadores morfoldgicos

Las longitudes de la raiz y de la parte aérea se midieron en centimetros con el uso

de un papel milimetrado.
3.6. Indicadores bioquimicos

La extraccion y cuantificacion de proteinas, carbohidratos solubles totales y
azucares reductores, se realizo en las raices y la parte aérea de las plantulas de
Phaseolus vulgaris L. cv. Tomeguin, a los siete dias de iniciado el experimento de
germinacion. El material vegetal fue macerado en frio con solucion tampon de
fosfato de sodio 50 mmol.L?, pH 7,0 y en una proporcién 1:3 (p/v). EI homogenizado
fue centrifugado a 10 000 rpm y se colecto el sobrenadante, el cual fue conservado

a -20°C hasta el momento de las determinaciones.

3.6.1. Contenido de proteinas solubles totales

El contenido proteico se determind colorimétricamente mediante el método descrito
por Lowry et al. (1951), con el uso de albumina de suero bovino (BSA) como patron.
Los valores de absorbancia se obtuvieron a una longitud de onda de 750 nm y las

concentraciones (mg.mL1) se determinaron mediante la curva patrén.

3.6.2. Contenidos de carbohidratos solubles totales

El contenido de carbohidratos en las muestras se determind colorimétricamente

mediante el método del fenol—sulfarico (Dubois et al., 1956), con el uso de la D-
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glucosa como azucar patron. Las muestras fueron leidas a una longitud de onda de

490 nm y las concentraciones expresadas en mg.mL* a partir de la curva patrén.

3.6.3. Contenidos de azUcares reductores

El contenido de azlcares reductores fue determinado por el método del &cido
dinitrosalisilico y se emple6 la D-glucosa (Sigma) como azucar patron (Miller, 1959).
Los valores de absorbancia fueron leidos a una longitud de onda de 456 nm. La

concentracion se expres6 en mg.mL! a partir de la curva patron.

3.6.4. Actividad enzimatica a-amilasa

El extracto enzimatico se realizé en frio por homogenizacion del material vegetal
(semillas de siete dias de germinadas) en una solucién tampén de citrato de sodio
pH 5,0 en una proporcion 1:2 (p/v). La mezcla se centrifugdé durante 10 minutos a
10 000 rpm y 4°C. El sobrenadante se colect6 para la determinacion de la actividad

enzimaética.

La actividad a-amilasa se determindé como se describe a continuaciéon. A 0,4 mL de
una solucién de almidén al 1% (p/v) en tampén de fosfato de sodio 20 mmol.L* pH
6,9, se le agregd 0,1 mL del extracto enziméatico y se dejo reaccionar durante 10 min
a 37°C. La reaccion se detuvo con la adicion de 0,5 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico.
Posteriormente la mezcla reaccionante se calenté a 100°C durante 10 minutos y se
le agrego 1,2 mL de agua destilada. La absorbancia se determino a una longitud de
onda de 546 nm. La actividad enzimatica se expresé como pmoles.min* de glucosa

liberados por ug de proteina a pH 6,9 y 37°C.

El calculo de la actividad enzimatica (AE) se realizé mediante la formula siguiente:

A"
AE = Hmoles « " fd
t Ve
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Donde:

t=tiempo del ensayo

Vt = volumen total del ensayo (0,5 mL)
Ve = volumen de la muestra (0,1 mL)

fd = factor de diluciéon del extracto enziméatico

Todas las mediciones espectrofotométricas descritas fueron realizadas en un

espectrofotometro UV/VIS Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Suecia).

3.7. Disefio experimental y andlisis estadistico

Los ensayos se desarrollaron segun un disefio completamente aleatorizado. Para
los ensayos de germinacion se incluyeron 4 réplicas (placa Petri) por tratamiento.
Para los analisis bioquimicos se tomaron cinco muestras por tratamientos, mientras
gue para la evaluacion de parametros morfolégicos vy fisioldégicos se analizaron 10

plantas.

Los datos fueron procesados con el paquete SPSS version 15.0 para Windows. Se
determind el ajuste de los datos a una Distribucién Normal mediante la prueba de
Bondad de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante
las Pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en que los datos cumplieron
los requisitos exigidos fueron procesados mediante ANOVA de clasificacién simple
y se realizé la Prueba de Rangos Multiples de Tukey HSD (P<0,05) para la
comparacion entre medias. Los datos que no cumplieron con estas premisas fueron

analizados mediante la Prueba de Kruskal-Wallis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Germinacién de P. vulgaris L. cv. Tomeguin con la aplicacién de IHPLUS®

El efecto del producto natural IHPLUS® sobre el porcentaje de germinacion de las
semillas de P. vulgaris se observa en la Figura 6. En las primeras 24 horas de
realizada la siembra se observé una mejor respuesta de las semillas tratadas con el
producto en comparacion con el control (Figura 5). Los tratamientos que mostraron
un mayor porcentaje de germinacion a las 24 y 48 h fueron 4% - 4h, 4% - 2h, 6% -
2h, con valores superiores al 80% y 90%, respectivamente. A los siete dias de
siembra, los resultados fueron muy similares entre los tratamientos con el producto

y el control, lo que evidencia un buen estado fisiolégico y calidad de las semillas.

100 - 4 —_——— 3
90 % 7:1 : 2
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80 T g
X 70 = _wf/ #=2%-2h
— 4 L
P { 2%-4h
0 60 /’/ ) )
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g < ——4%-4h
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10 e §%-2
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1 2 3 4 5 6 7 B coial
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Figura 5. Porcentaje de germinacion de semillas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin
tratadas con diferentes concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersion.

El incremento en el porcentaje de germinacion observado en los tratamientos con
IHPLUS®, pudo estar relacionado con la presencia de reguladores del crecimiento
(auxinas, citoquininas y giberelinas) producidos por los microorganismos del

producto, los cuales pueden entrar al interior de la semilla durante el proceso de
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imbibicion (Giassia et al., 2016). Estos compuestos estimulan procesos como la
division y el alargamiento celular que permiten el crecimiento de las diferentes

estructuras vegetales (Taiz y Zeiger, 2006; Mohite, 2013).

La produccion de reguladores del crecimiento por diferentes microorganismos del
suelo, que promueven el crecimiento de las plantas, fue corroborada en numerosas

investigaciones (Damam et al., 2016; Thakur et al., 2017).

El aumento en la concentracion de giberelina en los tejidos internos de la semilla,
ya sea exodgena proveniente del producto IHPLUS®, o enddgena inducida por
componentes del producto natural, pudo estimular el proceso de germinacién. En
las semillas almidonosas estos compuestos estimulan este proceso, ya que inducen
la expresion de la enzima a-amilasa, la cual hidroliza las reservas nutritivas de
almidén para la obtencion de glucosa utilizada para la obtenciébn de energia
metabdlica mediante la respiracidn celular (Taiz y Zeiger, 2006). Estudios realizados
por Karadeniz et al. (2006) evidenciaron la capacidad de Bacillus cereus para

producir giberelinas y otros reguladares como acido indolacético.

Los resultados obtenidos coinciden con los obtenidos por Aziz et al. (2015) con
semillas de trigo (Triticum aestivum L.) tratadas con cepas bacterianas productoras
de auxinas (Bacillus megaterium AUX36, Escherichia coli AUX53, Klebsiella
pneumonia AUX137, Bacillus marinus AUX142). Estos autores observaron un
aumento de la germinacion de esta especie, con un aumento en la longitud de la

radicula en las semillas inoculadas en comparacion con el control.

De manera similar, Babu y Balasaravanan (2017) incrementaron el porcentaje de
germinacion de Solanum melongena L. de un 60 hasta un 97%, luego de inocular
semillas de esta especie con soluciones de bacterias promotoras del crecimiento.
La aplicacion de un biopreparado a base de cepas halotolerantes de Bacillus
megaterium a semillas de Solanum lycopersicum L., mejoré también el proceso de

germinacion en condiciones de salinidad (Chookietwattana y Maneewan, 2012).
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4.2. Indicadores de vigor
4.2.1. Valor de germinacion

La Figura 6 muestra el valor de germinacion de las semillas de P. vulgaris L. cv.
Tomeguin tratadas con diferentes concentraciones y tiempos de inmersién con el
IHPLUS®. Los resultados mostraron un efecto positivo del producto sobre este
indicador. Los tratamientos que mostraron los valores superiores fueron 2% - 6h,
4% - 2h, 4% - 4h, 4% - 6h, 6% - 2h.

4,0
3,5

ab = ; a;'b 2 abe

3,0 - abc I ab'c

2,5 c

2,0 :

1,5

1,0

0,5

0,0

Control 2%-2h  2%-4h 2%-6h  4%-2h 4%-4h 4%-6h 6%-2h 6%-4h 6%-6h
Tratamientos

Valor de germinacion

Figura 6. Valor de germinacion de semillas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin tratadas
con IHPLUS®. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre los
tratamientos segun el test de Tukey HSD (P<0,05).

4.2.2. Dia pico

El dia pico durante la germinacion se muestra en la Tabla 4. Los tratamientos con
el producto natural adelantaron el dia pico en 24 h al tratamiento control, cuyo valor
mas alto de germinacion se observo a las 48 h de iniciado el experimento (Figura
7).
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Tabla 4. Dia pico durante la germinacion de semillas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin
tratadas con IHPLUS®.

Tratamientos
Especie 0% | 2% | 2% | 2% | 4% | 4% | 4% | 6% | 6% | 6%
2h | 4h 6h | 2h | 4h | 6h 2h | 4h | 6h
P. vulgaris L. cv. 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tomeguin

Estos resultados coinciden con los observados en otras leguminosas como Vicia

faba L., donde se obtuvo un aumento del indice de vigor en las plantulas tratadas

con cepas de Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (Demissie et al., 2013).

Figura 7. Germinacion de semillas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin tratadas con
diferentes concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersion. Foto tomada a las
24 h posterior a la siembra en placa Petri. Las imagenes corresponden a la réplica
1 del experimento.

De manera similar, Agrawal et al. (2015) determinaron un incremento en el indice
de vigor de la germinacién en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) con
semillas tratadas con cepas de Pseudomonas sp. productoras de la auxina acido
indolacético. Con la aplicacion de este producto microbiol6gico se aumenté este
indicador hasta 124,54 y 741,45% después de 6 y 16 dias de germinacion,

respectivamente. De manera similar, Mahadevamurthy et al. (2016) observaron en
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esta especie un aumento en el vigor y el porcentaje de germinacion de las semillas
tratadas con biofertilizantes a base de hongos presentes en la rizosfera. Mohammed
et al. (2013) observaron también un incremento en el vigor, la altura y contenido de
materia seca de plantulas de Coffea arabica L. luego de la inmersion de las semillas

en una solucion de microorganismos eficientes durante 4,5 horas.

En monocotiledéneas (Zea mays L.) también se obtuvieron resultados congruentes
con un incremento notable del vigor de las plantulas tratadas con bioproductos
obtenidos de bacterias aisladas de la rizosfera (Agbodjato et al., 2016). Estos
autores relacionaron el aumento del vigor con una induccion de la sintesis de
citoquininas que estimulan la divisidbn celular y/o auxinas que promueven el

alargamiento de las células.

Los resultados también estan en correspondencia con los obtenidos por Higa (1991)
quien observo un incremento en la velocidad de la germinacion, con la aplicacion
de microorganismos eficientes cuya composicion incluia principalmente bacterias
acido lacticas, bacterias fotosintéticas, levaduras y actinomicetos que estan

presentes comunmente en el suelo.

4.3. Longitud de las plantulas

El crecimiento de las raices y de la parte aérea de las plantas de P. vulgaris cv.
Tomeguin tratadas con el IHPLUS® también mostraron variaciones con relacion al
control (Figuras 8 y 9). En el caso de las raices, los valores mas elevados fueron
referidos para los tratamientos 2%-6h, 4%-4h y 6%-4h, entre los cuales no hubo
diferencias significativas. Con relacién al crecimiento del hipocétilo, los tratamientos
con el producto mostraron valores superiores al control. Entre estos los mejores
resultados se obtuvieron con 2% - 6h, 4% - 2h, 4% - 4h, 6% - 2h y 6% - 4h).
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Control 2% - 2h 2% - 4h 2% - 6h 4% - 2h A% - 4% - 6h 6% - 2h 6% - 4h 6% - 6h
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Figura 8. Longitud de las raices e hipocétilo de plantulas de P. vulgaris L. cv.
Tomeguin, cuyas semillas fueron tratadas con diferentes concentraciones de
IHPLUS® y tiempos de inmersién. Los datos corresponden a plantulas de siete dias
de iniciada la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos para un mismo 6rgano, segun Test de Tukey HSD (P<0,05).

Figura 9. Fotografia de plantulas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin, cuyas semillas
fueron tratadas con diferentes concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersion.

El efecto positivo que tuvo la aplicacion del IHPLUS® en el crecimiento de la raiz y
el hipocotilo, pueden estar asociado con el balance fitohormonal que se establece
en el interior de las semillas, entre los distintos reguladores del crecimiento
endogenos y exdgenos sintetizados por los microorganismos del producto (Sang et
al., 2014). La induccion de auxina a partir de la interaccion de los tejidos del vegetal

con bacterias estimuladoras del crecimiento fue referida previamente por otros
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autores (Kloepper et al., 2004; Yao et al., 2006). La concentracion de auxinas y la
interaccion entre estas con otros reguladores del crecimiento, tiene una funcién

fundamental en la respuesta fisiologica de las plantas (Lambrecht et al., 2000).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con los obtenidos
por diferentes autores, quienes observaron un efecto positivo sobre el proceso de
germinacion de diferentes especies, luego de aplicar distintos biopreparados a base
de microorganismos aislados de la rizosfera. Agrawal et al. (2015) observaron un
aumento en la longitud de las raices y de la parte aérea de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) cuyas semillas fueron tratadas con tres cepas de
Pseudomonas sp. (GKS-V, HPR-I, HPR-IIl) productoras de la auxina &cido

indolacético.

Un efecto positivo similar sobre la germinacion y el crecimiento de las plantulas fue
referido por Hussain et al. (2013) en semillas de Zea mays L., las cuales fueron
sumergidas en soluciones con bacterias aisladas de la rizosfera. Dichos
microorganismos mostraron una buena eficiencia en la produccion de &cido
indolacético y en la solubilizacion de fésforo. Los autores de este trabajo también
observaron un incremento significativo en la longitud de la parte aérea (39,7%),
longitud de la raiz (58,9%), peso fresco (99,0%) y seco (69,4%) de la parte aéreay
el peso freso (97,7%) y seco de la raiz (87,0%).

De manera similar, otros investigadores observaron un aumento en la longitud total
o0 estructuras de plantulas, cuyas semillas fueron tratadas con biofertilizantes a base
de microorganismos. En las especies que respondieron positivamente estan
Cerasus sachalinensis Kom. (Qin et al., 2016), Oryza sativa L. y Cicer arietinum L.
(Biswas et al. 2005; 2014), Solanum lycopersicum L. (Agrawal y Agrawal, 2013).
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4.5. Indicadores bioquimicos
4.5.1. Actividad a-amilasa

La actividad enzimatica a-amilasa en la raiz e hipocotilo de plantulas de P. vulgaris,
a los siete dias de germinacion se observan en la Figura 10. Las actividades a-
amilasa en las raices de las plantulas no mostraron diferencias significativas entre
los tratamientos con el producto y el control; mientras que en el hipocotilo los
tratamientos 2%-2h y 2% - 4h, mostraron valores de actividad enzimatica superiores
al control. En el resto de los tratamientos no hubo diferencias con el testigo o fue

inferior la actividad a-amilasa.
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Figura 10. Actividad a-amilasa en las raices y en la parte aérea de plantulas de P.
vulgaris L. cv. Tomeguin de siete dias de germinacion, provenientes de semillas
tratadas con diferentes concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersion. Letras
diferentes indican diferencias significativas segun Test de Tukey HSD (P<0,05).

El aumento en la actividad a-amilasa en los tratamientos con IHPLUS® observados,
puede estar relacionado con la presencia de giberelinas en el producto evaluado y
su absorcién por las semillas durante el proceso de imbibicion. El aumento en los
niveles de esta fitohormona en los tejidos vegetales pudo inducir la expresion de la
enzima a-amilasa (Taiz y Zeiger, 2006). La actividad de esta enzima tiene una
accion fundamental en la generacion de cantidades elevadas de energia metabdlica

para el crecimiento y desarrollo de todas las estructuras embrionarias.
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Resultados similares fueron obtenidos con semillas de arroz y leguminosas (Duarah
et al.,, 2011) y maiz (de Morais et al., 2016) tratadas con biopreparados de
rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas. Esta enzima hidroliza el
almiddén en azlcares metabolizables, los cuales proveen energia para el crecimiento

de las raices y la parte aérea de las plantulas (Akazawa y Nishimura, 2011).

El aumento observado en la actividad a-amilasa también esta en correspondencia
con los resultados observados por Mohd Din et al. (2014). La aplicacién de
bioproductos desarrollados con las rizobacterias Nitrosomonas europaea,
Rhodopseudomonas palustris y Acinetobacter a semillas de dos variedades de
Oryza sativa L. (Panderas y SK1), mostraron un aumento en la actividad a-amilasa
durante el proceso de germinacion en algunos tratamientos con los biofertilizantes.
Los mejores resultados se obtuvieron con la combinacion Nitrosomonas europea +
Acetinobacter sp. a los cinco dias de germinacion. Sin embargo, la aplicaciéon de los
bioproductos con las bacterias individualmente mostro resultados en algunos casos
superiores a otras combinaciones con dichas cepas bacterianas. Por otra parte, en
algunos tratamientos los resultados no fueron similares al comparar ambos
cultivares. Los valores obtenidos evidenciaron que en la actividad amilolitica
influyeron numerosos factores como el genotipo de la planta, la composicion y
concentracion de microorganismos presentes en el biofertilizante y el momento

fisiol6gico de la planta.

Nogueira et al. (2014) también observaron un incremento de la actividad a-amilasa
en plantulas de Oryza sativa L. inoculadas con la bacteria rizosférica Pseudomonas
synxantha, a los 5 y 14 dias de iniciado el proceso de germinacion. Los patrones
electroforéticos del tratamiento con la bacteria mostraron manchas en el gel mas

notables, en comparacion con las semillas no tratadas.

En la presente investigacion solo se observo un aumento en la actividad amilolitica
en dos tratamientos con el IHPLUS®; sin embargo, pudo ocurrir un aumento notable
en la expresién de esta enzima en las primeros dias del experimento donde la

actividad metabolica es muy intensa.
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Los azucares reductores en la raiz y en el hipocaétilo de las plantulas se muestran
en la Figura 11. En las raices, el mayor contenido de azucares reductores se
observaron en los tratamientos 2% - 2h y 2% - 4h, los cuales fueron superiores al
control. En el resto de los tratamientos los resultados fueron similares o inferiores al
testigo. Con relacién al hipocétilo los tratamientos 2%-2h, 2%-4h, 4%-2h, 4%-6h,
6%-4hy 6%-6h.
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Figura 11. Contenido de azucares reductores en la raiz y en la parte aérea de
plantulas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin de siete dias de germinadas y tratadas con
diferentes concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersion. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun Test de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

El incremento en el contenido de azUcares reductores pudo ser consecuencia de un
aumento de la actividad amilolitica en los tejidos vegetales en diferentes momentos
durante la germinacién de las semillas. En estudios realizados en Zea mays L. por
Agbodijato et al. (2016) y De Morais et al. (2016), donde se inocularon semillas en
soluciones con Pseudomonas fluorescens - P. putida y Azospirillum brasilense,
respectivamente, se observé un aumento de la germinacion gue fue relacionado con
la sintesis de giberelinas por los microorganismos, las cuales estimulan la expresién
de enzimas como la a-amilasa necesarias para la degradacion y asimilacion del

almidon.
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4.5.2. Proteinas solubles totales

El contenido de proteinas solubles totales en las raices y en la parte aérea de P.
vulgaris cv. Tomeguin, se muestra en la Figura 12. En las raices los tratamientos
con los valores mas altos fueron 2% - 4h, 2% - 2h, 4% - 2h y 6% - 2h, los cuales
fueron superiores al control. En el caso del hipocotilo, la mayoria de los tratamientos
con el producto natural mostraron valores superiores al control. Solamente en los

tratamientos 4% - 4h, 6% - 4h y 6% - 6h se obtuvieron resultados similares al testigo.

Estos resultados evidencia un incremento en el metabolismo de las proteinas, lo
cual puede estar relacionado con una mayor disponibilidad de azucares reductores
como la glucosa, que no solo pueden ser utilizados para la obtencidon de energia
metabdlica, sino también para la obtenciébn de esqueletos carbonados como
resultado de la oxidacion de la glucosa y que constituyen la materia prima para la
sintesis de aminoacidos y proteinas. Por otra parte, la aplicacion del producto
pudiera inducir la expresion y/o actividad de otras enzimas como las que participan
en la traduccion o las proteasas que hidrolizan las proteinas almacenadas y que
proveen una fuente de aminoacidos para sintesis proteica de novo.
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Figura 12. Contenido de proteinas solubles totales en la raiz y en el hipocétilo de
plantulas de P. vulgaris L. cv. Tomeguin de siete dias de germinadas y tratadas con
diferentes concentraciones de IHPLUS® y tiempos de inmersion. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun Test de Tukey SHD (P<0,05).
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De manera general, los resultados obtenidos evidencian que el uso de productos
naturales a base de microorganismos presentes en el suelo de habitats naturales,
pueden tener un efecto beneficioso en la germinacion y crecimiento de las plantulas,
con un minimo de impacto ambiental. La aplicacion de estos productos puede
constituir una via para reducir el consumo elevados de fertilizantes quimicos, lo que
contribuye a reducir eutroficacién y otros problemas ambientales (Agamy et al.,
2013; Pérez-Montano et al., 2014).

4.6. Valoracion econdmico-ambiental de la aplicacion del producto natural
IHPLUS®

Los productos naturales a base de microorganismos contribuyen al crecimiento y al
desarrollo de los cultivos a través de la supresion de patdgenos y agentes que
provocan enfermedades a las plantas, la solubilizacion de los minerales, la
produccion de metabolitos como las fitohormonas que estimulan el crecimiento de
los tejidos vegetales, la conservacion de energia, el mantenimiento del balance
microbial del suelo, el incremento de la eficiencia fotosintética y la fijacion del
nitrdgeno bioldgico (Sang et al., 2014; Olle, 2015).

El producto IHPLUS® producido por la Estaciéon Experimental de Pastos y Forrajes
“Indio Hatuey”, constituye un biopreparado con amplio espectro para el sector
agropecuario. En el contexto econdémico actual que enfrenta nuestro pais, el empleo
de productos de este tipo que sean eficaces y estimulen el crecimiento y desarrollo
de los cultivos son de vital importancia. Esto se debe no solo a la accion que tienen
sobre el crecimiento vegetal, sino también a otras razones de peso como la
reduccion en el gastos por concepto de fertilizantes quimicos que contaminan el

ambiente y aceleran la erosion de los suelo.

Desde el punto de vista econdmico, la tecnologia de estos productos naturales es

barata y sencilla y tiene una buena aceptacién entre los agricultores del territorio;
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por lo cual es sostenible y hasta el momento no se refiere algin impacto negativo

sobre los ecosistemas agroecologicos donde se ha aplicado el producto.

El estudio econdmico realizado al producto IHPLUS® por la subdireccion de
Economia y Servicios, de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio
Hatuey”, demostro que el costo de produccidn de un kilogramo de indculo sélido fue
de 3,68 CUP y de un litro de in6culo liquido fue de 0,38 CUP. En la actualidad, este
bioproducto tiene buena aceptacion por parte de productores del sector cooperativo
y estatal no solo por el bajo costo de produccion, sino también por el rendimiento

que se han alcanzado en los cultivos y su uso como probiético en animales.
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5. CONCLUSIONES

>

El biofertilizante IHPLUS® aceleré el proceso germinativo de Phaseolus
vulgaris L. cv. Tomeguin, al elevar el porcentaje de germinacién de las
semillas en las primeras 48 h y disminuir el valor del dia pico de las semillas
tratadas con el bioproducto.

El valor de germinacion y los valores de longitud de la raiz y de la parte aérea
de las plantulas tratadas con IHPLUS® mostraron, en general, una respuesta
superior al tratamiento control. Con relacion al crecimiento la respuesta del
hipocétilo fue superior en comparacion con la raiz.

La actividad a-amilasa mostro un incremento del hipocotilo y de la raiz en los
tratamientos 2% (2 y 4h) con IHPLUS®, lo que se relacioné con el aumento
de los azUcares reductores en estos tratamientos.

La aplicacion del producto natural IHPLUS® estimulé el metabolismo proteico
en raices y parte aérea de las plantas.

Los mejores resultados en el proceso germinativo se obtuvieron con los
tratamientos 2%-6h, 4% (2, 4 y 6h) y 6%-2h.
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6. RECOMENDACIONES

>

Realizar estudios similares de germinacion en condiciones de campo con la
aplicacion del biofertilizante IHPLUS® directamente en el suelo o el sustrato.
Evaluar la respuesta de otros cultivos durante el proceso de germinacion con
la aplicacion del IHPLUS®.

Cuantificar la presencia de auxinas, citoquininas y giberelinas en el
biofertilizante mediante HPLC y cromatografia en capa fina.

Evaluar el efecto del biofertilizante durante las etapas de germinacion y
crecimiento vegetativo temprano, en condiciones de estrés hidrico y salino,
para determinar la efectividad del mismo en condiciones de estrés abidtico.
Utilizar las dosis de 2% y 4% de IHPLUS® para estimular la germinacién de

Phaseolus vulgaris L. en condiciones de produccion.
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