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RESUMEN

En la presente investigacion se estudio el efecto estimulador del crecimiento, el desarrollo
y rendimiento productivo, que ejerce la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 sobre el
cultivo de Habichuela china. Se utilizaron semmilas cetificadas de Vigna unguiculata,
subsp. unguiculata L. cv. Sesquipedalis, variedad Lina, tropical y autdctona para Cuba y
un biopreparado de la rizobacteria autdctona Brevibacillus sp. B65, donada por la
Coleccion de Cultivos del CEBI. Los experimentos se realizaron en la Biofabrica de
Vitroplantas de Santiago de Cuba. La siembra se realiz6 en canteros a cielo abierto. Se
disefid un experimento con 4 tratamientos consistentes en semillas tratadas con la
bacteria B65 sembradas en suelo sin fertilizar (T1) y fertilizado con materia orgénica (T2),
semillas sin inocular sembradas en suelo tratado con materia organica (T3) y en suelo
fertilizado con NPK (T4). Los efectos de los tratamientos sobre el cultivo se estudiaron
mediante la evaluacion de la germinacion de las semillas, la formacién de flores, frutos,
hojas y raices, el crecimiento de la planta, asi como sobre el rendimiento productivo del
cultivo. También se realizd la caracterizacion quimica del suelo antes y después del
cultivo y se recogieron los datos climéticos en la zona del experimento durante la duracion
del mismo. Se reporta por primera vez el aumento del contenido de potasio disponible en
el suelo cultivado con Habichuela china y tratado con un aislado del género Brevibacillus.
Se determiné el efecto bioestimulante de la bacteria B65 suplementada con materia
organica sobre la germinacion y la emergencia de las plantulas, la emergencia floral y la
altura de planta, con diferencias estadisticamente significativas sobre los restantes
tratamientos. Los efectos bioestimulantes y biofertilizantes de B65 sobre la leguminosa
se atribuyeron a la capacidad de producir y excretar las fitohormonas etileno y acido
indolacético y la biodisponibilizacion de nutrientes esenciales para las plantas como el
fésforo y el potasio.

Palabras claves: Habichuela-china, Brevibacillus, bioestimulante, biofertilizante,
organoponico, fésforo, potasio, AlA, etileno.



ABSTRACT

In the current research the biostimulant and biofertilizer effect of the plant growth promoter
rhizobacteria Brevibacillus sp. B65 on Yardlong bean was studied. The experiment was
conducted at open sky conditions in the In-vitro plant factory, Biofabrica of Santiago de
Cuba. There were used certified seeds of Vigna unguiculata, subsp. unguiculata L. cv.
Sesquipedalis, tropical variety Lina, autochthonous to Cuba and a fluid inoculum of the
bacterial isolate Brevibacillus sp. B65, gently donated by CEBI- Culture Collection. Plant
growth promotion of Yardlong bean was assessed through the effects of four different
treatments on seed germination, flowering, fruits, leaves and roots formation, as well as
on plant growth and yield increase. The four experimental treatments were: fluid inoculum
of B65 (T1), fluid inoculum of B65 suplemented with organic matter (T2), organic matter
alone (T3) and NPK inorganic fertilizer (T4). Chemical characterisation of soil samples
before and after seed’s planting was done. Moreover, data from climatologic parameters
during the period of the experiment was collected, as well. It was reported by the first time
the increase of potassium content in soil samples cultivated with Yardlong bean and
treated with an isolate of Brevibacillus sp. In addition, it was reported the biostimulant
effect of Brevibacillus sp. B65 on Yardlong bean seed’s germination and plantlets
emergence, flower emergence and plant heigh, with statistics differences in compare with
the remaining treatments. Biostimulant and biofertilizer effects of B65 on legume species
were attributed to the strain production of plant hormones like indolacetic acid and
ethylene, as well as solubilization and plant availability increase of essential nutrients like
phosphorous and potassium.

Key words: Yardlong bean, Brevibacillus, bioestimulant, bio-fertilizer, organoponics,
phosphorous, potassium, IAA, ethylene.
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|.  INTRODUCCION

La sociedad contemporanea enfrenta una serie de retos fundamentales y de caracter
global, de cuya resolucién adecuada depende en buena parte el futuro mismo de la
existencia de la vida sobre el planeta. Ellos se refieren esencialmente a encontrar formas
tecnolégicas de produccion de bienes y servicios que cumplan a su vez con la doble
funcién de asegurar la permanencia, calidad y sostenibilidad de los recursos de la
naturaleza y de asegurar la calidad de vida de las poblaciones que emergen y
evolucionan en diferentes formaciones culturales alrededor del mundo (Ledn y Altieri,
2010).

Los agroecosistemas se consideran los sistemas agricolas de mayor rigueza de la
biodiversidad, un ejemplo de esto, se encuentra en la agricultura urbana. La agricultura
es el principal sector de crecimiento econdmico de los paises en desarrollo (Nehra, et al.,
2016), entre los cuales se encuentra Cuba. Sin embargo, en los sistemas de produccion
contemporaneos, la mayoria de los cultivos son muy exigentes respecto a la demanda
de fertilizantes quimicos, provocando impactos negativos en los agro ecosistemas, como
lixiviacibn de nitratos, contaminacién de recursos hidricos y emisiones gaseosas,
causando dafos irreparables al ecosistema y al medio ambiente en general (Zahid et al.,
2015; Vejan et al., 2016). El empleo de las rizobacterias estimuladoras del crecimiento
vegetal (Del inglés: plant growth promoting bacteria [PGPB]) como biofertilizantes es una
opcién sustentable para favorecer la disponibilidad de los elementos nutritivos, el
crecimiento de las plantas y los rendimientos productivos (Vessey, 2003).

En el mundo son diversas las especies de leguminosas cuyas vainas pueden ser
consumidas como habichuelas verdes (Ramos, 2018). En Cuba la especie mas explotada
tradicionalmente es Vigna unguiculata L. Walp sub especie sesquipedalis, conocida
comunmente como habichuela china o habichuela larga (Ponce y Casanova, 1999). Las
estructuras de las plantas de habichuela china son fuentes de alimentos humano y
animal; en Africa las hojas verdes son importantes para el consumo humano. También
se consumen las vainas inmaduras y a menudo mezcladas con otros alimentos (Kamala
et al., 2014). En el Oeste de Africa, en la India, Estados Unidos de América y México se
consume el grano seco y la vaina verde. Es considerado un excelente alimento como
verdura por su alto contenido de proteinas, carbohidratos, vitaminas Ay C (Davis et al.,
1991) y minerales carentes en muchos otros alimentos basicos (CIAT, 1998). Esta planta
puede ser cultivada en suelos acidos y bajo condiciones de elevadas temperaturas
(Tofifo et al., 2018) y como todas las especies de Vigna, la cosecha es tolerante a la
sequia, asi como a valores altos de humedad y salinidad (Boukar et al., 2018).

En la provincia Santiago de Cuba, el cultivo de habichuela se siembra fundamentalmente
en la época de primavera (ACTAF, 2010), sin embargo, aun persisten los bajos niveles
de productividad de los cultivos (Arumugam et al., 2017). En estudios recientes se han
publicado los efectos positivos que ejercen los fertilizantes organicos sobre la habichuela
china (Islam et al., 2016). Sin embargo, las estrategias de fertilizacion mas beneficiosas
deben ser aquellas que combinan el uso de fertilizantes organicos, el mejoramiento
genético y los microorganismos estimuladores del crecimiento vegetal. Por otra parte,
para producir hortalizas de manera intensiva sobre sustratos organicos y favorecer la
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obtencion de altos rendimientos en estos cultivos, se requiere de una adecuada disciplina
tecnologica, ademas de la fertilizaciébn organica, la que debe complementarse con
productos bioactivos, que estimulan el crecimiento y desarrollo de las plantas; ademas
de ser inocuos y no contaminantes del medio ambiente (Izquierdo, 2015).

Los biofertilizantes y estimuladores del crecimiento vegetal son ampliamente utilizados a
nivel mundial y en Cuba en la nutricién de cultivos de importancia econémica (Jodo et al.,
2016; Apéaez et al., 2016; Napoles et al., 2016; Mujica et al., 2017). La fertilizacion de
semilleros de hortalizas en los organoponicos se realiza con substratos organicos como
el humus de lombriz de tierra y el compost (Wright, 2009). El humus incrementa el
contenido de nutrientes esenciales y mejora la estructura del suelo, pero carece de
fitohormonas, las cuales influyen directamente sobre el crecimiento de las plantas
(Hidalgo et al., 2006). Las hormonas vegetales pueden ser suministradas a las plantas a
través de la actividad fisiologica de las bacterias rizosféricas estimuladoras del
crecimiento vegetal (PGPB) (Compant, 2010).

Basados en las consideraciones antes sefialadas, asi como la importancia de la
aplicacion de estas alternativas agroecoldgicas y la determinacion de su influencia en el
suministro de nutrientes para el crecimiento y productividad del cultivo de la habichuela
surge la interrogante ¢Coémo lograr un desarrollo agroproductivo satisfactorio de las
hortalizas en condiciones de organoponico, disminuyendo la aplicacion de fertilizantes
quimicos?

Los estudios de los efectos estimuladores sobre el crecimiento de las plantas que
producen las bacterias del género Brevibacillus se limitan a pocas especies como Brev.
laterosporus con una fuerte actividad nematicida (Kumar et al., 2011; Zeigler, 2013)
antifingica y elevado potencial antibacteriano (Edwards y Seddon, 2001; Singh et al.,
2012). Sin embargo, los aislados del género también pueden ejercer efectos como
bioestimulantes a través de la produccion de fitohormonas tales como acido indolacético
(AIA) y giberelinas, asi como la disponibilizacién de nutrientes minerales en el suelo como
el zinc (Zeigler, 2013).

La bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 fue aislada a partir de muestras de raices de
cafia de azucar cultivada sin fertilizantes quimicos ni organicos. Estudios in vitro
mostraron las potencialidades de este microorganismo como estimulante del crecimiento
vegetal, a través de la solubilizacion de fosfato de calcio y la produccion de las
fitohormonas etileno y AIA (Orbera, 2012). La inoculacién de cultivos horticolas con un
biopreparado de B65 corrobord sus potencialidades como biofertilizante al estimular la
germinacion de las semillas, asi como el crecimiento vegetativo y el desarrollo de las
especies vegetales, tales como aji chay, berenjena y remolacha cultivadas en
condiciones de organoponico. lgualmente, se determiné un incremento de los
rendimientos productivos de dichos cultivos en presencia del inoculante bacteriano
(Orbera et al., 2012; Napoles et al., 2014; Téllez-Soria y Orbera, 2018).

Brevibacillus sp. B65 resultd positiva al ensayo de reduccion de acetileno (ARA) y crece
en condiciones de anarobiosis en medio exento de nitrégeno combinado (Orbera et al.,
2012). Lo anterior sugiere que este microorganismo pudiera estimular el crecimiento y los



rendimientos productivos en cultivos de leguminosas a través de aumento del contenido
de proteinas en los granos, principales partes comestibles de estos cultivos. Por otro lado,
Pefia et al (2017) demostro la respuesta positiva de la habichuela china cultivada en
organoponico, a la aplicacion de hongos micorrizogenos utilizados como biofertilizantes.
Sin embargo, los efectos de los biopreparados de bacterias del género Bravibacillus sobre
habichuelas y otras legumbres altamente demandadas como alimento humano, ain no
han sido estudiados.

Planteamiento del Problema: ¢Es posible incrementar los niveles productivos de
habichuela china, mediante la fertilizacion del cultivo con un biopreparado de
Brevibacillus sp. B65 suplementado con materia organica en condiciones de
organoponico, que permitan lograr un desarrollo agroproductivo satisfactorio
disminuyendo la aplicacion de fertilizantes quimicos?

Por lo anterior nos propusimos la siguiente hipétesis de trabajo: Los biopreparados de
la bacteria Brevibacillus sp. B65 poseen propiedades bioestimulantes de la germinacién,
el crecimiento vegetal y los rendimientos productivos de cultivos de habichuela (Vigna
unguiculata subsp. sesquipedalis).

Para dar cumplimiento a la hipotesis nos planteamos el siguiente objetivo general:

Evaluar el efecto bioestimulante de la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 sobre
cultivos de Vigna unguiculata subsp. sesquipedalis.

Objetivos especificos:

1. Evaluar los efectos de la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 suplementada y
sin suplementar con materia organica, asi como los fertilizantes tradicionales NPK
y materia organica, sobre la germinacién de las semillas, asi como sobre la
floracion y fructificacion, y la formacién de hojas y raices en Habichuela china
cultivada en condiciones de organoponico.

2. Evaluar los efectos de la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 suplementada y
sin suplementar con materia organica, asi como los fertilizantes tradicionales NPK
y materia organica, sobre el crecimiento vegetativo de Habichuela china cultivada
en condiciones de organoponico.

3. Evaluar los rendimientos productivos del cultivo de Habichuela china en
condiciones de organopoénico inoculado con Brevibacillus sp. B65 suplementada y
sin suplementar con materia organica, asi como los fertilizantes tradicionales NPK
y materia organica.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1. Caracteristicas generales y agronémicas del cultivo de Habichuela china.

Bajo la denominacion “Vigna” se reconocen multiples especies del género Vigna con
caracteristicas de plantas muy diferentes por su longitud de tallo, hibitos de crecimiento,
color, tamafo y forma de sus granos, asi como de su ciclo productivo. Se considera
originaria del continente de Africa, donde existe una amplia diversidad genética,
extendiéndose posteriormente por Asia y América, resultando una alternativa interesante
para los agricultores de estos paises, por la posibilidad de manejar precios relativamente
estables, por su contenido nutricional y su demanda por parte de los consumidores
(Vazquez et al., 2012).

La habichuela china (Vigna unguiculata L. Walp) es entre las leguminosas una de las
especies mas importantes para el consumo humano. Su produccién abarca areas agro-
ecologicas diversas. América Latina es la zona de mayor produccién y consumo, se
estima que mas del 45% de la produccion mundial total proviene de especificamente del
sur de México, Bolivia y Perd, donde se encuentran incluso formas silvestres que se
cruzan sin dificultad con especies cultivadas. En la actualidad, se calcula que anualmente
se siembran 1 200 ha, y su produccion equivale al 10% de la produccién total de
hortalizas. Aunque existen diferentes variedades en el mercado, el 90% del area cultivada
esta ocupada con las variedades Lina y Cantén (FAO, 2010). La variedad Lina, es la mas
aceptada por los productores y consumidores en Cuba. Posee vainas que presentan
buena exposicién para la cosecha y crecen separadas del suelo. Por la forma de
crecimiento de la planta, se facilitan las labores de cultivos. Su consecha inicia entre los
48 y 52 dias después de sembrada. Las semillas son de color crema rayada en rojo; las
flores son de color violeta y las vainas verde oscuras. La altura del vastago floral es de
51cm, la longitud de vaina es de 34,1 com y el peso oscila alrededor de los 7,4g. Se
puede sembrar todo el afio, pero su época 6ptima de cultivo se extiende entre los meses
de mayo y octubre, los cuales coinciden con el periodo lluvioso en paises de clima tropical
como Cuba. El ciclo econémico tiene una duracién de 60 a 90 dias después de sembrado
y el rendimiento productivo oscila entre 2.5 — 3.5 Kgm?.

Esta hortaliza, requiere para alcanzar altos rendimiento, la disponibilidad de alternativas
sostenibles, en la que van a jugar un papel protagoénico los bioestimulantes y fertilizantes
organicos, destacandose los brasinoesteroides y el Enerplant, asi como el humus de
lombriz, los que estan encaminados a la disminucion del uso de productos quimicos
debido a que estos, entre otros dafos, ocasionan un efecto negativo sobre el medio
ambiente (Pita, 2001). Es cultivada tanto para vaina verde como para grano, en otras
regiones es también utilizada como forraje verde, concentrado de proteina, cultivo de
cobertura y enlatados industriales. Otros paises donde el cultivo se le ha prestado
atencion son Estados Unidos por minorias asiaticas, en la Cuenca del Caribe y Brasil
(Purseglove, 1984).



- Clasificacion taxondmica.

Segun Duke (1981) la clasificacion de la Habichuela china es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabaceales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Phaseoleae
Género: Vigna
Especie: Vigna unguiculata (L) Walp
Subespecie sesquipedalis

Los estudios acerca del cultivo de esta especie son escasos. En Cuba solo unos pocos
trabajos se enfocan hacia la Habichuela china, su botanica, cultivo, productividad y
beneficios (Ortiz y Vera, 2001 y Boicet et al., 2013); sin embargo, Shagarodsky et al.,
(2003) reporta la habichuela entre las legumbres mas demandadas por la poblacion y
vendida durante los once meses del afio en los mercados de La Habana.

En nuestro pais la habichuela tiene una amplia demanda, destacandose dentro de las
hortalizas por su participacion en el consumo diario en muchos hogares de la poblacion,
resultando ser una de las prioridades fundamentales para la agricultura urbana; sin
embargo, la especie que se consume es la perteneciente al género Vigna sesquipedalis.

- Descripcién boténica.

En Fery (2002) se indica que la habichuela es una planta herbacea anual, de forma
arbustiva, de crecimiento determinado e indeterminado, cuya altura varia de 0.3 a 2 m.
La raiz principal puede alcanzar hasta 2 m de profundidad y las laterales desarrollan una
reticula conica. Forman nédulos que son producidos por bacterias fijadoras de nitrdgeno
de la atmésfera. Las hojas son de color verde obscuro, trifolioladas con largos peciolos y
estipulas auriculadas, pubescente y puntiagudo con el terminal de mayor tamafio que las
laterales que son asimétricas.

Las flores constan de un céliz con cinco sépalos y una corola con 5 pétalos. Suelen tener
10 estambres que pueden estar todos soldados en una Unica estructura o dispuestos en
dos grupos, uno de nueve y otro de uno. Algunas especies también presentan los
estambres libres. El gineceo es supero, es decir, esta situado por encima de las demas
piezas florales y en la mayor parte de los casos consta de un Unico carpelo, estructura
portadora del 6vulo. Polinizacion autbgama. (Ramos, R. y Sanches, E. Minag, 2018).

El fruto es una legumbre generalmente larga, vainas largas, estrechas, colgantes,
comprimidas sobre las semillas las cuales estan muy préximas entre si, con curvaturas
mMAas o menos acentuadas, dehiscentes, la longitud puede variar de 15 a 60 cm. Las
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semillas de color, forma y tamafio variable, pueden ser blancas, cremas, amarillas,
purpuras, pardas o0 negras, también existen multicoloreadas, ya sea veteadas o
moteadas. La superficie puede ser lisa o corrugada (Duke, 1981).

- Suelos para el cultivo de la Habichuela china.

Los suelos para este cultivo deben ser fértiles, profundos, con pH entre 5,8 a 6,5; con
buen drenaje interno y externo. Los suelos arcillosos pesados no son apropiados, en
cambio los ligeros con buena capacidad para mantener la humedad son muy favorables
para el desarrollo del sistema radicular (Ramos, R. y Sanches, E. Minag, 2018.

La habichuela china, variedad Lina es arbustiva de crecimiento determinado. Las vainas
presentan buena exposicion para la cosecha y crecen separadas del suelo. Por la forma
de crecimiento de la planta, se facilitan las labores de cultivo. Inicia la cosecha entre 48-
52 dias.

- Ecologia del cultivo.

Para un crecimiento 6ptimo de la habichuela china, la siembra debe ser en suelos
profundos, fértiles, sin problemas de salinidad, con buen drenaje interno y externo. Los
suelos arcillosos, pesados no son apropiados, en cambio los ligeros con buena capacidad
para mantener la humedad son muy favorables para el desarrollo del sistema radicular.
El pH entre 5.5 a 6.5 (Nielsen, 1996). Es un cultivo de clima célido, muy adaptado a zonas
de los trépicos humedos, también se puede desarrollar en zonas templadas. Es tolerante
al calor y condiciones secas, sin embargo, es sensible a las heladas; con temperaturas
de 5 a 7 °C se tienen problemas con la germinacién; siendo la temperatura éptima entre
18 y 20 °C (Davis et al., 1991). Prospera en lugares con precipitacion entre 650 a 2000
mm. Es moderadamente tolerante a la sequia, ya que se puede desarrollar a precipitacion
menor de 400 mm. (Tropical Forages, 2008).

- Précticas agrondémicas.

La siembra puede hacerse en forma mecanizada o manual en hilera sencilla o doble. La
separacion entre las hileras sencillas puede ser de 50, 60 y 70 cm. Cuando se utilizan
hileras dobles se recomienda separarlas a 40 cm, dejando las calles a 60 cm (Jolibois,
1983). La profundidad de siembra debe ser de 2-4 cm. En canteros dos hileras separadas
de 40 a 50 cm entre ellas.

- Epocas de siembra.

Se siembra cuando las lluvias no son intensas, procurando que estas no sobrepasen la
época de fructificacion, ya que si contintda lloviendo las plantas mantienen su desarrollo
emitiendo nuevas flores y manteniendo el follaje verde, dificultandose la cosecha, debido
a que algunas vainas estan secas y el resto estd verde. La planta presenta una
maduracién no uniforme de ahi la importancia de lograr que tanto la vaina como la planta
sequen de forma simultanea (Jolibois, 1983). El grupo de las habichuelas chinas son
propias para cultivarse en los meses de primavera verano por su resistencia a las altas
temperaturas y humedad relativa en esta época (ACTAF, 2010). En Cuba se cultiva
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durante todo el afio, gracias a que tiene una composicion de variedades tradicionales e
introducidas de una amplia adaptabilidad, aunque el periodo éptimo es de mayo hasta
octubre (Ramos et al., 2010)

- Nutricion.

La inoculacion con Rhizobium es indispensable, ésta puede dar buenos rendimientos en
suelos fértiles sin hacer aplicaciones de fertilizantes de férmula completa. Inoculando
Rhizobium a la semilla y afiadiendo de 20 a 30 Kg/ha de N, diez dias antes de la floracion,
se pueden alcanzar los mejores rendimientos. La inoculacién con Rhizobium, mas la
aplicacion de otros bioestimulantes como las Micorrizas, con dosis de 5 Kg/ha y el
Fitomas a razén de 2 |/ha, es otra practica que puede disminuir las aplicaciones de
fertilizantes de férmula completa necesitando solamente 30 — 90 — 60 Kg/ha de N — P205
— K20 antes de siembra. En caso de no disponer de Rhizobium o que se sembrara en
suelos poco fértiles, antes de realizar la siembra, se aplicara fertilizante de férmula
completa y 10 dias antes de la floracién se aplicara Urea, como suplemento. En la época
de primavera la aplicacién de nitrdgeno debe hacerse con mucho cuidado, pues esta
especie puede dar menor produccion si se propicia un desarrollo excesivo del follaje, por
tanto, es necesario evaluar el estado del follaje para decidir la aplicacion. Como indicacién
general se aplican antes de la siembra, los siguientes niveles de nutrientes: N (60 Kg/Ha),
P (150 Kg/Ha) y K (150 Kg/Ha) (Ramos et al., 2018).

- Propiedades medicinales.

El grano del Habichuela China posee propiedades diuréticas. Puede ser utilizado en el
tratamiento de la obesidad, por su riqueza en fibras naturales y taninos. También se usa
para la prevencion de diabetes y astringencia (Fery, 2002). En comunidades europeas
las semillas se utilizan para curar problemas digestivos (Duke, 1981). La composicion
nutricional de la especie vegetal se relaciona en la Tabla No.1.



Tabla 1. Composicién nutricional de la especie de cultivo habichuela china (Vigha
unguiculata subsp. unguiculata).

Componentes Cantidad
nutricionales (100g de materia seca)
Energia 47 kcal 197 kJ
Carbohidratos 8.35¢
Grasas 049
Proteinas 2.8¢
Retinol (vit. A) 43 ug (5%)
Tiamina (vit. B1) 0.107 mg (8%)
Riboflavina (vit. B2) 0.11 mg (7%)
Niacina (vit. B3) 0.41 mg (3%)
Acido pantoténico (vit. B5) | 0.55 mg (11%)
Vitamina B6 0.024 mg (2%)
Calcio 50 mg (5%)
Hierro 0.47 mg (4%)
Magnesio 44 mg (12%)
Manganeso 0.205 mg (10%)
Fosforo 59 mg (8%)
Potasio 240 mg (5%)
Sodio 4 mg (0%)
Zinc 0.37 mg (4%)



https://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%BAcido
https://es.wikipedia.org/wiki/Grasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_A
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B1
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B2
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B3
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B5
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B6
https://es.wikipedia.org/wiki/Calcio
https://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnesio
https://es.wikipedia.org/wiki/Manganeso
https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
https://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
https://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
https://es.wikipedia.org/wiki/Cinc

I1.2. Actividad estimuladora del crecimiento vegetal de las bacterias rizosféricas.
- Efectos beneficiosos de las bacterias rizosféricas sobre las plantas.

La expresion Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) fue acufada por J. W.
Kloepper y M. N. Schroth en 1978, para describir las bacterias que habitan la rizésfera
(Barea et al., 2005) y que afectan positivamente el desarrollo de las plantas (Labra-
Cardodn et al., 2012). La riqueza y diversidad de estos grupos microbianos se favorecen
por los exudados radicales que constituyen fuentes de nutrientes y energia para su
desarrollo (Gray y Smith, 2005).

Estas bacterias colonizan activamente el sistema radicular para favorecer y mejorar su
crecimiento y rendimiento (Berendsen et al., 2012). Representan alrededor del 2 al 5 %
de las bacterias rizosféricas (Jha y Saraf, 2015). Son especies nativas del suelo que
colonizan las raices e inciden directa e indirectamente sobre el crecimiento de las plantas
a través de complejos mecanismos fisioldgicos. Las bacterias rizosféricas se clasifican,
teniendo en cuenta los estratos sucesivos en los cuales se ubican en el suelo adherido a
las raices, en el rizoplano, en los espacios de la zona cortical de las raices y en los
nodulos (Hayat et al., 2010).

Las PGPB ejercen efectos benéficos en las plantas a través de mecanismos directos e
indirectos, o una combinacion de ambos (Beauchamp, 1993; Kloepper, 1993; Kapulnik,
1996; Lazarovits y Nowak, 1997; Aguado-Santacruz et al., 2012; Parray et al.,2016). Los
mecanismos directos son aquellos donde la bacteria produce un metabolito o actividad
capaz por si misma de estimular el crecimiento vegetal. Aqui se incluye la produccion de
volatiles bacterianos estimulantes y de fitohormonas, la disminucion del nivel de etileno
en la planta, la mejora del estado nutricional mediante la liberacion de fosfatos y
micronutrientes de fuentes insolubles, la fijacibn no simbidtica de nitrogeno, y la
estimulacion de mecanismos de resistencia a enfermedades vegetales (Jacobsen, 1997).

Los efectos indirectos, en cambio, se originan cuando los PGPR liberan algun metabolito
que afecta a otros factores rizosféricos provocando una mejora o estimulacién del
crecimiento de la planta. De esta manera, actian como agentes de biocontrol reduciendo
las enfermedades, estimulando otras simbiosis beneficiosas, o protegiendo a la planta
degradando xenobidticos en suelos contaminados (Jacobsen, 1997).

Las funciones beneficiosas que desarrollan fueron resumidas por Hayat et al. (2010), do
Vale et al. (2010) y (Esquivel-Cote, 2013) e incluyen: sintesis de la enzima 1-
aminociclopropano -1- carboxilato desaminasa (ACC), produccidon de hormonas
vegetales, fijacion biologica de nitrdgeno molecular y control biologico de especies
fitopatdgenas, entre otras.

- Incremento de la disponibilidad de fosforo en suelos agricolas.

Varios procesos importantes de la fisiologia vegetal estan asociados a la nutricién del
fosforo y determinan el papel limitante de este elemento para el desarrollo de las plantas.
Entre estos se encuentran el crecimiento de las raices, el aumento de la robustez de los
tallos, de la floracién y la formacion de semillas. De igual manera, el P incide en la fijacion
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bioldgica de nitrégeno en las leguminosas, en la calidad y el rendimiento de los cultivos,
asi como la resistencia de las plantas a las enfermedades (Khan et al., 2009). En los
suelos tropicales, generalmente acidos, la dinamica del fosforo tiene lugar a través de
procesos quimico — fisicos (sorcion — desorcién) y biolégicos (inmovilizacion —
mineralizacion) (Khan et al., 2007; Khan et al., 2009). La baja disponibilidad del nutriente
en el suelo se debe a su capacidad de asociarse con diferentes elementos metélicos para
formar sales de calcio, hierro y aluminio; también puede ser adsorbido por el barro o
integrase a la materia vegetal formando compuestos organicos fosforados recalcitrantes
(Khan et al., 2007; Jorquera et al., 2011).

Los mecanismos utilizados por las bacterias del suelo y la rizosfera para la solubilizacion
del fosfato de calcio y otras sales inorganicas de fosforo, incluyen la disminucién del pH
del medio que rodea el cultivo bacteriano, la formacién de complejos entre los acidos
organicos y los iones metalicos de las sales de fosforo y la competencia por los sitios de
union de los grupos fosfato al barro o la arcilla (Khan et al., 2007; Khan et al., 2009).

Cepas de Bacillus y Paenibacillus realizan solubilizacién y mineralizacién de sales de P
asociadas a la estimulacion del crecimiento vegetal. Estudios recientes informan la
solubilizacion de sales de fosfato de calcio y fosfato de aluminio por bacterias del género
Brevibacillus (Hayat et al., 2010). La busqueda de aislados de BAFE (Bacterias
Formadoras de Endosporas) solubilizadoras de fosfatos, ha permitido la identificacion de
especies nuevas pertenecientes al grupo, como es el reciente hallazgo de Paenibacillus
telluris PS38 (T) sp nov (Lee et al., 2011).

- Produccién de fitohormonas y reguladores del crecimiento vegetal.

Las rizobacterias estimuladoras del crecimiento vegetal sintetizan y exportan hormonas
vegetales, los cuales son compuestos organicos que actian a muy bajas
concentraciones, regulando el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Existen 5 grupos
de fitohormonas producidas por bacterias rizosféricas que son las auxinas, giberelinas,
citoquinas, etileno y acido abscisico (Hayat et al., 2010).

El acido indol-3-acético (AlA) es la auxina de mayor importancia para el desarrollo de las
plantas, estimulando su crecimiento a través del aumento de la elongacion, la division y
la diferenciacion celular (Hayat et al., 2010). El etileno es una hormona de estructura
quimica muy simple y de naturaleza gaseosa, cuya adicidon en pequefas cantidades
despliega varios efectos en las especies vegetales, entre los que se encuentran la
aceleracion de la maduracion de los frutos, la gemacion y la germinacion de las semillas.
Interviene en los procesos de abscision de las hojas, floracidon, formacién de raices
adventicias en semillas vegetativas y en la senescencia (Schooley, 1996). Las citoquinas
aumentan la division celular, estimulan la germinacion de las semillas, la formacién de
los cotiledones y el crecimiento de las hojas. (Schooley,1996; Pessarakli, 2001; Hayat et
al.,, 2010). Las giberelinas aumentan la velocidad de la mitosis y participan en la
elongacion del tallo (Schooley, 1996; Hayat et al., 2010). El acido abscisico se produce
cuando la planta estd sometida a condiciones de estrés hidrico (Schooley, 1996)



La sintesis y excrecion de hormonas vegetales se ha referido en cepas de Bacillus con
actividad estimuladora del crecimiento vegetal. Los primeros trabajos de produccion de
etileno por estos microorganismos, hacen mencion al aislado alcalofilo Bacillus ALK-7
(Bae y Kim, 1997). Recientemente, Lugtenberg y Kamilova (2009) publicaron datos de
produccion de etileno por aislados rizosféricos de B. subtilis y B. amyloliquefaciens.
Existen muy pocos informes de produccion de etileno por bacterias de la clase Bacilli,
aspecto que podria deberse a los niveles de ACC desaminasa detectados en miembros
del género (Raddadi et al., 2008; Sgroy et al., 2009). La ACC desaminasa hidroliza el
precursor de la sintesis del etileno en plantas, disminuyendo las concentraciones del
compuesto en el microambiente de la rizosfera (Vessey, 2003; Lugtenberg y Kamilova,
2009; do Vale et al., 2010).

La produccion de niveles elevados de auxinas se determiné en aislados de Bacillus y
Paenibacillus (Joseph et al., 2007; Egamberdieva, 2008; Ahmad et al. 2008). Estudios
recientes demuestran el incremento de los niveles de enraizamiento en semillas
vegetativas de kiwi y frijol tratadas con aislados de P. polymyxa, B. subtilis, B. megaterium
y B. simplex, productores de AIA (Tsavkelova, et al., 2007; Ertuk et al., 2010).

Estas sustancias son moléculas indicadoras que actian como mensajeros quimicos que
influyen en la capacidad de las plantas para responder a su entorno (Tahir y Ageel, 2013).
Regulan la expresion de genes implicados en el crecimiento y desarrollo vegetal, las
cuales son sintetizadas en diferentes estructuras de la planta y su accion varia en funcion
de los cambios ambientales que modifican la expresion génica del organismo (Molina-
Romero et al., 2015) y generalmente son efectivas en pequefias concentraciones (Tahir
y Ageel, 2013). Se ha establecido que también estan implicadas en las vias de represion
catabdlica y regulacién de la formacion de biopeliculas. Incluso, estas moléculas exhiben
efectos especificos sobre la fisiologia vegetal, como incrementar el volumen radicular,
aumentar la tasa de respiracion de la raiz de la planta hospedera y el flujo de protones
en la membrana de la raiz; en consecuencia, se favorece la absorcion de elementos
minerales solubles (Molina-Romero et al., 2015).

El etileno es una hormona involucrada en numerosos procesos de la fisiologia vegetal
(Schooley, 1996; Mehdi, 2001) y participa como sefial de activacion de los mecanismos
de defensa en las plantas (Weingart y Volksch, 1997). Los resultados presentados por
Grichko y Glick (2001) estimaron que la produccion de etileno ocurria en el 30% del total
de los microorganismos aislados en muestras de suelo. Numerosas investigaciones han
hecho referencia a la produccion de etileno por hongos y bacterias de las especies
Escherichia coli, Pseudomonas syringae y Rhizobium trifolii (Baca y Elmerich, 2003); sin
embargo, los escasos trabajos publicados que abordan la produccion de esta hormona
en formadores de endosporas se restringen al género Bacillus (Bae y Kim, 1997).

- Biofertilizacion
El mejoramiento de la fertilidad del suelo ha sido una de las estrategias cominmente
utilizadas para incrementar la produccién agricola. Sin embargo, a través del tiempo, se

ha vuelto evidente que el empleo de fertilizantes sintéticos aplicados solo del 10 al 40 %
es asimilado por las plantas (Bhardwaj et al., 2014) y ademas, porque la pérdida de la
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fertilidad de los suelos, en los sistemas de intensivos, ha obligado a los productores a
incrementar el uso de estos fertilizantes para mantener su produccion, a costa del
incremento de los costos de produccion y de los impactos ambientales (Cotler et al.,
2016).

Por otro lado, a consecuencia del encarecimiento de los fertilizantes sintéticos, las
escasas reservas naturales de algunos minerales, asi como los grandes consumos
energéticos para su produccion, se ha promovido el uso de las alternativas biologicas, no
solo como una necesidad en la produccion agricola (Barroso et al., 2015).

Se entiende por biofertilizantes todos aquellos productos que contienen microorganismos
vivos, con capacidad para colonizar la rizésfera o el interior de las plantas, que aplicados
al suelo y/o a éstas, a través de la inoculacién, pueden vivir asociados 0 en simbiosis con
las especies vegetales y les ayudan a su nutricion y proteccion, con ellos se pretende
sustituir parcial o totalmente la aplicacion de fertilizantes sintéticos, y reducir su efecto
contaminante (Mishra y Dash, 2014). La inoculacion de biofertilizantes que contienen
bacterias rizosféricas ha provocado incrementos significativos en la productividad de los
cultivos agricolas (Armenta- Bojérquez et al., 2010).

Mishra y Dash (2014) elaboraron un listado de ventajas y desventajas inherentes al
empleo de biofertilizantes, las cuales se describen a continuacion:

Ventajas:

- El suministro de elementos nutritivos es mas balanceado, y ayuda a mantener la
salud de las plantas.

- Ayudan a incrementar la actividad biologica del suelo, con lo cual se mejora la
movilizacion de elementos nutritivos y la descomposicion de sustancias toxicas.

- Incrementan la estructura del suelo, favoreciendo un mejor crecimiento radicular

- Aumentan el contenido de materia organica (MO) del suelo, con lo cual se mejora
la capacidad de intercambio catiénico, incrementan la retencion de humedad,
promueven la formacion de agregados y amortiguan cambios bruscos contra
acidez, alcalinidad, salinidad, pesticidas y metales pesados toxicos.

- Liberan de forma gradual o lentamente elementos nutritivos y contribuyen a la
reserva residual de N y P organicos del suelo, reduciendo las pérdidas de N por
lixiviacion y la fijacion de P y también pueden suministrar micro elementos
nutritivos.

- Ayudan a suprimir enfermedades y parasitos transmitidas por organismos nativos
del suelo.

La importancia del uso de este tipo de producto radica en su capacidad para suplementar
o movilizar nutrientes con un minimo de recursos no renovables, en que generan
procesos microbianos rapidos, se aplican en pequefias dosis y permiten solucionar
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problemas locales especificos. Se ha demostrado que el empleo de la inoculacién con
microrganismos benéficos en los cultivos permite ahorrar fertilizantes quimicos a niveles
que oscilan entre 25 y 50%, ademas que con el uso de esta tecnologia se realiza una
importante contribucion a la proteccion del medio ambiente, el establecimiento de los
cultivos, protegiéndolos contra el estrés, en tanto se incrementan los rendimientos
agricolas entre 10 y 20% (Funes y Vazquez, 2016).

- Sustratos Orgénicos

El abono organico es el material resultante de la descomposicion natural de la materia
organica por accién de los microorganismos presentes en el medio, los cuales digieren
los materiales, transformandolos en otros benéficos que aportan nutrimentos al suelo vy,
por tanto, a las plantas que crecen en el. Es un proceso controlado y acelerado de
descomposicion de los residuos, que puede ser aerobico o anaerobio, dando lugar a un
producto estable de alto valor como mejorador del suelo (Libreros, 2012).

La agricultura organica es una forma de producir sosteniblemente, disminuyendo el uso
de fertilizantes y plaguicidas (Soto, 2008). Resulta importante incrementar la eficiencia
de utilizacion de los fertilizantes para evitar la degradacion ambiental. Para ello, es
necesario implementar tecnologias que permitan la aplicacion de estos en el sitio y cultivo
especifico con el fin de cumplir la demanda del mismo (Delgado, 2006).

Los abonos orgénicos constituyen un elemento crucial para la regulacién de muchos
procesos relacionados con la productividad agricola; son bien conocidas sus principales
funciones, como sustrato o medio de cultivo, cobertura o mulch, mantenimiento de los
niveles originales de materia organica del suelo y complemento o reemplazo de los
fertilizantes de sintesis; este Ultimo aspecto reviste gran importancia, debido al auge de
su implementacion en sistemas de produccion limpia y ecologica (Medina et al., 2010).

Los abonos organicos tienen altos contenidos de nitrégeno mineral y cantidades
significativas de otros elementos nutritivos para las plantas (Cegarra et al.,, 1993).
Dependiendo del nivel aplicado, originan un aumento en los contenidos de materia
organica del suelo, en la capacidad de retencién de humedad y en el pH (Courtney et al.,
2008), también aumentan el potasio disponible, el calcio y el magnesio. En cuanto a las
propiedades fisicas, mejoran la infiltracion de agua, la estructura del suelo y la
conductividad hidraulica; disminuyen la densidad aparente y la tasa de evaporacion, asi
como promueven un mejor estado fitosanitario de las plantas (Andrea, 2004).

Los sustratos se preparan a base de mezclas de diferentes materiales degradados de la
capa vegetal, en dicha mezcla un componente esencial es el suelo porque en él se
encuentra la vida bioldgica, es decir microorganismos (diferentes cepas rizobacterianas)
gue hacen posible la nutricién de las plantas y ademas estan presentes otros nutrimentos
para las mismas (Rodriguez Nodals, 2005).

12



. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo durante los meses de febrero a mayo de 2019 en parcelas de
la Biofabrica de Santiago de Cuba ubicada en la carretera de Siboney Km 5%, La
Redonda, perteneciente a la Empresa Productora y Comercializadora de semillas de este
territorio, subordinada al Ministerio de la Agricultura.

lll.1. Especie vegetal

El cultivo corrsponde a la especie de leguminosa Habichuela china (Vigna unguiculata,
subsp. unguiculata L. cv. Sesquipedalis) (Boukar et al., 2018). Se utiliz6 la variedad Lina,
la cual es una variedad agricola tropical y autéctona para Cuba (Ortiz, 2001). La siembra
se realizo a partir de semillas certificadas por el Sistema de Inspeccién y Certificacion
de Semillas (SICS) de Santiago de Cuba. Esta variedad es de crecimiento determinado,
por lo que no necesita tutores.

l1l.2. Preparacion del inéculo de Brevibacillus sp. B65

Como inoculante bacteriano se utilizé una cepa autéctona de Brevibacillus sp. B65
depositada en la Coleccion de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(CEBI) de la Universidad de Oriente. Esta bacteria fue aislada a partir de rizosfera de
Saccharum sp (cafia de azucar) y se identificé a través del andlisis de secuencias
parciales del gen ARNr 16S. Las secuencias genéticas se encuentran depositadas en el
Centro Nacional de Informacion para Biotecnologia (Del Ingés: NCBI (National Centre for
Biotechnology Information), con el namero de acceso FJ480186
(www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ480186) (Orbera et al., 2012).

La preparacion del in6culo bacteriano se realizé a partir del método reportado por Napoles
et al (2014), consistente en el uso del biopreparado compuesto por la bacteria crecida
durante 24 hrs a 120 rpm en Caldo Nutriente BIOCEN, sin centrifugar, a una
concentracion bacteriana de 108 mL2.

l11.3. Inoculacién de las semillas con el biopreparado bacteriano

Para la inoculacion, las semillas de Habichuela china fueron embebidas durante 20 min
antes de la siembra, en la suspension de Brevibacillus sp. B65 anteriormente referida.
La siembra se realizo de forma directa, a razén de 2 semillas por nidos en canteros de
2 m de largo x 1 m de ancho. El suelo utilizado fue de tipo Renzina Roja, tipico, el que
se encuentra en la categoria agroproductiva IV (muy poco productiva), sustentado sobre
caliza dura, carbonatado, medianamente profundo (20-50 cm), con fuerte erosién y muy
pedregoso. Son suelos recomendados para la siembra de forestales y ganaderia.

l1l.4. Disefo del experimento
Se utilizé un disefio en bloques al azar con cuatro tratamientos, los cuales se describen

en la Tabla 2. Se realizaron 4 réplicas por cada tratamiento. Para la medicion de las
variables que caracterizaron el crecimiento y desarrollo de las plantas se seleccionaron

13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ480186

10 plantas por cada cantero y se desecharon las plantas de los extremos para evitar el
efecto de borde. Las semillas se sembraron en canteros con un marco de plantacion de
(0.60 x 0.15) m. Las atenciones culturales aplicadas fueron las establecidas por el
Ministerio de la Agricultura (MINAG) para el cultivo de Habichuela china, segun lo
establecido en el Manual Técnico para Organoponicos y Huertos Intensivos (Martinez,
2010). La fertilizacion organica y con NPK fue realizada una sola vez previa a la siembra
de las semillas. Las variables medidas fueron porcentaje de germinacion de las semillas
(%), cantidad de flores (N), cantidad de vainas por plantas (N), largo de las vainas (cm) y
cantidad de semillas por vaina (N). Los datos se refieren en los histogramas presentados
en las figuras que se muestran en la seccion de resultados y discusion.

Fueron recogidos los valores de temperatura maxima, minima y media, asi como la
humedad relativa y las precipitaciones mensuales durante el periodo comprendido entre
febrero y mayo de 2018 y 2019, los que fueron certificados por el Centro Provincial de
Meteorologia de Santiago de Cuba y que aparecen referidos en el Anexo 1. Estos valores
fueron utilizados en el andlisis y discusion de los resultados cuando fue pertinente.

l11.4. Caracterizacion quimica del suelo

Se realizd la caracterizaciéon quimica del suelo antes y después del cultivo de
Habichuela china bajo los diferentes tratamientos de fertilizacion que se refieren
anteriormente. El analisis de suelo se realiz6 en el Laboratorio de Servicio Agroquimico
del Departamento Provincial de Suelos, perteneciente a la Delegacion Provincial de la
Agricultura en la provincia de Granma.

Se analizaron 68 muestras de suelo procedentes de los canteros destinados a la
siembra de la Habichuela china. Las muestras de suelo fueron colectadas abarcando
una profundidad de 5 cm de la superficie del suelo, a razén de 10 muestras por cada
tratamiento. Se determiné el pH, contenido de potasio (K) y fésforo (P). El contenido de
K se expresé en miligramos (mg) de diéxido de potasio (K20) por cada 100 mg de suelo
analizado, mientras que el P se expres6 en miligramos de pentoxido de difésforo (P20s)
por cada 100 g de suelo analizado. La caracterizaciéon de las muestras de suelo se
realiz6 atendiendo a las Normas Cubanas para el Analisis de Suelos Agricolas (NC 51
y 52-1999). Los resultados que muestran los valores de pH del suelo antes y después
de la siembra, el contenido de N y P, asi como la clasificacion del suelo atendiendo a
Su composicién nutricional, se muestran en la Tabla 2.

l11.6. Evaluacion de los parametros estimuladores del crecimiento vegetal
Las variables a medir fueron:
- Germinacién de las semillas (%): Para determinar el porcentaje de germinacién se
hicieron conteos de las plantas germinadas a los 3, 6 y 9 dias después de

sembradas.

- Cantidad de flores (N), cantidad de vainas/planta (N), largo de las vainas (cm),
cantidad de semillas/vainas, cantidad de hojas/plantas (N),
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- Longitud del tallo y altura de la planta: A partir de la superficie del suelo hasta la
yema apical del tallo (cm).

- Largo de la raiz central: Se midio a partir del cuello de la raiz (cm).

- Rendimiento por canteros (kg/m2): Se determiné después de cosechar cada
cantero, teniendo en cuenta el nimero de vainas por plantas, la masa fresca de
las vainas y el nUmero de plantas por metro cuadrado.

Los parametros longitudinales se midieron con regla graduada y el pesaje se realizé en
una balanza comercial. De igual manera se hicieron determinaciones a los 45 d (fase de
inicio de cosecha) del numero de flores y de vainas por planta. Las mediciones en la fase
final del cultivo incluyeron el nimero de semillas por vainas, asi como, la longitud, peso
y rendimiento.

[11.7. Analisis estadistico

El anadlisis estadistico se realizo a través de un Analisis de Varianza de Clasificacion
Simple (ANOVA-I) a una significacién estadistica de P < 0.05. Las diferencias
significativas entre las muestras de los diferentes tratamientos se determinaron mediante
la prueba de comparacion mdiltiple de Tukey a un 95% de confianza. Los datos
correspondientes a la desviacion standard y las diferencias estadisticas de las muestras
reflejan en los histogramas y tablas de Resultados. El andlisis estadistico se realizo a
través del programa Prism 7 para Windows (Radushev et al., 2017).
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Tabla 2. Descripcion de los diferentes tratamientos de fertilizacion de Habichuela china
evaluados en el presente experimento.

Tratamiento Denomin. Descripcion Siembra Observaciones

T1 B65 Semillas de Suelo Renzina -
Habichuela china Roja tipica, sin
embebidas durante 20 | fertilizar
min en biopreparado
de Brevibacillus sp.

B65

T2 B65 + MO | Semillas de Suelo Renzina Se adicion6 una
Habichuela china Roja, tipica, capa de 60 cm
embebidas durante 20 | suplementado de MO en cada
min en biopreparado con materia cantero previo a
de Brevibacillus sp. organica (MO): la siembra de
B65 Mezcla de las semillas

estiércol vacuno
fresco + cachaza
de cafa de
azucar (1:1)

T3 MO Semillas de Suelo Renzina Se adicion6 una
Habichuela china sin Roja, tipica, capa de 60 cm
inocular suplementada de MO en cada

con MO: Mezcla | cantero previo a
de estiércol la siembra de
vacuno fresco + las semillas
cachaza de cafna
de azlcar (1:1)

T4 NPK Semillas de Suelo Renzina Se adicioné a

Habichuela china sin

inocular

Roja, tipica, se
adicion6 formula
completa del
fertilizante NPK

razon de 144
gm? (=180 g
por canteros)



Tabla 3. Caracterizacion quimica de las muestras de suelo procedentes de la Biofabrica

— Santiago de Cuba utilizadas en el cultivo de Habichuela china (este experimento).

MINISTERIO DE LA AGRICULTURA
DEPARTAMENTO PROVINCVIAL DE SUELOS
Carretera Central No 371 % 1a y Manuel del Socorro Roberto Reyes. Bayamo. Granma
director@slo.grm.minag.gob.cu. Teléfonos 42 2757y 42 3715
Resultados de Andlisis de Suelos servicio Agroquimico
Empresa: UEB Semillas Santiago de Cuba Provincia: Santiago de Cuba Municipio: Santiago de Cuba Afio: 2019
Procedencia:
Cultivo: Habichuela China Agroquimica # :37 Cantidad de Muestras: 68
Método analitico: Oniani Fecha de entrega de andlisis Normas empleadas: NC 52-1999. NC 2001-2015
#de | #de | #de Productor o Area pH P205 K20 %

mtra | Lab | campo |Coordenadas lugar Lote | (ha) KCI Eval. | mg/100g| Eval. [mg/100g| Eval. MO | Eval.

29| 107 1,1 Biofabrica 6,2 Neutro +40 A +100 A

30 108 1,2 Biofabrica 6,7 Neutro +40 A 85,71 A

31| 109 1,3 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 91,42 A

32| 110 1,4 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 77,14 A

33 111 2,1 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 71,42 A

34 112 2,2 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A +100 A

35 113 2,3 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 80,0 A

36 114 2,4 Biofdbrica 6,7 Neutro +40 A 60,0 A

37| 115 3,1 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 52,0 A

38| 116 3,2 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 74,28 A

39| 117 3,3 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 71,42 A

40| 118 3,4 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 36,362 A

41| 119 4,1 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 29,090 A

42| 120 4,2 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 23,636 A

431 121 43 Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 29,090 A

44 122 4,4 Biofdbrica 6,9 Neutro +40 A 27,272 A

45| 123 AS Biofabrica 6,8 Neutro +40 A 36,362 A

Leyenda:

AS: Muestras de suelo sin cultivar y sin fertilizar

Muestras (1,1; 2,1; 3,1y 4,1): Suelo cultivado con Habichuela china fertilizado con B65
Muestras (2,1; 2,2; 3,3y 4,2): Suelo cultivado con Habichuela china fertilizado con B65 + MO
Muestras (3,1; 3,2; 3,3y 3,4): Suelo cultivado con Habichuela china fertilizado con MO

Muestras (4,1; 4,2; 4,3y 4,4): Suelo cultivado con Habichuela china fertilizado con NPK




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de las plantas se mide a través de caracteres fenotipicos tales como la
germinacion de las semillas, floracién y formacién de frutos, asi como la calidad de estos
ualtimos, la formacion de hojas y raices. Otros parametros permiten evaluar el crecimiento,
entre estos se encuentran la altura de las plantas, la longitud y grosor del tallo. Los
caracteres fenotipicos se utilizan ademas para estudiar la respuesta de los cultivos a la
accion de fertilizantes y plaguicidas quimicos, biofertilizantes y bioestimulantes. De igual
manera, se utilizan para medir la adaptacién de los cultivos al estrés climatico y a la
presencia de compuestos toxicos en los suelos, asi como la resistencia a plagas y
enfermedades (Trivedi et al., 2012).

En la presente investigacion se determindé la respuesta del cultivo de Habichuela china a
la inoculacion con una formulacién de la nueva bacteria estimuladora del crecimiento
vegetal Brevibacillus sp. B65, sola o combinada con materia organica, a través de la
evaluacion de caracteres fenotipicos del cultivo que determinan el crecimiento, desarrollo
y rendimiento productivo. Como referente se utilizaron modalidades tradicionales de
fertilizacion del cultivo, como son la materia organica y el fertilizante inorganico NPK
(férmula completa). Los resultados y el analisis de los mismos se explican a continuacion.

I\V.1. Efectos de Brevibacillus sp. B65 sobre la germinacién y la formacién de
flores, frutos, hojas y raices en cultivos de Habichuela china

— Germinacion

En la Figura 1 se muestra el analisis de la germinacion de semillas de Habichuela china
tratadas con Brevibacillus sp. B65, asi como con fertilizante organico e inorganico. Este
indicador fue evaluado a los 3, 6 y 9 dias después de la siembra del cultivo. Sin embargo,
aqui solo se presenta el analisis de los resultados al tercer dia después de la siembra,
los cuales mostraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. El
porciento mas elevado de germinacion se muestra en las semillas tratadas con la mezcla
inoculante de B65 + materia organica (T2), lo que demuestra el efecto estimulante de la
germinacién en semillas de Habichuela china que ejerce este biopreparado, con
diferencias significativas respecto a los tratamientos restantes. Las diferencias
significativas entre los tratamientos a un 95% de confianza se observaron solo al 3er dia
posterior a la siembra. El valor mas bajo de primordios germinados se observé a partir
de semillas tratadas con formula completa (NPK), con diferencias altamente significativas
respecto al resto de los tratamientos. No se encontraron diferencias entre las semillas
tratadas con B65 (T1) y MO (T3).

En la investigacion se informd por primera vez el efecto bioestimulante de la bacteria
rizosférica Brevibacillus sp. B65 sobre el cultivo de Habichuela china, lo cual coincide con
resultados similares obtenidos con esta bacteria en otras hortalizas cultivadas en
organoponico, como son Aji Chay y Berenjena (Napoles, et al 2014), asi como, en
Remolacha (Téllez — Soria et al 2018) y Moringa (Napoles, 2017). La mezcla de
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Brevibacillus sp. B65 + MO acelero la germinacion de las semillas en las primeras etapas
de crecimiento de los cultivos, lo que se correlaciona con los niveles de etileno y AlA
producidos por dicho microrganismo en condiciones in vitro (Orbera et al., 2012). El AIA
estimula la elongacion y la diferenciacion celular en la zona de crecimiento activo de la
raiz. Por otro lado, el etileno incide sobre la ruptura del estado de dormancia de las
semillas, acelerando la germinacién a partir de la emergencia (Pessarakli, 2001). De
acuerdo con Nascimiento (2000), el etileno estimula la germinacion de semillas a través
de la ruptura del estado de latencia en varias especies. Puede interactuar con la luz y las
giberelinas para promover la germinacion de semillas de alfalfa.

Los resultados obtenidos en este trabajo corroboran experiencias similares. Marquina, et
al (2018), en estudios realizados en pimenton Capsicum annuum corroboré que la
cinética de germinacion de las semillas inoculadas con las diferentes cepas (Azospirillum
sp, Rhizobium tropici, Sinorhizobium sp, Bradyrhizobium sp) alcanzé el maximo
germinativo al tercer dia, acelerando la germinacion en 24 horas con relacion al control
sin inocular. Reyes et al. (2008) observaron incrementos cercanos al 10 % en la
germinacion de semillas de pimentdn inoculada con diferentes cepas bacterianas, entre
ellas unas pertenecientes a los géneros Azospirillum y Rhizobium, resultados que son
congruentes con los registrados en nuestro trabajo. De igual manera, Santillana et al.
(2005) encontraron aumentos de 20 % de germinacion en semillas de tomate inoculadas
con diversas cepas de rizobios.

Igualmente, se corrobord que los substratos organicos utilizados en los Organoponicos,
estiércol vacuno en este caso y el IHPlus, producen un efecto sinérgico en la actividad
bioestimulante de B65. Esto puede deberse a que la bacteria es capaz de obtener C, N
y otros nutrientes esenciales a partir de la degradacion enzimatica de substratos ricos en
urea, celulosa y pectina, acelerando su crecimiento y potenciando la actividad fisiolégica
(Orber& et al., 2012), los cuales forman parte de la materia orgénica utilizada como
suplemento, en este caso compuesta por una mezcla de estiércol vacuno y cachaza
procedente de bagazo de cafia de azucar (Tabla 2). Esto I6gicamente tiene relacion
estrecha con los resultados obtenidos como respuesta de la aplicacion de los materiales
organicos incorporados al suelo, pues aportan materia organica, nutrimentos y
microorganismos, lo cual favorece la fertilidad del suelo y la nutriciébn de las plantas
(Eghball et al., 2004 citados por Alvarez-Solis et al., 2010).

Estudios realizados en semillas que, luego de su almacenamiento, habian disminuido su
viabilidad de 98 a 75 % fueron estimuladas por rizobacterias e incrementaron la
germinacion entre 13 y 23 %. Ademas, aceleraron en un dia la maxima germinacion
respecto al control. Luego de 55 dias de crecimiento, se registraron incrementos en
longitud y peso seco de raiz y vastago de plantas inoculadas con YAC1 (Azospirillum) y
Leu2A(1)2 (Sinorhizobium sp.) que habian recibido aplicaciones de triptéfano. Se
demostré que la inoculacion de semillas de pimentdn con rizobacterias, especialmente
con Leu2A(1)2, representa una alternativa para incrementar su germinacion y posterior
crecimiento de la planta. (Marquina M.E, 2018). Napoles et al. (2017) encontraron que el
producto bioactivo natural Pectimorf ® y el bioproducto bacteriano elaborado con
Brevibacillus sp. B65 de forma aislada, favorecieron el estadio inicial de crecimiento de
Moringa oleifera; lo cual coincide con nuestros resultados en Habichuela china.
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— Floraciéon

En la La Figura 2 se exponen los resultados del analisis de la floracion de Habichuela
China tratadas con Brevibacillus sp. B65, asi como con fertilizacion organica e
inorganica. Los conteos se realizaron entre los 37 — 40 d. En los dias del 37 al 39 la
emergencia floral fue muy baja en todos los tratamientos; sin embargo, a partir de los 40
d posterior a la siembra se produjo una explosion de la floracién. En este momento, la
mayor floracién tuvo lugar en plantas tratadas con la mezcla de B65 + MO, sin diferencias
significativas respecto a las plantas tratadas con B65 y materia organica de manera
aislada. En este caso, también se observd una emergencia floral estadisticamente
inferior en plantas fertilizadas sélo con NPK (Figura 2).

Como se aprecia, la floracion fue superior en plantas tratadas con la bacteria inoculante
suplementada o sin suplementar con MO, al igual que en plantas tratadas sélo con
materia organica. La materia organica ejercié un efecto sinérgico sobre la actividad
fisiologica de este microorganismo. La actividad bioestimulatente de B65 puede deberse
a la produccién de acido indolacético por la bacteria Brevibacillus sp, asi como
solubilizacion de fésforo (P) y otros nutrientes disponibles en el substrato para la nutricién
de las plantas. El aislado B65 produjo méas de 4600 ngmL de AIA y de 300 mgL? de
fosfato en condiciones 6ptimas de cultivo in vitro, reportadas previamente por Orbera et
al (2012). Es evidente que el contenido de materia organica es el factor que mas
contribuye a la fertilidad del suelo, ya que es la fuente de nutrientes para las plantas y
los microorganismos que en él existen. La materia organica es responsable de aumentar
la porosidad del suelo, lo cual contribuye a su aireacion, facilita la entrada y retencion de
agua, favorece la nutricibn mineral y mantiene un adecuado balance hidrico en el suelo
(Zdniga et al., 2009).

Segun reportes de la Andrea B., 2004 citado por Ramos y Terri, 2014, los abonos de
origen organico, actian aumentando las condiciones nutritivas del suelo, pero también
mejoran su condicion fisica, aportan materia organica, bacterias beneficiosas, en
ocasiones hormonas y por supuesto también fertilizan. Ademas, Fuentes y Monzote
(1997) hacen referencias a que la aplicacion de materia organica en cultivos horticolas
de interés econdmico como la habichuela, es de gran importancia por el efecto que ejerce
sobre el crecimiento y desarrollo del cultivo, asi como por su influencia en la
incorporacion de nutrientes y el mejoramiento de las propiedades fisico — quimicas del
suelo. Estudios previos informan la estimulacion de la floracién en especies de Bromelias
por bacterias productoras de auxinas y cultivadas en suelo suplementado con estiércol
vacuno (Schooley, 1996), lo cual coincide con las condiciones experimentales de la
presente investigacion. Las auxinas, como el acido indolacético (AlA) constituyen
reguladores hormonales de los procesos de floracién y formacion de los frutos. En el
caso de la floracion, la estimula no soélo a través de la emergencia floral, sino también el
crecimiento de las diversas partes de la flor y la femineidad (Davies, 2014).

La estimulacién de la floracion en Berenjena y Aji Chay en cultivo a cielo abierto, ejercida
por Brevibacillus sp B65, fue significativamente superior en plantas tratadas con la
bacteria respecto a sus controles, lo cual fue informado previamente por Orbera et al
(2014); y coincide con Schooley et al (1996), quienes reportaron los efectos del etileno
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sobre la induccion de la floracion en cultivos de Pifia. Al respecto, Flores et al (2015),
encontraron una respuesta positiva en la inoculacion de plantas de fresa con Rhizobium
sp. cepa PEPV16, cuyos resultados demuestran que estimula el crecimiento de las
plantas con aumentos significativos en el nUmero de estolones, flores y frutos. Del
mismo modo se corrobora lo reportado por Ferrer et al. (1991), con el incremento del
namero de flores cuando se utilizan los HMA (hongos micorrizégenos arbusculares),
gue contribuyen a la nutricion, particularmente en la absorcién de fésforo por las plantas,
lo que destaca la importancia de afiadir biofertilizantes a los cultivos para incrementar
la produccién. Arozarena (2005) reporté un incremento de la cantidad de flores cuando
se combind el estimulante natural del crecimiento (FitoMas E) con los fertilizantes
minerales. La floracion es clave para el éxito reproductivo de las plantas y juega un
papel determinante en su adaptacién y distribucion geografica. También, debe
producirse en un momento favorable de luz y temperatura, que permita el correcto
desarrollo de flores y frutos; a la vez que la dispersion de las semillas (Mufioz, 2017).

— Fructificacién

En la Figura 3 se aprecia la influencia de la fertilizaciébn con Brevibacillus sp. B65 (T1)
sola y suplementada con MO (T2), asi como el efecto de la fertilizacion con materia
organica (T3) y féormula completa (NPK) (T4) sobre la fructificacion de Habichuela china.
El andlisis de la fructificacion se realiz6 a partir de tres parametros que fueron, la cantidad
de vainas por plantas, el nimero de semillas por vaina y la longitud de las vainas. Como
se aprecia en la Fig. 3, el nimero de vainas por planta no mostro diferencias significativas
entre los 4 tratamientos evaluados. Sin embargo, el nimero de semillas por vaina fue
estadisticamente superior en plantas tratadas con el fertilizante inorganico NPK, lo cual
demuestra la importancia de incorporar nutrientes esenciales como el Ny P a los cultivos
de leguminosas, por el papel que ejercen en la formacion de la semila. El nimero de
semillas por vaina fue estadisticamente inferior en plantas tratadas solo con materia
organica. El hecho de que la cantidad de semillas por vainas en plantas tratadas con la
bacteria B65 (T1) y la bacteria suplementada con MO (T2) sea significativamente
superior a la de las plantas tratadas solo con MO (T3), revela el papel de Brevibacillus
sp. B65 en la formacion de las semillas en habichuela y otras leguminosas. Lo anterior,
pudiera deberse a la capacidad de B65 de contribuir a la nutriciébn nitrogenada de los
cultivos a través de la fijacion bioldgica de nitrégeno de vida libre. Brevibacillus sp. B65
es capaz de crecer en condiciones de anaerobiosis en un medio excento de nitrégeno
combinado y dio resultado positivo al ensayo de reduccion de acetileno (ARA, del Inglés:
Acethylene Raduction Assay), utilizado para aislar e identificar bacterias diazotroéficas
(Orbera et al., 2012).
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de semillas de Habichuela china tratadas con
Brevibacillus sp. B65, asi como con fertilizante organico e inorganico. Las mediciones
se realizaron a los 3, 6 y 9 dias después de sembrados. B65 (Brevibacillus sp. B65);
NPK (fertilizante inorganico); OM (materia orgénica). Las barras sobre las columnas
representan la desviacion estandar (o) al 5% de error. Letras diferentes significan
diferencias estadisticas entre los tratamientos a p < 0,05.
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Figura 2. Energencia floral de Habichuela china tratadas con Brevibacillus sp. B65,
asi como con fertilizacién organica e inorganica. Las mediciones se realizaron a los
40 dias después de plantado. Las barras sobre las columnas representan la
desviacién estandar (o) al 5% de error. Letras diferentes significan diferencias
estadisticas entre los tratamientos a p < 0,05.



Un resultado similar se observo en la longitud de las vainas, la cual fue significativamente
superior en semillas tratadas con férmula completa (T4), respecto al resto de los
tratamientos (Figura 3).

En cultivos de Habichuela china, se ha comparado el efecto de la fertilizacion quimica
respecto a la organica y se encontré que, aunque no hubo diferencias significativas en
el rendimiento, la longitud de la vaina fue mayor bajo la fertilizacién inorganica, pero la
fertilizacion organica incrementd la nodulacion (Angeli et al., 2016). En el presente
trabajo, la formacion de vainas respondié mejor a la fertilizacién inorganica tradicional,
en comparacion a la fertilizacion con el inoculante bacteriano y la materia organica, lo
cual se debe al aporte de nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas que
realizan los fertilizantes tradicionales, en especial nitrégeno (N), cuya presencia en los
granos de leguminosas es esencial para la composicién proteica de los mismos.
Resultados similares se reportaron para la especie de habichuela Vigna radiata L (Yin et
al., 2018).

El uso de bacterias estimuladoras del crecimiento vegetal (Ing. PGPB) en el mundo crece
en importancia debido a sus efectos beneficiosos: reduce notablemente el uso de los
fertilizantes quimicos, mejora los suelos en las propiedades fisicoquimicas y aumenta la
microflora beneficiosa. Asi se activa la descomposicion de la materia organica nativa del
suelo y la agregada, logrando un beneficio para la nutricién de cultivos (Mufioz, 1994).
También otros autores como Bolafios et al (2003) exponen que la aplicacién conjunta de
materia organica y fertilizante mineral ejerce un efecto positivo sobre el suelo,
contribuyendo al crecimiento y la formacién de raices secundarias y terciarias. Esto a su
vez, mejora la capacidad de absorcion de nutrientes minerales por las plantas de
habichuela.

Los efectos estimulantes de la fructificacion que ejerce la bacteria B65 estan
relacionados con el aporte de nutrientes tales como N y P que ejerce esta bacteria,
explicados anteriormente y fundamentados en los estudios de Orbera et al (2012). El
hecho de que las pequefias cantidades de estiércol aplicadas al terreno ejerzan un efecto
favorable sobre el crecimiento de las plantas, mucho mas intenso de lo que cabria
esperar por su solo contenido en principios minerales asimilables, se ha atribuido a la
inoculacion en el terreno de PGPB y al mayor desarrollo de organismos similares del
propio terreno. Este aumento de la actividad bacteriana se supone que da lugar a la
produccion de estimulantes de los vegetales analogos a las vitaminas y hormonas
(Adams et. al., 1954).

Es asi que existen bacterias capaces de transformar las formas insolubles del fésforo en
formas solubles, a través de reacciones enzimaticas, haciendo al fésforo disponible para
las necesidades de las plantas (Sudhansu, 1998). La inoculacion de semillas o suelos
con bacterias capaces de solubilizar fosfato, mejora entonces la absorcion del fosfato del
suelo, asi como el aplicado de manera artificial, dando como resultado el aumento del
rendimiento de los cultivos (Nautiyal, 1999). Asi mismo, muchos autores atribuyen la
solubilizacion de fosfato inorganico insoluble por los microorganismos, a la produccion
de acidos organicos y acidos quelantes de azucares, la produccién de estos acidos
organicos resulta en la acidificacion de la célula microbiana y el medio que la rodea. El
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acido gluconico y el acido 2- quetogluconico son los agentes mas producidos por
bacterias con habilidad para solubilizar fosfato (Yadav y Dadarwal, 1997).

La solubilizacion de fosfatos inorganicos es el mecanismo de estimulacion del crecimiento
vegetal mas importante (Chabot et al., 1998, citado por Ahmed y Shahab, 2009); de
hecho, el P es después del N, el segundo nutriente limitante para el desarrollo de las
plantas (Khan et al., 2009). El uso de bacterias solubilizadoras de P (BSP) contribuye al
crecimiento vegetal aumentando la eficiencia de la fijacidon bioldgica de nitrdgeno
(Mohammadi, 2012). La influencia de las bacterias solubilizadoras de P de la clase Bacilli
sobre el aumento del tamafio global de plantulas germinadas y de plantas adultas, asi
como del rendimiento de los granos, fue informada en experiencias de inoculacion de
plantas ornamentales del género Lilium y de cereales con cepas de Bacillus subtilis y
Pseudomonas sp (Arriaga et al., 2009; Mohammadi, 2012).

— Formacion de hojas

El efecto de los diferentes tratamientos en la formacion de hojas fue evaluado a partir del
namero de hojas por plantas y largo de las hojas a los 40 dias después de la siembra,
no existiendo diferencias significativas en los valores promedios del nUmero y largo de
hojas por plantas, aunque en ambos casos, los valores mas altos se observaron en
plantas tratadas con el fertilizante inorganico NPK y la mezcla de B65 + MO (T2) (Tabla
4).

La respuesta positiva de la formacion de hojas en el cultivo de la habichuela con elevado
contenido de nutrientes producto de la fertilizacion inorganica NPK y la mezcla del
inoculante de la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 y materia organica formada de
estiércol vacuno + residuos vegetales, fue reportado por Owolabi et al.,, (2016) en
Jatropha curcas. Resultados similares fueron reportados en girasol, los autores
correlacionaron el incremento del nimero de hojas por plantas con el incremento del
desarrollo vegetativo por el Nitrdgeno disponible (Irika et al., 2018). Karlova y de Vries
(2006), plantean que los bioestimulantes son capaces de estimular el crecimiento, tanto
en los tallos, hojas, como en el tamafo de los frutos, y de esta manera incrementar el
rendimiento del cultivo donde se aplican, al compararse con las plantas donde no se
aplica.

La respuesta mostrada por el efecto de los tratamientos en el nUmero de hojas resulta
interesante, por cuanto una mayor cantidad de hojas debe representar una superficie
foliar superior y, por tanto, una posible capacidad fotosintética mas alta, lo que pudiera
traducirse en mas materia seca acumulada y quizas en un incremento del rendimiento
(Morales et al., 2016). Asi mismo, se ha comprobado el efecto positivo de otros
estimuladores del crecimiento vegetal sobre el nUmero de hojas por plantas. Napoles et
al. (2016), observaron que la aplicacion del bioestimulante Pectimorf® en dos momentos,
uno a la semilla y el otro antes de la floracion indujeron a las plantas de (V. unguiculata
L.) var. Lina a incrementar el nimero de hojas por plantas.
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— Formacién de raices

La formacion de raices de Habichuela china fue evaluada por la determinacion del efecto
de los diferentes tratamientos en el largo de la raiz central, asi como en el peso humedo
y la biomasa seca a los 80 y 88 dias después de la siembra, respectivamente. La longitud
de laraiz central y el peso seco no mostré diferencias significativas entre los tratamientos.
Sin embargo, las variaciones estadisticas en la biomasa se observaron en el peso
hamedo con elevados valores en plantas tratadas con B65 (T1), B65+MO (T2) y MO (T3),
sin diferencias estadisticas entre ellas; mientras los valores mas bajos se exhibieron en
las plantas con fertilizacion inorganica (T4), manifestando diferencias estadisticas en
comparacion con el resto de los tratamientos (Tabla 4).

La incidencia de la bacteria rizosférica B65 sobre el crecimiento de las raices de
habichuela china, puede estar relacionada con propiedades fisioldgicas que posee la
bacteria. Brevibacillus sp. B65 fue aislada de rizosfera de cafia de azucar, de ahi que, al
ser inoculada en los cultivos, debe colonizar preferentemente las raices y en ellas
contribuir al desarrollo de las plantas a través del aumento de la absorcién de P y N por
las raices a través de la solubilizacion de fosfato de calcio y de la produccion de AIA
(Orbera et al., 2012).

Numerosas evidencias explican el papel que ejercen las auxinas y principalmente el AIA
en el control del gravitropismo de la raiz y de la formacién de raices (Baca y Elmerich,
2003). El geotropismo esta directamente relacionado con el crecimiento de las plantas
(Pessarakli, 2001), lo cual sugiere que los efectos que ejercié B65 sobre el crecimiento,
provienen de su asociacién a las raices cuya elongacién se estimulé a través de la
liberacion de AIA; de igual modo se ha informado el efecto de bacterias rizosféricas del
género Bacillus sobre el desarrollo foliar y el aumento del tamafio de tallos y raices de
cultivos de trigo, guisantes y kiwi (Egamberdieva, 2008; Rojas et al., 2010; Erturk et al.,
2010).

El AIA es una de las hormonas vegetales de mayor importancia por los efectos
reguladores que ejerce sobre el ciclo y la divisién celular y actia sobre la elongacion y la
diferenciacion de las células en la zona de crecimiento activo de la raiz, es capaz de
promover la formacién de raices laterales y adventicias, sin embargo, el efecto de ésta
sobre la planta depende de su concentracion y el tipo de cultivo en el que éste se evalle
(Davies et al., 2014). Mas del 80% de las bacterias en la rizosfera del suelo son capaces
de producir auxinas, sus efectos sobre el crecimiento de las plantas son notables, afectan
principalmente a las raices, aumentando su tamafio y peso, numero de ramificacion y la
superficie en contacto con el suelo, mejorando asi la nutricibn de las plantas y su
capacidad de crecimiento (Jha et al., 2015) y (Tsavkelova et al., 2006).
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Figura 3. Fructificacion de Habichuela china tratada con Brevibacillus sp. B65, asi como
con fertilizacién organica e inorganica. Las mediciones se realizaron a los 40 dias
después de la siembra. Las barras sobre las columnas representan la desviacion
estandar (o) al 5% de error. Letras diferentes significan diferencias estadisticas entre
los tratamientos a p < 0,05.



Resultados publicados por Orberé et al (2012), muestran que el cultivo crecido de la cepa
de Brevibacillus B65 fue el Unico que mostré cantidades detectables de acido indolacético
(AIA) en comparacion con otros aislados procedentes de raices de cafia de azucar en el
mismo experimento, con un valor de 4627 ngmL. Este microorganismo mostré el mas
amplio espectro de propiedades estimuladoras del crecimiento vegetal evaluadas en esta
experiencia: capacidad de solubilizar fosfato de calcio, actividad celulolitica y
pectinolitica, asi como excrecion de cantidades elevadas de las fitohormonas etileno y
acido indolacético.

Terry (2004) plante6 que las plantas cuando son inoculadas con microorganismos que
estimulan su crecimiento y desarrollo o son tratadas con algin producto bioestimulante,
presentan una mayor capacidad para absorber mas eficientemente el agua y los
nutrientes del suelo, a través del estimulo provocado en el sistema radical, que se refleja
en el estado nutricional de las plantas, de ahi que en este trabajo los mayores valores del
largo de las raices no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos, aunque
los mas elevados se alcanzaron en las plantas tratadas con MO (T3) y B65 (T1), de igual
modo los valores mas elevados en el peso humedo se observaron en las plantas tratadas
con B65 (T1), B65+MO (T2) y MO (T3), sin diferencias estadisticas entre ellas; mientras
que los valores més bajos se exhibieron en las plantas con fertilizacion inorganica (T4).
Corroboramos el estudio de Derkowska et al. (2015) que indica que la fertilizacion con
biopreparaciones intensifica el crecimiento del sistema radicular de las plantas de fresa,
concordando con la investigacion de Sas et al. (2011) que constata un efecto positivo de
los biofertilizantes en el crecimiento de la raiz de la fresa y parametros morfolégicos en
comparacion con las plantas fertilizadas Unicamente con NPK.

I\VV.2. Efectos de Brevibacillus sp. B65 sobre el crecimiento de Habichuela
china

El crecimiento de las plantas fue evaluado a partir de la medicién de dos parametros:
longitud del tallo y altura de la planta (Figura 4). La longitud de los tallos no mostré
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, las plantas mostraron un
valor promedio de 17.7 cm, con diferencias significativas entre los diferentes tratamientos.
Las plantas mas altas se encontraron en el tratamiento de B65 (T1) y en la fertilizacion
inorganica NPK (T4), mientras que las mas bajas se encontraban en la mezcla de
B65+MO (T2) y MO (T3) sin diferencias significativas entre ellas (Fig. 6). El andlisis de
varianza de la interaccion entre la longitud del tallo y la altura de la planta a un 95% de
confianza no mostré diferencias significativas en la interaccion de ambos parametros (P
=0,9213), lo que significa que el crecimiento de las plantas de habichuela no fue afectado
por las diferentes fertilizaciones evaluadas en la presente investigacion. Los resultados
mostraron los efectos de la bacteria sobre el tamafio de las plantas, favoreciendo el
crecimiento de las mismas, lo cual se debe al aporte que realiza el microorganismo a la
nutricion nitrogenofosforada de las plantas y la produccion de auxinas (Orbera et al.,
2012).
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Tabla 4. Formacion de Hojas en plantas de Habichuela china tratadas con Brevibacillus
sp. B65, con enmiendas organicas e inorganicas. Mediciones 40 DDS. Supraindice NS:
significan que no hay diferencias significativas entre tratamientos.

Formacion de las hojas
Tratamientos Numero de hojas Largo de las
por plantas (N) hojas (cm)
T1 (B65) 18 NS 11.1NS
T2 (B65 + MO) 19 NS 11.7 NS
T3 (MO) 18NS 11.2NS
T4 (NPK) 19Ns 12,1 NS

Tabla 5. Formacién de Raices en plantas de Habichuela China tratadas con enmiendas
organicas e inorganicas. Mediciones hechas en el peso hiumedo y la biomasa seca de las
raices a los 80 y 88 DDS respectivamente. Diferentes letras en subindice significan
diferencias significativas entre tratamientos; NS: No hay diferencias significativas.

Formacion de raices
Biomasa
Tratamientos Largo de | Peso humedo | Peso seco

raices (cm) (gn (gn)
T1 (B65) 15.05 "s 13.43° 53.34"s
T2 (B65 + MO) 13.5ns 11.74° 51.37"s
T3 (MO) 16.1"s 14.86° 56.98 "s
T4 (NPK) 13.9"s 8.77 2 54.80 Ns




El aporte de nitrégeno combinado de las bacterias que realizan fijacion no asociativa de
nitrégeno en la rizosfera de gramineas, como es el caso de B65, no es comparable al de
los rizobios asociados a los cultivos de leguminosas; sin embargo, las bacterias
rizosféricas de vida libre poseen otras potencialidades que las hacen atractivas para la
formulacion de inoculantes de interés agricola (Baldani y Baldani, 2005). La cepa B65
puede contribuir, ademas, al aumento del contenido de P en los suelos y susbtratos
agricolas, lo cual se explico anteriormente. La solubilizacién de fosfatos inorganicos es el
mecanismo de estimulacién del crecimiento vegetal mas importante (Chabot et al., 1998,
citado por Ahmed y Shahab, 2011); de hecho, el fosforo es después del nitrégeno, el
segundo nutriente limitante para el desarrollo de las plantas (Khan et al., 2009). El uso
de bacterias solubilizadoras de P contribuye al crecimiento vegetal aumentando la
eficiencia de la fijacion biol6gica de nitrégeno (Mohammadi, 2012). Estos resultados se
corresponden con lo expresado por Karlova y de Vries (2006), quienes plantean que los
bioestimulantes son capaces de estimular el crecimiento, tanto en los tallos, hojas, como
en el tamafio de los frutos y de esta manera incrementar el rendimiento del cultivo donde
se aplican, al compararse con las plantas donde no se aplica. Gonzéalez et al (2016),
comprobaron que la aspersion de las semillas, con determinadas concentraciones de
QuitoMax® (inoculante comercial a base de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA)
y la inoculacién con Azofert® (Azospirilum brasilense) y EcoMic® (Glomus clarum)
estimularon, de forma general, el crecimiento de las plantas de frijol comun (Phaseolus
vulgaris).

Al analizar el comportamiento del crecimiento de la planta, se pudo constatar que coincide
con lo reportado por otros autores (Sheikha y Al-Malki, 2011), quienes encontraron
resultados favorables en el crecimiento de los tallos en el cultivo del frijol (P. vulgaris),
destacandose en sus resultados que las mejores respuestas se manifestaron con las
menores dosis de quitosano aplicadas. Para explicar el incremento en el desarrollo de
las plantas, se puede hacer referencia a la hipotesis aditiva (Bashan y Levanony, 1990),
la cual plantea que, probablemente, mas de un mecanismo esta involucrado en la
asociaciéon planta-microorganismo, los que operan simultdneamente o en sucesion, ya
sea en el aumento de la toma de agua y nutrientes, en la produccion de fitohormonas o
en el control biolégico de fitopatdégenos.

En este sentido, los resultados obtenidos en plantas tratadas con B65, las cuales aportan
sustancias bioestimuladoras del crecimiento tales como auxinas, permiten la aceleracion
del desarrollo de las posturas (Davies, 2014). La influencia de las bacterias
solubilizadoras de P de la clase Bacilli sobre el aumento del tamafio global de plantulas
germinadas y de plantas adultas, asi como, del rendimiento de los granos, fue informada
en experiencias de inoculacion de plantas ornamentales del género Lilium y de cereales
con cepas de Bacillus subtilis y Pseudomonas sp (Arriaga et al., 2009; Mohammadi,
2012). Los aumentos en la longitud y peso de la planta estan directamente relacionados
con el aumento en la eficiencia del proceso, es decir, los resultados obtenidos
demuestran que las estrategias de fertilizacion probadas basadas en la utilizacion de una
menor dosis de quimicos combinado con el uso de ciertos microorganismos con
habilidades promotoras de crecimiento vegetal pueden igualar parcialmente o superar la
productividad generada por los tratamientos convencionales de fertilizacion agricola.
(Sanchez, D. 2011).
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Figura 4. Longitud del tallo y altura de plantas de Habichuela china tratadas con PGPB
Brevibacillus sp. B65 y B65 suplementado con MO, asi como con MO vy fertilizante
inorganico NPK. Las barras sobre las columnas representan la desviacién estandar
(o) al 5% de error. Letras diferentes significan diferencias estadisticas entre los
tratamientos a p < 0,05.




I\VV.3. Efectos de Brevibacillus sp. B65 sobre la productividad de Habichuela
china

En este trabajo la productividad de la Habichuela china se expreso a través del nUmero
de vainas por canteros, el peso fresco de las vainas y el rendimiento productivo,
determinado este ultimo como peso fresco de las vainas por unidad de superficie
cultivada. Los datos se muestran en la Tabla 6. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro tratamientos, el mayor nimero de vainas
por cantero se determind en las plantas tratadas con Brevibacillus sp. B65 (T1) y con la
mezcla de B65 + MO (T2); mientras que, el menor nimero de vainas por cantero se
determind en plantas tratadas con formula completa NPK (T4). Un resultado similar se
aprecio en el peso de las vainas y el rendimiento productivo. En ambos parametros
nuevamente las plantas tratadas con B65 (T1) fueron las mas productivas en cuanto a
peso de las vainas y rendimiento; sin embargo, tampoco se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, demuestran que es indudable el
efecto favorable que ejercié Brevibacillus sp. B65 suplementada o no con materia
organica, sobre el rendimiento productivo de la Habichuela china, el cual resultd
comparativamente superior a los resultados obtenidos con fertilizantes utilizados
tradicionalmente en el cultivo, como son el agroquimico denominado ‘férmula completa’
(NPK) y la materia orgénica. Lo anterior, es una consecuencia del impacto que ejercio la
bacteria suplementada con MO inicialmente sobre la emergencia y la germinacion de las
semillas, lo cual influyd positivamente sobre la floracion, el crecimiento de las plantas y
la fructificacion y como resultado, se favorecio el rendimiento productivo del cultivo. El
efecto bioestimulante de la bacteria sobre el cultivo de la leguminosa esta relacionado
con caracteres fisioldgicos expresados por B65 tales como produccién de fitohormonas y
la capacidad de disponibilizar nutrientes esenciales como el nitrégeno (N) y el fésforo (P),
los cuales fueron explicados anteriormente; pero también el potasio (K), el cual se revel6
por primera vez en esta bacteria y se explicara en detalle a continuacion.

— Brevibacillus sp. B65 podria contribuir al incremento del rendimiento
productivo de V. unguiculata subsp. unguiculata a través de la
biodisponibilizacion de potasio.

La caracterizacion quimica de las muestras de suelo, antes y después del cultivo de la
Habichuela china, mostraron que el valor promedio del contenido de K determinado en
las muestras de suelo antes de la siembra fue de 36.36 mg de K20.100 g de suelo;
mientras que en las muestras de suelo cultivado con Habichuela china a los 88 dias
después de la siembra, tratada con los diferentes fertilizantes utilizados en esta
experiencia, se observé un aumento considerable del contenido de K en todos los
tratamientos, favoreciéndose la nutricion de este importante mineral para el desarrollo de
las plantas (Tablas 3y 7). Varios autores han reportado el efecto del K sobre el desarrollo
de las raices (Fageria y Moreira, 2011), las hojas, frutos y tallo, asi como sobre el
crecimiento de las plantas (Bakhshandeh et al., 2017) y el rendimiento productivo en
cultivos de granos, hortalizas y leguminosas, entre estas Ultimas, miembros del género
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Vigna (Yin et al.,, 2018). Con lo cual, podemos relacionar también los efectos
bioestimulantes que ejercié B65 sobre la germinacién de las semillas, la emergencia floral
y la altura de planta, asi como sobre el aumento del nimero y peso fresco de las vainas
y el rendimiento productivo de la Habichuela china, a la estimulacion de la nutricion del
potasio en el cultivo.

Es importante resaltar que en este experimento el mayor contenido de K soluble fue
determinado en las muestras de suelo procedentes del cultivo tratado con Brevibacillus
sp. B65 sin suplementar con MO (> 70.39 mg de K20.100 g* de suelo) (Tabla 7), lo cual
sugiere que la bacteria B65 pudiera biodisponibilizar el K en el suelo, favoreciendo la
incorporacion de este nutriente a las plantas. La solubilizacién de K en condiciones in
vitro por microorganismos no identificados, aislados de rizosfera de cafa de azucar, al
igual que nuestro aislado B65, fue reportado por Setiawati y Mutmainnah (2016). Entre
las especies de la clase Bacilli solubilizadoras de K se han reportado Bacillus
mucilaginosus, B. edaphicus y B. circulans (Etesami et al., 2017). La solubilizacion de
potasio constituye un resultado de la mayor importancia y constituye una novedad para
el género Brevibacillus, puesta en evidencia a través de la interaccion entre dos aislados
autoctonos para Cuba, la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 y la variedad Lina
perteneciente al cultivar V. unguiculata subsp. unguiculata cv. Sesquipedalis. El potasio
es un elemento esencial para el desarrollo de las plantas; sin embargo, mas del 90% de
este nutriente se encuentra en el suelo de forma insoluble, con lo cual la deficiencia de K
en los suelos constituye un gran reto para el desarrollo de los cultivos (Aloo et al., 2020).

Como se explicé anteriormente, en este trabajo se muestran por primera vez evidencias
preliminares de actividad solubilizadora de K y biodisponilizacion de este nutriente en el
suelo, por una bacteria del género Brevibacillus y como consecuencia, la contribucién del
grupo a la nutricion del potasio en cultivos de importancia econémica. Los resultados
obtenidos demuestran un incremento del contenido de K soluble en suelos cultivados con
Habichuela china tratada con la PGPB Brevibacillus sp. B65, los cuales podrian
extrapolarse a otras hortalizas que responden positivamente a la inoculacién del
microorganismo tales como berenjena, aji Chay y remolacha (Orbera et al., 2014; Téllez
— Soria y Orbera, 2018). Sin embargo, estos resultados aun no son concluyentes. En la
tabla 7 se aprecia una ligera disminucién del pH en las muestras de suelo procedentes
del cultivo tradado con B65 (T1) y B65 + MO (T2) respecto al suelo sin cultivar y al suelo
cultivado con la leguminosa tratado solo con MO (T3) y NPK (T4), lo cual sugiere que un
posible mecanismo de solubilizacion de K por la bacteria B65 podria ser la disminucion
del pH del medio, debido a la excrecion de acidos organicos procedentes del metabolismo
primario del microorganismo. Setiawati y Mutmainnah (2016) atribuyeron la actividad
solubilizadora de K in vitro por aislados microbianos, a la capacidad de excretar acidos
organicos, tales como 4c. citrico, feralico, cumarico y malico, entre otros. La hipétesis
anterior coincide con el analisis realizado por Orbera et al (2012), en el cual se
demostraba que la acidificacion del medio es uno de los mecanismos utilizados por
Brevibacillus sp. B65 en la solubilizacion del P a partir de Ca2POa4 en condiciones in vitro.

Sin embargo, deben realizarse otros estudios de laboratorio para asegurar en primer
lugar, que el efecto biofertilizante de B65 se atribuye a su capacidad de biodisponibilizar
nutrientes esenciales para los cultivos como el N y principalmente P y K, este ultimo

26



revelado por primera vez en la presente investigacion, los cuales se absorben por las
raices y se translocan hacia las partes comestibles de las especies vegetales tales como
frutos, tallos y hojas. Estos hallazgos revelarian en Brevibacillus sp. B65 nuevas
propiedades no solo como biofertilizante, sino también como bacteria probittica de
plantas (Del Inglés: ‘plant probiotic bacteria’), una nueva aplicaciéon que se atribuye a
las rizobacterias estimuladoras del crecimiento vegetal, que les brinda un papel esencial
en la biofortificacion de cultivos vegetales que se consumen frescos como parte de la
dieta en muchos paises incluido Cuba y que impactan positivamente en la salud humana
y animal (Radhakrishnan & Lee, 2016).

Por otro lado, el menor contenido de K soluble se observo en las muestras de suelo
procedentes del cultivo fertilizado con MO (T3) y con B65 + MO (T2) (ver Tabla 7), lo cual
esta relacionado con la dinamica de este elemento en el suelo, el cual se inmoviliza muy
rapidamente después de ser afadido como fertilizante, tanto en forma de sales
inorganicas como por la materia organica, formando con esta ultima la cuarta fuente de
K insoluble en el suelo, la cual aporta muy poco del nutriente a la nutricion de las plantas
(Prajapati y Modi, 2012). A diferencia de lo observado anteriormente con el efecto
bioestimulante que expresd B65 en este estudio y en estudios anteriores (Orbera et al.,
2014; Napoles et al., 2014; Téllez-Soria y Orbera, 2018), el cual se potencia de manera
sinérgica en presencia de materia organica, aqui se muestran evidencias que sugieren
que la adicion de materia organica al suelo como biofertilizante podria disminuir la
actividad solubilizadora de K causada por la bacteria B65 y por consiguiente afectar la
nutricion del K en los cultivos. Este elemento debe tenerse en cuenta en el disefio y
bioprospeccion de inoculantes basados en Brevibacillus sp. B65 y su utilizacién en
organopoOnicos y otros sistemas de agricultura urbana y periurbana que emplean
basicamente fertilizantes organicos.

- Influencia del clima y la calidad nutricional del suelo sobre el cultivo de
Habichuela china.

Por ultimo, en la presente investigacion se analizaron las condiciones externas, digase
factores climaticos y calidad del suelo, que influyen en el cultivo de la leguminosa
favoreciendo o no su crecimiento, desarrollo y productividad. La Estacién Meterologica
de Santiago de Cuba informo la existencia de un patron sostenido de precipitaciones con
un promedio de 256.2 mm de lluvias entre los meses de Enero a Mayo de 2019,
coincidentes con el periodo del presente experimento realizado en condiciones de
campo. Ademas, se reportaron valores de humedad relativa (HR) entre 67 y 72% vy
temperatura promedio T = 25.4 — 27.8 °C (Anexo 1). Las variaciones climaticas que
afectan el cultivo de la Habichuela china fueron reportadas por Boukar et al (2018) y se
refieren a un patron de lluvia erratico y temperaturas superiores a 35° C, las cuales no
fueron observadas durante el desarrollo del presente experimento. Por consiguiente,
podemos asumir que el cultivo de Habichuela china se desarrollé6 bajo condiciones
climaticas favorables. Las caracteristicas fenotipicas de las plantas, sus flores y frutos
reflejadas en las imagenes del Anexo 2, asi lo demuestran.

El analisis quimico de las muestras del suelo procedentes del area de siembra, reveld
gue el mismo posee una composicion nutricional adecuada para el cultivo, caracterizada
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por un elevado contenido de P (> 40 mg P20s por 100 g de suelo) y K (29 - >100 mg K20
por 100 g de suelo). El contenido de ambos nutrientes se incrementd en presencia de los
4 tratamientos de fertilizacion realizados al cultivo, segun se explico anteriormente. El
suelo utilizado fue clasificado como Clase A, atendiendo a las Normas Cubanas de
Andlisis y Certificacion Agroquimica (NC 52-1999 and NC 2001 — 2015). Por ende,
podemos asegurar que el cultivo de Habichuela china en este experimento se desarrollé
bajo condiciones favorables del clima y calidad del suelo, de ahi que el incremento de la
productividad observada en esta especie de leguminosa en presencia del inoculante
bacteriano, se debid principalmente a las caracteristicas estimuladoras del crecimiento
vegetal que posee la bacteria B65 y que han sido expuestas ampliamente en este trabajo.

Resultados similares se obtuvieron en el cultivo de tomate, donde la inoculacion con los
hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), mas el estimulante natural del crecimiento
(FitoMas- E®) y el 75 % de la dosis de NPK, ejercieron un efecto positivo en el estado
nutricional de las plantas, estimularon la produccién del cultivo del tomate en 40 tha?,
también tuvo una respuesta positiva en la altura de la planta y el diametro de copa. En
un estudio sobre el rendimiento y peso del fruto de tomate Mayak et al. (2004),
determinaron resultados significativamente mayores en plantas de tomate inoculadas con
A. piechaudii, respecto a plantas testigo sin inocular. Igualmente, Dursun et al (2010)
observaron resultados similares a los del presente experimento, con la aplicacion de las
cepas A. baumannii y B. megaterium en los cultivos de tomate y pepino (Cucumis sativus
L).
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Tabla 6. Productividad de la Habichuela China tratada con Brevibacillus sp. B65, asi como
con fertilizante organico e inorganico tradicional. Mediciones del nimero de vainas por
plantas y peso fresco de las vainas a los 84 y 88 después de la siembra respectivamente.
NS: No hubo diferencias significativas 95% de confianza.

Productividad
Tratamientos | Numero de vainas | Peso fresco | Peso fresco de las vainas
por cantero (N) (Kg) por superficie cultivada
(Kg.m?)

T1 (B65) 685 NS 4,1550 NS 0.519375 NS

T2 (B65 + MO) 645 NS 3.8500 NS 0.4813 NS

T3 (MO) 608 NS 3.735NS 0.466875 NS

T4 (NPK) 570NS 4.0NS 0.5 NS

Tabla 7. Valor promedio del contenido de potasio (K) en muestras de suelo tomadas
antes y posterior al cultivo de Habichuela china tratada con Brevibacillus sp. B65
suplementada y sin sumplementar con MO, asi como cultivo tratado con fertilizante
inorganico e inorganico tradicional.

Tratamientos | ContenidodeK | pH
(mg de K20.100 g*
de suelo)
Suelo sin cultivar 36.36 6.8
T1 (B65) >70.38 6.7
T2 (B65 + MO) 56.70 6.7
T3 (MO) 55.70 6.8
T4 (NPK) >69.41 6.8




CONCLUSIONES

El inéculo fluido de la bacteria rizosférica Brevibacillus sp. B65 suplementada con
materia organica, estimula la germinacion de las semillas, emergencia floral,
formacién de las hojas y biomasa de las raices, asi como la altura de las plantas
de Habichuela china (Vigna unguiculata subsp. unguiculata), cultivada a cielo
abierto en condiciones de organopadnico.

El uso de materia organica como suplemento ejerce un efecto sinérgico sobre los
caracteres fisiologicos de Brevibacillus sp. B65, potenciando sus propiedades
estimuladoras del crecimiento vegetal.

La formacion de vainas y semillas de Habichuela china responde mejor a la adicion
de fertilizacién inorganica tradicional (NPK), que a la fertilizaciéon con el inoculante
bacteriano suplementado o no con materia organicay la fertilizacion orgéanica.

El aumento del rendimiento productivo del cultivo de Habichuela china tratado con
el inoculante bacteriano Brevibacillus sp. B65 est4d asociado al incremento
significativo de los niveles de potasio soluble en el suelo cultivado, respecto al
suelo sin cultivar y al suelo tratado con férmula completa (NPK).

La bacteria rizosférica Brevivacillus sp. B65 estimula el crecimiento y el incremento
de los rendimientos productivos del cultivo de Habichuela china a través de
mecanismos de fitoestimulacion y biofertilizacion.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de biofortificacion en cultivos de hortalizas que puede ejercer
Brevibacillus sp. B65, a través de la biodisponibilizacién y consecuente translocacion a
las partes comestibles de la planta, de nutrientes esenciales como nitrégeno, fésforo y
potasio presentes en el suelo de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1

Tabla 7. Variables climatologicas correspondientes al periodo Optimo de cultivo de
Habichuela china var. Lina en Cuba. Los datos corresponden a los afios 2018 y 2019
(periodo del experimento) y fueron suministrados por el Centro Provincial de
Metereologia de Santiago de Cuba.

Variables climatoldgicas | UM | Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo
2018
Temp. media °C 25.8 25.7 25.4 26.8 n. d
Temp. max media °C 31.2 31.8 31.1 31.9 n.d
Temp. min. media °C 22.5 21.7 21.3 23.3 n.d
Humedad relativa media % 76 65 66 73 n.d
Humedad relativa media méx % 91 82 84 91 n.d
Humedad relativa media min. % 54 41 42 73 n.d
Precipitacion mm | 127.7 14.7 29.1 92.4 n.d
2019
Temp. media °C 25.4 25.9 26.3 26.9 27.8
Temp. max media °C 30.9 31.2 31.3 31.8 32.3
Temp. min. media °C 21.7 21.8 22.8 23.3 24.2
Humedad relativa media % 69 67 67 72 71
Precipitacion mm 17.7 47.5 13.9 73.6 103.5

(n.d.) No determinado
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Anexo 2.

Figura 5. Cultivo de Habichuela china (Vigna unguiculata subsp. unguiculata cv.
Sesquipedalis var. Lina) a partir de semillas tratadas con Brevibacillus sp. B65. Se
aprecian imagenes de plantas adultas de 40 dias posterior a la siembra en fase
reproductiva (A) y del (B) ciclo de formacion de primordios florales (B1), flores (B2) y

vainas (B3).
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