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RESUMEN

La fijacion biologica de nitrégeno que resulta de la relacion simbidtica entre
bacterias del género Rhizobium y plantas de la familia de las leguminosas, como el
frijol comun, ademas de los aportes de nitrogeno a la planta, puede interferir en la
produccion de compuestos bioactivos. Metodologia: Se realizé una seleccion de
cepas de Rhizobium spp procedentes de la coleccion del Laboratorio de
Microbiologia Agricola (LMA - UCR). Para tal efecto, se tomaron en cuenta la
tolerancia a la salinidad, temperatura, pH y al aluminio, asi como la produccion de
siderdforos y la solubilizacion de fosforo. Con las dos cepas mejor valoradas se
realizaron dos ensayos en invernadero. Se utilizé suelo autoclavado dos veces a
120°C por un ahora y macetas de 5L. En ambos casos, se inocularon semillas de
frijol de las variedades Cabécar y Guaymi con una suspension 108 UFC y con los
tratamientos T1 (CIAT899); T2 (CR4019B); T3 (CIAT899 + CR4019B); T4 (Urea) y
T5 (Testigo). El primer bioensayo se cosecho en floracidén y se tomaron muestra de
tejido foliar para un analisis quimico completo en el Laboratorio de Suelos y Foliares
(CIA-UCR). El segundo ensayo, se llevd a cosecha y se realizd la extraccion de
polifenoles solubles e insolubles en el Laboratorio de Biotecnologia del CIGRAS.
Resultados: La seleccion de cepas mostré que las variables de salinidad,
produccion de sideréforos y solubilizacion de fosforo fueron las de mayor peso. Las
cepas mejor evaluadas fueron la CIAT899 y la CR4019B. El analisis foliar mostré
que ambas cepas de Rhizobium spp suministran suficiente nitrégeno foliar, con
diferencias solamente en la variedad Cabécar entre el T1 y el T5. Microelementos
como el Zn presentan diferencias en la variedad Guaymi. El analisis de las
fracciones de polifenoles muestra que los tratamientos inoculados presentan mayor
contenido de polifenoles solubles y menor contenido de polifenoles insolubles. La
relacion de polifenoles solubles/insolubles (RSI) mostré que Rhizobium afecta el
perfil de estos compuestos. Se encontrd una posible relacion entre el contenido de
saponinas y la imbibicion del grano. Conclusiones: Rhizobium parece tener
influencia sobre la imbibicion del grano en la variedad Guaymi, lo que mejoraria el
tiempo de coccion. Ademas, modifica el perfil de polifenoles del grano y la RSl lo

que se relaciona con una mayor capacidad antioxidante.
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INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo fundamental en la dieta
de muchos paises. En Costa Rica, aporta entre un 16 % y un 27 % de proteina
(Mencia Guevara etal., 2021). Aunque los habitos de consumo de los
costarricenses han cambiado en los ultimos afios, su ingesta sigue siendo relevante
en la alimentacién de la poblacion debido a su alto contenido de aminoacidos
esenciales, fibra, vitaminas y antioxidantes (Dumani, 2021) y como fuente de hierro

vegetal (Jiménez-Cardozo et al., 2024).

A pesar de la importancia del cultivo, el pais esta lejos de ser autosuficiente
y depende de las importaciones (Achicanoy et al., 2024), en el afio 2023 Costa Rica
importé aproximadamente 49,725.42 toneladas de frijol, principalmente desde EE.
UU. y Nicaragua (FAOSTAD, s. f.). En cuanto a la produccion nacional, el area de
siembra fue de 17,608 hectareas en el periodo 2020-2021 y aument6é a 19,865
hectareas en 2022-2023 (Mora Ramirez et al., 2023).

Es conocido que algunos microorganismos ejercen beneficios en la
promocién de crecimiento de las plantas e influyen sobre las cualidades de
produccion lo cual contribuye a una agricultura mas sostenible (Mitra et al., 2021).
Asi, la inoculacion del frijol con bacterias del género Rhizobium presenta un gran
potencial debido a que los rizobios establecen una relacién simbidtica con las raices
de las leguminosas (Sessitsch et al., 2002) y, cdmo parte de sus funciones
metabdlicas realizan la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) al reducir el nitrogeno
atmosférico y hacerlo disponible para las plantas (Ortega et al., 2004), promueven
ademas el crecimiento general (Preyanga et al., 2021) mediante la solubilizacion de
minerales como el P (Yamamoto et al., 2023), la produccion de sideréforos (Banjare
et al., 2023) y estimulan la sintesis de fitohormonas (Wulandari et al., 2024), entre

otros.

En general, las plantas de frijol inoculadas con Rhizobium spp. presentan
ventajas en cuanto al rendimiento de grano se refiere, obteniéndose diferencias

importantes en comparacion con plantas no inoculadas (Caceres-Acosta et al.,



2024; Cantaro-Segura et al., 2019; Flores et al., 2023; Lapa-Unocc et al., 2024) y

beneficios en cuanto al reciclaje de nitrogeno (Duena Vega et al., 2024).

Los rizobios son atraidos hacia las raices de las leguminosas mediante
exudados radiculares que desencadenan la activacion de una serie de genes
(nodABC), cuyo resultado final es la formacién de nédulos (Fernandez Canigia,
2020). Estas bacterias, presentan una amplia adaptabilidad a condiciones de suelo
como el pH (Lowendorf et al., 1981) y en algunos casos a la sequia (Amine-Khodja
et al., 2022). Ademas, algunos rizobios producen compuestos llamados sideréforos
capaces de quelatar el Fe3*, lo que estimula el crecimiento de las plantas y las
bacterias (Moreno Sarmiento, 2016). La produccion de siderdforos favorece la
competencia con otros microorganismos de suelo por la disponibilidad limitada de
Fe *3 (Storey et al., 2006) ya que, ante esta situacion restrictiva, las bacterias
producen péptidos no ribosomales con afinidad por el hierro (Aguado-Santacruz et
al., 2012) y Al *3(Roy & Chakrabartty, 2000).

Aunado al importante aporte nutricional del frijol (Lin et al., 2008), estos
granos presentan otros compuestos fitoquimicos de interés como los polifenoles,
relacionados con un alto poder antioxidante, que han cobrado relevancia debido a
su efecto sobre la promocion del bienestar fisico al reducir el estrés oxidativo (Mojica
et al., 2015). La presencia de estos compuestos se ha encontrado en las variedades
Cabécar y Guaymi (Leon-Cortés et al., 2025), cabe destacar que, en el afio 2023,
la variedad de frijol rojo con mayor demanda en el pais fue la Cabécar, junto con la
variedad Guaymi de grano negro, ambas variedades se encuentran entre la oferta
de semilla certificada que ofrece la Oficina Nacional de Semillas (Oficina Nacional
de Semillas, 2020; SEPSA, 2023).

Recientemente varios estudios han establecido experimentalmente que hay
relacion entre la inoculacién de microorganismos benéficos, entre ellos Rhizobium
spp. con un aumento en las propiedades nutraceuticas y en la calidad de los frutos
y granos (Dhole etal., 2023; Jiménez-Gomez et al., 2017; Khodaei & Hamidi-
Esfahani, 2019; Platamone et al., 2023; Yildirim et al., 2015).



Para determinar la calidad alimentaria del frijol se evaluan variables como el
contenido de proteina, la presencia de minerales en el grano (Aguilar et al., 2024),
el contenido de polifenoles (Yang et al., 2018) y la capacidad de imbibicidén, que se
refiere a la capacidad de la membrana del grano para absorber agua e iniciar los
procesos metabodlicos que estimulan el desarrollo del embrion (Hershey, 1998;
Upretee et al., 2024).

Si bien se ha trabajado en la relacién simbidtica del frijol — Rhizobium spp. y
su efecto positivo sobre el rendimiento, se desconoce su efecto sobre la calidad del
grano en relacién con el contenido de polifenoles y el tiempo de imbibicién, de ahi

la necesidad de realizar este estudio.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de dos cepas de Rhizobium pp. sobre la promocion de
crecimiento, y calidad nutricional del grano de frijol comun (Phaseolus vulgaris L) en

las variedades Guaymi negro y Cabécar rojo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar 20 cepas de Rhizobium pp. de acuerdo con su tolerancia
a condiciones de acidez, temperatura alta, salinidad y aluminio in vitro.

2. Evaluar a nivel de invernadero el efecto de la inoculacion de dos cepas
de Rhizobium spp. sobre la promocion de crecimiento en las
variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L) Guaymi negro y
Cabécar rojo.

3. Determinar la calidad nutricional del grano (contenido de polifenoles
totales, capacidad de imbibicién y contenido de proteina) en las
variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L) Guaymi y Cabécar,

inoculadas con las cepas de Rhizobium spp. seleccionadas.



MARCO TEORICO

Importancia nutricional del frijol

El frijol, debido a su contenido de proteina, fibra y compuestos bioactivos,
contribuye a la seguridad alimentaria en los sistemas agroproductivos (Uebersax
et al., 2023). De acuerdo con el Common Bean Observatory, (2023), para el aiho
2021 el frijol se fij6 como el alimento numero seis en importancia debido a su aporte

proteico.

La produccién nacional de frijol reportada para la temporada 2023-2024 fue
de aproximadamente 12,444 Tm, lo que representa una disminucién del 5,6 % en
comparacion con la temporada 2022-2023. En cuanto al area sembrada, esta se
estima en 15,765 ha, lo que equivale a una reduccion del 13,7 % respecto a la
temporada 2022 - 2023. Segun el Boletin Estadistico Agropecuario N.° 34 (SEPSA,
2024).

El consumo de frijol en Costa Rica ronda los 37, 5 gramos per capita, con un
aumento en las zonas rurales de hasta 46,8 gramos (Rodriguez-Gonzalez &
Fernandez-Rojas, 2015). Para el afno 2018, segun una encuesta realizada por el
Ministerio de salud de Costa Rica, el consumo en personas adultas rondé los 31,6

gramos por dia (Caravaca Rodriguez & Madrigal Meneses, 2018).

En cuanto a la calidad nutricional, el contenido de proteina cruda del frijol
costarricense oscila entre un 16 al 27%, situandose como un alimento de gran
importancia nutricional en la dieta de la poblacion (Mencia Guevara et al., 2021),
este importante aporte de proteina, aunado su aporte de hierro no heminico, es
parte de la importancia nutricional que sustenta, y toma en consideracion el
Reglamento Técnico: RTCR:384: Frijol En Grano No 32149, (2005) para promover

la comercializacién de frijol en Costa Rica.

Sin embargo, los programas de mejoramiento genético llevados a cabo
durante las décadas pasadas se enfocaron mas en rendimiento que en la calidad

nutricional respondiendo a las demandas de su tiempo, lo que provocd en muchos



productos vegetales un efecto de dilucion de nutrientes y compuestos bioactivos
(Davis, 2009; Mayer, 1997; Prohens et al., 2016), un ejemplo de esto son los acidos
fendlicos debido a su efecto en el color de los productos vegetales y las tendencias
del mercado dirigidas hacia un color particularmente comercial (Kaushik et al.,

2015). Este un problema que este estudio busca abordar.

Simbiosis Rhizobium-frijol

La familia Rhizobiaceae estd conformada por bacterias de los géneros
Agrobacterium, AlloRhizobium, Ensifer (=SinoRhizobium), NeoRhizobium,
ParaRhizobium, Rhizobium, and Shinell (Klepa et al., 2024) que establecen una
relacion simbidtica, especialmente con el grupo de las leguminosas (Fabacea),
dentro de las que destacan plantas de importancia agricola como la soya, frijoles,

mani, entre otras (Untergasser et al., 2009).

El género Rhizobium esta constituido por bacilos gran negativos (Garabato,
2018) pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, a la fecha se han descrito 95
especies (LPSN, 2025) siendo R leguminosarum. R. etli, R. tropici y R. phaseoli las
que nodulan el frijol (Aserse et al., 2012; Terezinha Moura et al., 2023; P. Van
Berkum & Eardly3, 1996). Estas bacterias aportan nitrégeno a las plantas por lo que
constituyen una parte importante de la produccion agricola de granos basicos
(Velasco-Jiménez et al., 2020), tomando en cuenta que el contenido de nitrogeno
es una de las mayores limitantes en la produccion (Meyerholt et al., 2020; Y. P.
Wang et al., 2010).

A grandes rasgos Rhizobium spp. obtiene la energia necesaria para realizar
la fijacion de nitrégeno directamente de los fotoasimilados de la planta huésped (Ke
& Wang, 2024; Paredes, 2013) y la planta obtiene nitrégeno de los nédulos,
transferido a través del xilema (Bidwell, 1979; Garza-Aguilar et al., 2024).

En el caso del frijol la inoculacion con Rhizobium pp. se traduce en una
mejora de las cosechas (Cantaro-Segura et al., 2019; Hurtado et al., 2019), en el

rendimiento y crecimiento de la planta (Lapa-Unocc et al., 2024), en aumento en el



numero de semillas por vaina, numero de vainas por planta, materia seca total, peso

de 100 semillas, entre otras variables agrondmicas (Yadegari et al., 2008).

En un ambiente deficiente en nitrogeno, el establecimiento de la simbiosis se
inicia cuando la leguminosa secreta flavonoides e isoflavonoides hacia la rizosfera,
los rizobios perciben estas sefiales y activan la produccién de genes nodD, que
actuan como factores de transcripcion al controlar la expresion de genes
involucrados en la sintesis de los factores Nod; las respuestas a estas sefiales
dependen de cada cepa, y, por lo tanto, determinan su especificidad (Via et al.,
2016).

Adicionalmente, las plantulas de frijol liberan mediante exudados radicales,
compuestos tales cdmo azucares, aminoacidos, nitrégeno, fésforo, potasio y
magnesio, que promueven el desarrollo de Rhizobium spp. (Kato et al., 2012).
Ademas, algunas practicas agronémicas como la labranza minima mejoran la
diversidad genética de las poblaciones de Rhizobium spp. en el suelo (Hungria &
Vargas, 2000).

La primera barrera en el establecimiento de la simbiosis esta dada por la
epidermis de la raiz, en donde los pelos radiculares juegan un papel central en
facilitar la entrada de la bacteria (Oldroyd & Downie, 2008). En Phaseolus vulgaris
el primer signo de la infeccion es un encorvamiento de los pelos radiculares seis a
nueve dias después de la inoculacion y al ser tratados con azul de tolouina se
aprecian de color rojo brillante, en contraste, con los pelos radiculares no infectados

que se observan de color azul (Baird & Webster, 1982).

Una vez que la bacteria ha ingresado a través de la pared de los pelos
radiculares de la planta, se forma un corddn de infeccion tubular que dirige a las
bacterias a medida que ingresan en las células hospedantes, hasta llegar a la
corteza de la raiz donde cesa la sintesis de pared o es degradada para liberar a la
bacteria en las células que formaran el nédulo (Calvo Garcia, 2011).En el caso del
frijol y la soya, los nddulos crecen en forma esférica, afuera del cértex (Larrainzar

et al., 2020) y, ademas, presentan un ciclo de actividad limitado ya que entran en



senescencia y pierden el meristemo central y su habilidad para infectar (Popp & Ott,
2011).

Mandal et al., (2009) encontraron que el contenido de acidos fendlicos
presentes en plantas con nédulos fue 1,6 mayor que en plantas sin nédulos, esto
sugiere que los acidos fendlicos pueden servir como estimulador para la produccién
de acido indol butirico (AlA) durante la simbiosis, cabe destacar que la produccion
de AIA por parte de Rhizobium ha sido detectada en medio de cultivo, por lo que
esta fitohormona podria tener un papel en la simbiosis (Atzorn et al., 1988; Baba
et al., 2015; Datta & Basu, 2000), ya que se ha comprobado que tanto el AIA como

los polifenoles mejoran la actividad de la nitrogenasa (Dangar & Basu, 1992).

Los compuestos fendlicos actian como sefializadores durante el inicio de la
simbiosis que da lugar al establecimiento de Rhizobium spp. (Mandal et al., 2010).
Ademas, se han relacionado con un incremento en el contenido de componentes
energéticos de reserva en los nodulos y la actividad de la leghemoglobina (Dhir
et al., 1992), una proteina vinculada con la simbiosis (Cutting & Schulman, 1971)
cuya principal funcion es el transporte de oxigeno desde el citosol de las células
infectadas hacia el centro de fijacién bioldgica en concentraciones compatibles con
la actividad de la nitrogenasa (Appleby, 1992; Meilhoc et al., 2025; Rocha et al.,
2025; L. Wang et al., 2019).

Factores que determinan el establecimiento de Rhizobium spp

Las bacterias del género Rhizobium deben, antes de establecer la simbiosis
con las leguminosas, ser capaces de colonizar el suelo y competir con otras cepas
por su sitio en la rizosfera. Las bacterias deben sobrevivir a factores bidticos y
abidticos como la temperatura, la humedad, la acidez del suelo (Fernandes et al.,
2017; Tang, 1986; Yeremko et al., 2025), entre otros.



Temperatura

Por su parte, la temperatura del suelo influye sobre el desarrollo de la bacteria
y el establecimiento de la relacion simbidtica (Sindhu et al., 2020). En términos
generales, la simbiosis Rhizobium — leguminosa es afectada por temperaturas
mayores a 36 °C, por lo que a temperaturas menores mejores se obtienen mejores
resultados en cuanto a peso seco de la planta, sin embargo, se han evaluado
exitosamente cepas de R. leguminosarum con una tolerancia de hasta 39 °C con
capacidad de nodular (Pinto et al., 1998). De manera similar, Kouki et al., (2022)
reportan para cepas de Rhizobium spp, entre las que se incluye la CIAT899, una
temperatura 6ptima de crecimiento de alrededor de 30 °C, sin embargo, la cepa

Ras.JB se clasifico6 como muy tolerante.

Acidez

Los valores bajos de pH estimulan la solubilizacion de elementos téxicos para
las plantas como el AlI*3 o el Mn*3 (Barrientos, 1989; Wekesa, Muoma, et al., 2022a).
Se han encontrado cepas de Rhizobium spp. capaces de tolerar condiciones acidas,
lo que permite una mejor adaptacién de las cepas a las condiciones de campo
(Guerrero-Castro et al., 2018).

En plantas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se ha reportado una
respuesta positiva de la fijacion bioldgica de nitrégeno al encalado (CaCOs), sin
embargo, parece estar mas relacionado a una correcciéon de acidez de suelo (Garcia
et al., 2003). A su vez, la seleccion de cepas tolerantes a la acidez permite el uso

de estas cepas en suelos acidos (Forte et al., 2017).

Adicionalmente, en suelos acidos con altas concentraciones de aluminio se
ven afectadas etapas vitales de la sobrevivencia de Rhizobium spp (Richardson
etal.,, 1988). La sobrevivencia de Rhizobium spp., bajo condiciones acidas se
encuentra mediada por una alta respuesta metabdlica que demanda una gran
cantidad de energia dirigida a la biosintesis de proteinas y aminoacidos (Nilsson

et al., 2021), por lo que es importante la seleccién de cepas tolerantes al aluminio,
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y para realizar tal caracterizacion ha dado mejores resultados el uso de medios de

cultivo liquidos (Segura, 1995).

Fosforo

El fésforo es un elemento esencial para todas las formas de vida (Behera
et al., 2017), sin embargo, la disponibilidad para las plantas es limitada debido a la
fijacion en suelos acidos con 6xidos de hierro (Fe) y aluminio (Al) (Johan et al.,
2021).

La solubilizacién de fosforo en el suelo se genera mediante la produccién de
acidos organicos por parte de algunas cepas de Rhizobium spp., lo que le permite
ala planta, el acceso a las reservas del mineral que de otra forma no podria obtener
debido a que son fuentes insolubles, por lo tanto, inaccesibles para la absorcion
ionica (Ahemad & Kibret, 2014; Beltran Pineda, 2014; Constanza et al., 2014).

El contenido de P inorganico en el suelo tiene relacion con la efectividad de
la nodulacion (Castro etal., 1993; Edwards et al., 2006; Kleinert et al., 2014;
Sulieman et al., 2013; M. Zheng et al., 2016), por lo que se recomienda un aporte
de P20s en dosis de 40 a 80 Kg - Ha' con el fin de favorecer la nodulacion y algunos
valores cuantitativos de produccién como el peso seco total e individual de ndédulos

y variables cualitativas como la aparicién de nodulos rojos (Figueroa, 2011).

Una técnica para la seleccién de microorganismos solubilizadores de fésforo
debe de contemplar la acidez del suelo, y tomar en cuenta los principales complejos
del fésforo presentes en el suelo, ya sea en fosfatos de calcio para suelos alcalinos,
o fosfatos de hierro y aluminio en suelos acidos, estos ultimos, podrian ser aun
menos solubles que el fosfato tricalcico en el suelo debido a las muchas
interacciones que se generan en el espacio edafico (Bashan et al., 2013; Sharma
et al., 2013).
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Solubilizacién de hierro

La deficiencia de hierro disminuye el crecimiento de la planta huésped y la
nodulacién (Abdelmajid et al., 2008; Slatni et al., 2008), a pesar de que el Fe*3 es
abundante en la corteza terrestre, su baja solubilidad lo hace poco disponible para
las plantas, por lo tanto, algunos microorganismos como Rhizobium spp. se han
adaptado para producir compuestos de bajo peso molecular conocidos como
sideroforos, que presentan una gran afinidad por el Fe*3 (Hider & Kong, 2009) para
suplir la sintesis de proteinas contenedoras de hierro, incluyendo la altamente

demandante leghemoglobina (Brear et al., 2013).

La principal funcién de los sideroforos es quelatar el Fe *3 y hacerlo disponible
para la absorcion de las plantas (Ahmed & Holmstrom, 2014). La produccion de
siderdforos es una forma en que las bacterias del suelo influyen de manera positiva
sobre el crecimiento de las plantas (Aguado-Santacruz et al., 2012; Antoun et al.,
1998).

La deteccion de sideréforos en cepas de Rhizobium spp. se ha realizado con
éxito utilizando Cromo Azurol Sulfanato (CAS) y se basa en la accién quelante de
los sideroforos y su reaccidon con el agar CAS, produciendo un complejo CAS -
férrico que decolora el medio (Dhul et al., 1998) formando un halo anaranjado
alrededor de las colonias (Blanco & Castro, 2021; Louden et al., 2011; Ogutcu &
Avsar, 2020).

La produccién de sideroforos se puede relacionar a una nodulacion efectiva
debido a que la planta requiere de hierro para sus funciones y, como ya se ha
mencionado, este se encuentra de forma insoluble en la corteza terrestre (Carson
et al., 1992; M. Li et al., 2023; Y. Li et al., 2024; Rahimi et al., 2020).

Salinidad

La salinizacion del suelo constituye un problema global creciente que
amenaza la productividad de los sistemas agricolas. Estudios recientes estiman que

aproximadamente el 30% de las tierras cultivables podrian perderse durante esta
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década debido al incremento en la concentracion salina. Las proyecciones a 25
afios son aun mas alarmantes, sugiriendo que hasta el 50% de los suelos arables
podrian verse afectados por este fendmeno (Corwin, 2021; Eswar et al., 2021; A.
Singh, 2022).

En cuanto a la fijacion biolégica de nitrégeno, la salinidad interfiere en el
proceso de intercambio de sefales entre hospedero y Rhizobium spp., durante la
simbiosis (Miransari & Smith, 2009; Oldroyd & Downie, 2004), sin embargo, se
reporto que la la inoculacion con Rhizobium spp. mantuvo estable la concentracion
de los iones Na* y K* tanto en raices como en brotes durante periodos de estrés por
salinidad, lo que se perfila como un mecanismo importante que ayuda a mediar la
salinidad de los suelos (Alinia, Seyed, et al., 2022), ademas de sintetizar enzimas
que ayudan a proteger los nodulos del daio oxidativo producido por la salinidad
(Zahran, 1999).

Se reporté de forma inicial que la formacion de nodulos se ve reducida bajo
condiciones salinas de hasta 0,2% de NaCl, observaciones mas detalladas
mostraron que los pelos radiculares de las plantas no presentaron las caracteristicas
tipicas del inicio de la formacién de nodulos (Lakshmi-Kumari et al., 1974). Sin
embargo, mas recientemente se han reportado cepas de Rhizobium leguminosarum
y Rhizobium meliloti con tolerancia a un amplio rango de condiciones de salinidad
(Alinia, Kazemeini, et al., 2022; Bertrand et al., 2020; Franzini et al., 2019). En Costa
Rica las caracterizaciones de suelos en la provincia de Guanacaste apuntan a que
la salinidad es una amenaza latente en la provincia (Oca et al., 2016) de manera
que, seleccionar cepas que se adapten a tales condiciones confiere una ventaja
para la sobrevivencia de las cepas en el suelo (Aslam et al., 2013; R. Lopez et al.,
1998; Noori et al., 2018). Este problema se hace mas frecuente en zonas agricolas
donde el agua de riego presenta un contenido de sales elevado (Jaiswal et al.,
2018).

A pesar de que la salinidad priva a la planta de agua y nutrientes, se ha
demostrado que la inoculacién con Rhizobium spp., restablece el balance nutricional

en los tejidos vegetales mediante la movilizacién de minerales (Wekesa, Asudi,
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et al., 2022). Los procesos de osmorregulacion varian entre las diferentes cepas de
Rhizobium spp., y depende de las adaptaciones genéticas intrinsecas (Miller &
Wood, 1996; Wekesa, Asudi, et al., 2022) de este modo, la bacteria resulta ser mas
tolerante a la salinidad que la propia simbiosis y que las leguminosas (Tejera et al.,
2004; Zahran, 1999).

Se ha descrito que Rhizobium spp. induce un aumento en la cantidad de
aquaporinas en la planta de frijol, lo que se traduce en un mejor flujo osmético
radicular (Franzini et al., 2019), ademas, la evolucion de la cepa con su sitio de
origen tiene un rol importante para el desarrollo de tolerancia, puesto que las cepas
procedentes de suelos con tendencias salinas tendrian una mejor adaptacion

evolutiva (Singleton et al., 1982).

Parametros de calidad de grano.

Entre los parametros de calidad del grano se encuentra la capacidad de
absorcién de agua denominada imbibicién (Mex-Alvarez etal., 2021) y las
propiedades nutricionales en donde se enlista el contenido de minerales y proteinas
(Fernandez Valenciano & Sanchez Chavez, 2017). Esta ultima ha sido calculada
mediante el método de Dumas que se basa en la determinaciéon de nitrogeno
(mediante Kjeldahl) y, mediante un factor de conversion establecido para cada
alimento se calcula le contenido de proteina (Madrid Concon & Soltess, 1973;
Mederos, 2006).

Polifenoles del grano de frijol

Los compuestos bioactivos de origen vegetal que ejercen efectos
beneficiosos para la salud, mas alla de su valor nutricional basico, se denominan
nutracéuticos (Ulloa etal.,, 2011). Los polifenoles son compuestos quimicos
naturales que se encuentran en las plantas como productos secundarios, en
términos quimicos se trata de sustancias con al menos un anillo aromatico (Watson,
2018).
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El grano de frijol constituye una rica fuente de fitoquimicos (Ganesan & Xu,
2017) con propiedades antioxidantes naturales englobadas en los compuestos
fendlicos, en dependencia del genotipo, el medio ambiente, madurez a la cosecha,
tamano, edad y peso del grano y mostrando un amplio rango de beneficios para la

salud humana (Hosseinian et al., 2017).

El consumo de frijol eleva significativamente los niveles de a-tocoferol en el
plasma sanguineo y, en menor medida, los niveles de y -tocoferol, componentes
con efecto antioxidante que parecen estar relacionados con la prevencion de la
trombosis (Ulloa et al., 2003) y la reduccion del estrés oxidativo ayudando asi a

prevenir enfermedades degenerativas (Ganesan & Xu, 2017).

En frijoles negros se han encontrado 22 componentes fendélicos, ademas de
importantes cantidades de flavonoides, proantocianidinas (ubicadas principalmente
en la testa de la semilla), estos polifenoles son sefialados como los responsables
principales de la actividad antioxidante encontrada en los frijoles negros. El
contenido de polifenoles de los frijoles comunes incluye acidos fendlicos (A. Lopez
et al., 2013; Yang et al., 2018). Sin embargo, es importante aclarar que el color del
grano no puede utilizarse como unico indicador de la concentracién de estos

compuestos (Espinosa-Alonso et al., 2006).

Asi mismo, componentes como las cumarinas, se han ligado con
propiedades anticancerigenas (Jain & Joshi, 2012) y en el alivio del tratamiento por
radioterapia, centrandose en su alta capacidad biolégica y baja toxicidad (Kupeli
Akkol et al., 2020).

El contenido total de polifenoles (TPC) esta relacionado a la capacidad
antioxidante, y estos varian notablemente de un cultivar a otro, por lo tanto, es
importante no generalizar y evaluar cada cultivar por separado (Perez-Hernandez
et al., 2021). Por su parte, Rocha-Guzman et al., (2013) reportan que la capacidad

antioxidante encontrada en los frijoles negros fue la mas alta.

Luthria & Pastor-Corrales, (2006) cuantificaron el promedio total de

polifenoles de 15 variedades de frijol en 31.2 mg/100 g, variando de 19.1 a
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48.3 mg/100 g dependiendo de la muestra, ademas reportan que un 83% del total

de acidos fendlicos se mantuvieron en los frijoles durante el proceso de coccion.

En estudios realizados en el Centro de Investigaciones Agrondémicas
(CIGRAS) (Irias-Mata et al. 2022 comunicacion personal) se encontré que la
variedad Guaymi y la variedad Cabécar presentan altos contenidos de polifenoles.
La variedad Guaymi es de crecimiento indeterminado y con un ciclo de 38 dias a
floracién y de 76 dias para cosecha con un grano de color negro brillante y amplia
adaptabilidad, con un rendimiento promedio de 1 226 Kg - ha™' (Hernandez Fonseca,
2009), se reporta una resistencia media a la mustia hilachosa y a la mancha angular
(Estrada Garro, 2013). Por su parte la variedad Cabécar presenta un ciclo a floracién
de 35 -39 dias y a cosecha de 72 — 75 dias y un grano color rojo claro de gran valor
comercial debido a que las evaluaciones realizadas mostraron un buen
comportamiento agrondémico en variables como: resistencia a enfermedades y
tolerancia a altas temperaturas, ademas, se reporté un rendimiento promedio de 1
033 Kg - Ha -' y un maximo de 1 935 Kg - Ha -! (Hernandez Fonseca, 2009). Esta
variedad mostré su mejor potencial en condiciones de época seca y altas
temperaturas en Cafas Guanacaste (Araya Villalobos & Hernandez Fonseca,
2007).

En el cultivo de Vicia fava L. se reporté que la cantidad de polifenoles totales
se vio estimulada por la inoculacion con Rhizobium leguminosarum bv. viciae
(Abdelkhalek et al., 2022) y que estos se acumulan principalmente en los granos
(Amalfitano etal.,, 2018). Ademas, se ha comprobado que el contenido de
polifenoles en raices de Vigna mungo con nodulacion, es mayor que en las raices
que no fueron inoculadas (Mandal et al., 2009), resultados simulares se reportan en
mani Arachis hypogaea L. (Chakraborty et al., 2008), en este mismo cultivo, la
inoculacién con Rhizobium spp. incrementd significativamente el contenido de
polifenoles tanto en las raices como en los brotes (Charitha Devi & Reddy, 2002).
Se desconoce si la inoculacion con Rhizobium spp. afecta el contenido de

polifenoles en las variedades Guaymi negro y Cabécar rojo.
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Capacidad de imbibicién del grano de frijol

Se entiende imbibicidon cémo la absorcion inicial de agua por parte del grano
seco durante el proceso de germinacion, que desencadena alteraciones en la tasa
respiratoria y la actividad metabdlica (Azcon-Bieto & Taldn, 2008; Bareke, 2018), a
partir de las proteinas y fuentes de almidon almacenadas (Kikuchi et al., 2006).
Ademas, estimula la sintesis de compuestos fendlicos en el grano (Di Stefano et al.,
2019; Huang et al., 2014; Tajoddin et al., 2014; Tarzi et al., 2012). En este proceso,
la testa del grano juega un rol importante al actuar como una membrana que regula
el paso de agua hacia el interior del grano (Corte et al., 2003; Upretee et al., 2024),
de igual forma, otras estructuras como el micropilo y el hilio también se encuentran

relacionadas (Lechowska et al., 2019; Pérez-Herrera & Acosta-Gallegos, 2002).

La capacidad de imbibicion se encuentra estrechamente relacionada con la
disponibilidad de nutrientes y con propiedades de calidad culinaria como el tiempo
de coccidn, por esto es una caracteristica de mucha valia ((llse de Jager, 2019;
Pérez Herrera et al., 2002; Syanda et al., 2019). Se ha determinado que, a mayor
imbibicion de agua por parte del grano, el tiempo de coccion es menor; esta cualidad
se valora mucho en el mercado y por ello es algo que se busca en los programas

de reproduccién (Syanda et al., 2018; Zamindar et al., 2013).

Cdémo parte del fendbmeno osmético que tiene lugar durante la imbibicion, se
liberan, mediante procesos de lixiviacién y degradacion enzimatica, compuestos no
deseados en la alimentacion, a la vez que se mejora la solubilidad de la fibra (Ikram
et al.,, 2021; Njoumi et al., 2019), este proceso influye de forma positiva en la
disponibilidad de hierro (Cominelli et al., 2022; Petry et al., 2010) y no afecta el

contenido de proteina disponible (Ravoninjatovo et al., 2022).

Una mala imbibicién del grano lleva a un estado de insuficiencia en la
transferencia de calor y como consecuencia se genera un fallo en la inactivacion de
compuestos antinutricionales (Cominelli et al., 2020; Petry et al., 2013; Swanson
et al., 1985; Taiwo et al., 1997). Se definen estos compuestos como aquellos que
afectan o alteran de forma negativa el valor nutricional de un alimento (Elizalde et
al., 2009).
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Proteina

El cuerpo humano esta constituido por aproximadamente por un 15 % de
proteina que se encuentra distribuida en la mayoria de las células del cuerpo y
cumple funciones tan vitales como el transporte de oxigeno o el transporte de
sustancias al interior de las células (Garcia Fernandez, 2018). Las proteinas se
encuentran formadas por unidades denominadas aminoacidos, los cuales tiene un
papel biologico relevante puesto que constituyen las unidades de otras
biomoléculas como algunos neurotransmisores, coenzimas entre otros (Paolo et al.,
2017).

Se pueden sintetizar 11 aminoacidos en el cuerpo a través del metabolismo
intermediario, los cuales se conocen como aminoacidos no esenciales. No obstante,
existen 10 aminoacidos que el organismo no puede producir por si mismo y, por lo
tanto, deben obtenerse necesariamente a través de la dieta. Cuando un alimento
contiene proteinas con todos los aminoacidos esenciales, se considera que es de
alta calidad. (Muntane Coca, 2020). En el caso de las leguminosas, sus granos son
deficientes en aminoacidos sulfurados como metionina y cisteina (Cid-Gallegos et
al., 2023; Rezende et al., 2017) por lo que se recomienda combinarlos con la
proteina procedente de cereales para completar los aminoacidos esenciales

(Jacinto Hernandez & Escudero, 2016).

Saponinas

Las saponinas son un grupo de metabolitos secundarios que se encuentran
en una gran variedad de plantas y presentan una alta diversidad fitoquimica,
representando las dicotiledéneas la principal fuente de triterpenoides y dentro de
ellas, las leguminosas constituyen la principal fuente alimenticia de saponinas
(Greene, 2016; Moses et al.,, 2014; Xu & Chang, 2011). En el frijol comun las
saponinas se concentran en el hilium con una concentracién total estimada de
455,95 mg/100 g que tiende a aumentar hasta dos veces con el remojo hasta un

estimado de 1063,62 mg/100 g, lo que no sucede con las saponinas alojadas en los
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cotiledones que su concentracion disminuye levemente con el remojo desde 6,79
mg/100 g a 5,29 mg/100 g (Guajardo-Flores et al., 2012).

Las saponinas fueron consideradas compuestos anti nutricionales durante
muchos afnos, sin embargo, recientemente se ha despertado el interés en este grupo
debido a sus efectos sobre la reduccion del colesterol, la accion antiinflamatoria,
hepatoprotectora, que actua como prebidtico (Chavez-Santoscoy et al., 2013, 2016;
Chen et al., 2015; Guajardo-Flores et al., 2013; Yao et al., 2014), de poseer efecto
inmunomodulador (Shen et al., 2024) y neuroprotector (Aqib et al., 2023; Greene,
2016).

Las saponinas poseen una gran resistencia al calor lo que les permite
mantener su actividad biolégica aun después de la coccion (Aqib et al., 2023). Se
ha reportado que las principales saponinas presentes en especies de Phaseolus
vulgaris (L) se mantienen constantes después de la coccion mediante métodos
tradiciones, y para el caso especifico de la soya, la saponina mostré un ligero
aumento en su concentracion después de la coccion (Nina et al., 2023). En procesos
industriales de coccidn de frijol los datos muestran que las pérdidas de saponinas
pueden variar desde 6,62% hasta el 70,03% dependiendo del tiempo de remojo y
de coccidn (Shi et al., 2009). Se medira el efecto de la inoculacién con Rhizobium
spp sobre el contenido de polifenoles del grano de frijol puesto que se conoce poco

al respecto.



19

METODOLOGIA

Ubicacion

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Agricola del
Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA) y en el Laboratorio de Biotecnologia
del Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad

de Costa Rica.

El trabajo se dividio en tres etapas: 1. Seleccion de dos cepas 2. Efecto de
las cepas en la promocidn de crecimiento. 3. Efecto de la inoculacién de Rhizobium

spp sobre la calidad del grano de frijol.

Seleccion de dos cepas de Rhizobium spp.

Se realizé una seleccion de cepas con base en sus caracteristicas de
sobrevivencia bajo diferentes condiciones abidticas. La caracterizacion de las cepas
se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Agricola, para ello se analizaron 20
cepas de Rhizobium spp., con base en la capacidad de las cepas para tolerar
diferentes condiciones de salinidad, temperatura y pH de acuerdo con Kouki et al.,
(2022), ademas se determind el crecimiento a diferentes concentraciones de
aluminio (Richardson et al., 1988) la capacidad de solubilizacién de P (Nautiyal,

1999) y de produccién de siderdéforos.

De las 20 cepas de Rhizobium spp., 18 se tomaron de la coleccion del
Laboratorio de Microbiologia Agricola (LMA) que fueron liofilizadas en el afio 1987
en viales de vidrio, el nUmero se completd con 2 cepas provenientes de nddulos de
Mucuna sp (CR4020) y Sesbania sp (CR4021). Las cepas se reconstituyeron con
agua desionizada estéril y se rayaron en el medio agar levadura manitol con rojo

Congo (Anexo 1).
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Tolerancia a diferentes condiciones de la salinidad.

Se determind la capacidad de las cepas para crecer a diferentes
concentraciones de NaCl mediante inoculacion de las cepas de Rhizobium spp., en
el medio agar levadura manitol (ALM) suplementado con 25, 50, 75y 100 mM NaCl
(Anexo 1). Cada plato se dividio en 4 secciones en cada una de ellas se inocul6 una
de las cepas, con tres repeticiones en platos diferentes. Los platos se incubaron a
temperatura ambiente por tres dias. Se evalué el crecimiento mediante una escala
visual de 0 a 4 en donde 0 es ausencia de crecimiento y 4 es un crecimiento

completo a través de la linea de rayado.

Tolerancia a diferentes condiciones de pH.

Las diferentes cepas se cultivaron durante 72 horas en platos de ALM con
rojo Congo. Se preparé medio de ALM mas purpura de bromocresol (Anexo 1) con
un pH ajustado a 5,5 utilizando HCI 1M y medio ALM ajustado a un pH 8 usando
NaOH 1M. Cada plato se dividié en 4 secciones en cada seccion se inoculd por
picadura una de las cepas, con tres repeticiones en platos diferentes. Los platos se
incubaron a temperatura ambiente y el crecimiento se evalué a los 8 dias de

inoculados utilizando una escala visual previamente descrita.

Sobrevivencia a diferentes temperaturas.

Se dividieron los platos de ALM con rojo Congo en 4 secciones y se inoculd
por triplicado una de las cepas en cada seccién. Los platos inoculados se incubaron
a 25°, 30°, 35° y 40°C durante tres dias y el crecimiento se evalué a los 8 dias con

una escala visual ya descrita.

Presencia de sideréforos

Se determiné la capacidad de las cepas de producir sideréforos de acuerdo

con la metodologia descrita por Milagres et al., (1999).
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Las cepas se inocularon en platos de medio de cultivo que contenian en una
mitad el medio ALM y en la otra el medio CAS BLUE (Anexo 1). La presencia de
sideroforos se determind midiendo el avance de cambio en el color del medio CAS-
BLUE, partiendo del limite entre los dos medios. El cambio de color se debe a la
remocion del hierro del complejo Fe-CAS por los sideréforos producidos por las
bacterias, o que ocasiona un viraje de azul a tonos anaranjados (Alexander &
Zuberer, 1991).

Solubilizacién de P

La solubilizacién de P por parte de las cepas de Rhizobium se determind
utilizando tres medios de cultivo con fuentes diferentes de P (Anexo 1). El medio
agar Pikovskaya (Pikovskaya, 1948), el medio descrito por Osorio & Habte (2001) y
el medio descrito por Gadagi & Sa, (2002) como medio base modificado (Anexo 1).
El medio Pikovskaya utiliza como fuente de fésforo insoluble el Cas(PQOa4)2 (Singh
et al., 2014), y la capacidad de solubilizar fosfatos se visualiza por la formacion de
un halo transparente alrededor de la colonia (Sigma-Aldrich, 2013). Por su parte el
medio desarrollado por Osorio & Habte (2001) utiliza roca fosférica como fuente de
fésforo y verde de bromocresol como indicador de pH (Silva et al.,, 2001), la
solubilizacion de P se detecta mediante la formacion de un halo amarillo alrededor
de la colonia. Finalmente, con el medio base modificado (Gadagi & Sa, 2002) se
determind la solubilizacion de fosfatos de hierro y aluminio mediante el cambio de
color de azul a anaranjado alrededor de la colonia (Gadagi & Sa, 2002; Reyes et al.,
1999). El ensayo se realiz6 por triplicado y en cada plato se inoculdé con una gota
de 10 pL de una suspension de cada cepa. La suspension se prepard a partir del

crecimiento de tres dias en el medio ALM con rojo Congo a temperatura ambiente.

Tolerancia a diferentes concentraciones de Al3*

La tolerancia a diferentes concentraciones de aluminio se realizé de acuerdo
con la metodologia descrita por Castillo et al., (2008). Se preparé caldo levadura

manitol y se le adiciond una solucién de AICl3 6-H20 1000 uM en dosis equivalentes
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a 22,3 uM Al, 44,7 yM Al y 67,0 uM Al, se utilizdé AICIz - 6 H20 como fuente de
aluminio y todos los medios de cultivo suplementados con Al se llevaron a un pH de
5,5 utilizando HCI 1M (Anexo 1).

Determinacion del tiempo de ensayo.

Para determinar el tiempo adecuado para medir la absorbancia se realizé un
bioensayo con la cepa CIAT899 como referencia. Se utilizaron tubos conicos con
caldo levadura manitol (CLM) con los tres niveles de aluminio y se realizaron tres
repeticiones para cada concentracién. Se midié la absorbancia a las 24, 48 y 72
horas, seleccionandose como tiempo Optimo aquel en el que no se observd

crecimiento irregular de las bacterias (formacién de hilachas en el medio de cultivo).

Evaluacion del crecimiento en diferentes concentraciones de Al de 20 cepas de

Rhizobium

Una vez elegido el tiempo de lectura, se evalud el crecimiento de las 20 cepas
en las concentraciones 0 uM Al, 2,3 uM Al, 44,7 uM Aly 67,0 uM Al. Para cada cepa
en estudio se utilizé un disefio experimental completamente al azar con los

siguientes tratamientos: cuatro niveles de aluminio y tres repeticiones.

Se prepard una suspension de cada una de las cepas de Rhizobium spp.,
con el estandar N° 5 del Nefelémetro de Mac Farland y se procedi6 a inocular los
diferentes caldos de cultivo con 30 uL de la suspension. Los tubos asi inoculados
se incubaron a 28 °C con agitacion constante a 120 rpm por 48 horas (segun los

resultados del primer bioensayo), y se determiné la absorbancia a 610 nm.

El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la ecuacidon 1 Wekesa,
Muoma, et al., (2022) y se calcul6 para cada tratamiento, se tom6 como control el

crecimiento de la bacteria en caldo levadura manitol (CLM) sin aluminio.

Ecuacion 1. Calculo del porcentaje de inhibicion.

Absordancia del tratamiento

% inhibicion: (1 —

)><100

Absordancia del control
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Concentracion de Rhizobium a las 48 horas

Se repitio el ensayo para las dos cepas que presentaron el mejor indice de
seleccion, y con el objetivo de cuantificar la cantidad de células viables se tomé a
las 48 horas de incubacion 1 mL de cada uno de los cultivos bacterianos y se realiz6
un recuento en plato por la técnica de diluciones seriadas para las 4
concentraciones de Al. Los resultados se reportaron en unidades formadoras de

colonias (UFC) por mililitro (mL).

Capacidad de formar nddulos en las variedades utilizadas

Para determinar si las cepas en estudio eran capaces de formar ndédulos se
utilizaron bolsas de crecimiento (Figura A.2.1, Anexo 2) segun el procedimiento
descrito por CIAT, (1988). A cada una de las bolsas de crecimiento se les afiadio 40
mL de solucion nutritiva libre de nitrégeno y se llevaron a la autoclave a 121 °C por
15 minutos. En las bolsas se colocaron dos semillas previamente pregerminadas de
las variedades Guaymi y Cabécar proveidas por el CIGRAS. La preparacion de las
semillas se realizd siguiendo la metodologia de Vidal Fernandez, (2012). Las
semillas, dentro de la cdmara de flujo laminar, se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 3% por 2 minutos, una vez transcurrido el tiempo se lavaron
tres veces con agua desionizada estéril y se trasvasaron a un recipiente con alcohol
etilico al 95 % por un minuto, luego se lavaron con agua desionizada estéril una vez.
Cuando las semillas estuvieron secas, se colocaron en beakers estériles con medio
agar agua al 1% para su germinacion, en condiciones de temperatura ambiente y
oscuridad durante 48 horas (Fernandez-Flouret & Cleyet-Marel, 1988). Las semillas
pregerminadas sin contaminacion visible fueron transferidas a las bolsas de
crecimiento estériles que contenian solucion nutritiva libre de nitrégeno Broughton
y Dillworth (Somasegaran & Hoben, 1994) ajustada con NaOH (1 N) a un pH entre
6,6 a 6,8 y utilizada a razon de 5 mL de cada una de las soluciones en 10 L de agua

(Anexo 2). Se adicion6 solucion nutritiva a la bolsa segun fuera necesario.

Se procedié a preparar una suspension de cada una de las cepas de

Rhizobium spp., con el estdndar N° 5 del Nefelometro de Mac Farland y se
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inocularon las semillas pregerminadas en cada bolsa de crecimiento (Figura A.2.1,
Anexo 2) con 5 mL de la suspension. Para cada cepa se hizo un recuento viable
para determinar la cantidad de UFC presentes en la suspension. El experimento se
cosecho a los 15 dias de sembrado. Se evalué si las cepas fueron capaces de

nodular las dos variedades

indice de seleccion

Para la seleccion de las dos cepas de Rhizobium spp., se fue puntuando cada
variable segun se detalla en la Ecuacion 2, con el fin de calcular un indice basado
en el aporte de cada una de las pruebas. Para esto se dividié los datos obtenidos
por cada cepa entre el valor maximo posible de cada prueba, de forma que cada

prueba aporta un valor de 1 al total del indice.

Ecuacién 2. Calculo del indice de seleccion para las cepas de Rhizobium

Spp.,

Y. del valor obtenido por cada cepa

Indice de seleccion =
ndice de seleccion Valor maximo posible para la prueba

Promocioén de crecimiento

Para determinar el efecto de las dos cepas que presentaron el mejor indice
de seleccidn sobre el crecimiento de plantas de frijol de las variedades Cabécar y
Guaymi se establecié un experimento en el invernadero del laboratorio de

Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agronémicas.

Las semillas de las variedades Cabécar y Guaymi fueron provistas por el

CIGRAS de un mismo lote con el fin de reducir la variabilidad.

Se prepar6 caldo de levadura con manitol en botellas de vidrio de 1 L, se
autoclavaron a 121 °C durante 30 minutos y se inocularon con las cepas,

previamente sembradas en platos Petri con agar levadura manitol tres dias antes.
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Las botellas inoculadas se llevaron a la incubadora a una temperatura de 28 °C con
agitacion constante de 150 rpm por 24 horas. A cada botella con el indculo
respectivo, se le realizd un recuento en plato para obtener la concentracion 24 horas

después de inoculadas.

Se utilizé un suelo procedente de una zona boscosa de Coronado, San José,
Costa Rica. El suelo se esterilizo en la autoclave dos veces a 120°C por una hora y
se dejo reposar por una semana para evitar problemas de toxicidad. En el Cuadro
A.3.1 se presentan los resultados del analisis quimico del suelo, antes y después
de autoclavar. Se llenaron macetas de 4 L de capacidad, se sembraron 5 semillas
de frijol de las variedades Cabécar y Guaymi y a la semana se procedio a ralear a
dos plantas por maceta. La inoculacion se realizé al momento de la siembra segun

cada tratamiento.

Se midié a los 30 dias el contenido de clorofila mediante las unidades SPAD
y al inicio de floracién se procedié a cosechar en ensayo y a medir peso fresco y
seco de la parte aérea y raiz. Ademas, una muestra de tejido foliar se llevé al

Laboratorio de Suelos y Foliares de la UCR para un analisis quimico completo.

Efecto de la inoculacion de Rhizobium spp sobre la calidad del grano de frijol.

Se evalud el efecto de la inoculacién de las dos cepas que presentaron el
mejor indice de seleccion sobre la calidad del grano de frijol de las variedades
Cabécar y Guaymi, para ello se establecié un experimento en el invernadero del

laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agrondmicas.

Se utilizé un disefo irrestricto al azar, la unidad experimental consistié en una
maceta con dos plantas de frijol, se usaron tres repeticiones. Para cada variedad
se establecieron los siguientes tratamientos: T1 (899), T2 (CR4019B), T3 (899 +
CR4019B), T4 (control sin inocular con fertilizacién con urea a una dosis de 150 kg
- Ha -1) (Acufa & Castro, 1996) y T5 (control sin inocular y sin fertilizacion

nitrogenada).
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Las semillas de frijol de las variedades Cabécar y Guaymi fueron inoculadas
con 10 mL de una suspension de bacterias 108 UFC - mL™" por maceta en la forma
previamente descrita y se colocaron en macetas de 4 L, cada maceta corresponde
a una unidad experimental. En cada maceta se sembraron 5 semillas, a los 15 dias

se realiz6 un raleo a dos plantas por maceta.

Todos los tratamientos con Rhizobium spp. se les suministro P20s5 a una
dosis de 100 Kg - Ha -' (Acufia & Uribe, 1996) y 70 Kg - Ha ' de K205 (Acuiia &
Castro, 1996) para todas las enmiendas se basaron en una densidad de 170 000

plantas por hectarea (Mora et al., 1998).

A los 90 dias ya las plantas se encontraban en vainas, las cuales se dejaron
secar en la planta por dos semanas. Se cuantificé el contenido de polifenoles

solubles e insolubles, contenido de saponinas, proteina, y el tiempo de imbibicién.

La determinacion de polifenoles se basé en el trabajo de Lux et al., (2020) y
se realiz6é en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro para Investigaciones en
Granos y Semillas (CIGRAS).

Para la extraccion de polifenoles solubles se pesaron 100 mg de frijol molido,
se adicionaron 3 mL de metanol (80% v/v) y se homogenizé la suspension en el
bafio ultrasénico 2 x 30 segundos. Posteriormente se llevo a la centrifuga a 1718 xg
por 10 minutos. Se colectd el sobrenadante y se extrajo el precipitado 3 veces mas
con 2 mL de metanol (80% v/v). Los sobrenadantes colectados se evaporaron al

vacio.

Para los polifenoles insolubles, se tomd el precipitado remanente de la
extraccion anterior y se suspendié de nuevo en 2 mL de NaOH (2 mol - L. Se
colocé en agitacion por 4 h a 20 °C. Posteriormente se acidificé la solucion con HCI
(6 mol - L") a pH 2, se afadié 2 mL de agua ultrapura y se procedio a realizar una
extraccion liquido-liquido con 3 mL de acetato de etilo; esta extraccion se realizd
por duplicado. Las fracciones de acetato de etilo colectadas se evaporaron al vacio.
Las mediciones se realizaron en el UHPLC acoplado a un espectrometro de masas

de triple cuadrupolo (Thermo Scientific, Ultimate 3000, TSQ Endura), siguiendo un
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método cromatografico ya descrito (Ledn-Cortés et al., 2025). Se identificaron los
polifenoles comparando el perfil de ionizacién y tiempos de retencién de los
compuestos con la base de datos espectral de los polifenoles disponible en el
equipo; y para cuantificar cada polifenol identificado, se emplearon las curvas de
calibracion correspondientes, utilizando como referencia los materiales

proporcionados por el CIGRAS para cada compuesto.

La extraccion de saponinas se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia
empleada por Sanchez et al., (2018). Se tomé6 0,5 gramos de muestra, se le
adicion6 5 mL de metanol 80% y se coloco en el bafio ultrasénico por 5 minutos.
Para eliminar el metanol, la muestra se evapord en condiciones de vacio en una
centrifuga evaporatoria al vacio (SpeedVac) durante 8 horas a 15 psi. El extracto se
suspendié en 1 mL de agua destilada, se le adicioné una alicuota de 200 pL de
acetona, se llevo a la centrifuga a 2500 rpm durante 15 minutos y se separé el

sobrenadante.

Para determinar la concentracion de saponinas se utilizoé el método empleado
por Dini et al., (2009). Se tomd 0,1 mL del sobrenadante de la operacién anterior,
se le anadié 1 mL de acido sulfurico al 72% y 0,5 de vainillina al 8% en etanol y se
incubo a 60°C durante 20 minutos. Una vez fria la muestra, se midio la absorbancia
a 544 nm y se estimd la concentracion de saponinas mediante el coeficiente de
extincion molar de la soyasaponina B (¢ = 5278) (M. Sanchez, comunicacion

personal, 25 de setiembre de 2024).

En cuanto a la determinacion del tiempo de imbibicion se utilizé el método
descrito por Bolafios-Silvestre (2014). Se tomaron 12 granos de frijol al azar, se
colocaron en platos Petri y se les afiadié 50mL de agua desionizada. Se dejaron en
un lugar lejos de la luz solar directa por 18 horas, posterior a esto, se dren¢ el agua
y se colocaron en papel toalla para eliminar el excedente de agua. Cada una de las
muestras se peso para medir la cantidad de agua absorbida.

Para determinar el contenido de proteina se cuantificé la cantidad de
nitrdgeno total mediante el método Kjeldahl en el Laboratorio de Suelos y Foliares
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del CIA-UCR y se transformé a contenido de proteina cruda multiplicando por 6,25

(Bolafios Silvestre, 2014; Jacinto-Hernandez et al., 2019).

Analisis de datos

Para cada variable se realizé un analisis de varianza y una comparacion de
medias LSD Fisher (alfa = 0.05). Previo al analisis de varianza se comprobd los
supuestos de normalidad mediante prueba Shapiro-Wilk y homogeneidad de

varianzas mediante prueba Bartlett.

Se utilizd un disefo irrestricto al azar, la unidad experimental consistié en una
maceta con dos plantas de frijol. Se usaron tres repeticiones con los siguientes
tratamientos: T1 (899), T2 (CR4019B), T3 (899 + CR4019B), T4 (control sin inocular
con fertilizacion con urea a una dosis de 150 kg - Ha ') (Acuiia & Castro, 1996) y

T5 (control sin inocular y sin fertilizaciéon nitrogenada).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las cepas

Tolerancia a la temperatura

La exposicion de las cepas de Rhizobium spp., a un rango de temperaturas
de 25°C hasta 35°C en medio sdélido ALM, mostré que todas las cepas fueron
capaces de crecer de forma abundante (categoria 3 y 4) (Cuadro A.5.1, Anexo 5),
lo que muestra una gran tolerancia a las diferentes temperaturas por parte de la
mayoria de las cepas (Figura 1), sin embargo, cuando se expusieron a una
temperatura de 40 °C, disminuy6 la abundancia de crecimiento presentando 15 de
la cepas un crecimiento moderado, mientras que las cepas CIAT639, CIAT899,
CR4002B, CR4003B, CR4004B no mostraron ningun crecimiento a esta
temperatura (Figura 1, Cuadro A.5.1).
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Figura 1. Numero de cepas de Rhizobium spp. capaces de crecer a 25, 30, 35

y 40°C incubadas por tres dias en medio agar levadura manitol (ALM).
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Temperaturas de suelo cercanas o superiores a los 35°C pueden alterar la
actividad de la nitrogesasa (Hungria & Vargas, 2000; Piha & Munns, 1987). Ademas,
cuando se superan los 37°C, se han reportado problemas con el desarrollo de la
nodulacién (F. Zhang, 1995).

En medio ALM, la literatura reporta que Rhizobium spp., tiende a reducir su
crecimiento a valores cercanos a 40°C (Eugenia Marquina et al., 2011), lo que
concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion. Sin embargo, en
medio liquido de caldo levadura manitol, se ha reportado que algunas cepas de
Rhizobium spp., han sobrevivido hasta los 45°C (Kumar Patel et al., 2020). Cabe
analizar si las cepas que presentaron crecimiento a temperaturas superiores a 35°C

son capaces de formar nédulos bajo dichas temperaturas.

Tolerancia a la salinidad

El crecimiento de las cepas se vio afectado por la salinidad, observandose
una menor tolerancia al incrementar la concentracién de NaCl. A 23 mM de NaCl el
crecimiento de 15 cepas fue abundante, mientras que solo 2 cepas sobrevivieron a
100 mM (Figura 2). Con respecto al nivel de tolerancia de las cepas, CIAT 899,
CR4014B y CR4019BB crecieron a concentraciones salinas desde los 25 mM hasta
los 50 mM de NaCl (Cuadro A.5.2, Anexo 5). A la maxima salinidad evaluada, las
cepas CR4001B, CR4007B, CR4010B, CR4011B, CR4012B y CR4018B mostraron
una tolerancia media, mientras que las cepas CR4014B y CR4019BB se

identificaron como las cepas con mejor tolerancia a 100 yM de NaCl (Figura 3).

Especificamente, la cepa CIAT 899 presentd un patron de crecimiento
consistente con lo reportado por Fernandez-Aunian et al., (2010), quienes
determinaron su éptimo desarrollo a 50 mM de NaCl y una tolerancia maxima hasta

200 mM, resultados similares a los documentados por Wekesa, Asudi, et al., (2022).
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Figura 2. Prueba de tolerancia a la salinidad de 20 cepas de Rhizobium spp en

medio solido agar levadura manitol (ALM) adicionado con 25, 30, 35y

40 mM de NaCl incubadas a temperatura ambiente durante tres dias.
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Figura 3. Tolerancia a la salinidad de 20 cepas de Rhizobium spp en medio
sélido agar levadura manitol (ALM) suplementado con 25, 30, 35y 40

mM NaCl incubadas a temperatura ambiente durante tres dias.
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Tolerancia al pH

El pH del medio no resulté ser una limitante para el crecimiento de las cepas
de Rhizobium spp. (Figura 4), con las excepciones de la cepa 639 que se mostrd
afectada a un pH de 5,5 y la cepa CR4005B que presentd una reduccion del

crecimiento tanto a un pH de 5,5 como 8 (Cuadro A.5.3, Anexo 5).
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Figura 4. Prueba de tolerancia al pH de 20 cepas de Rhizobium spp en medio
sélido agar levadura manitol (ALM) ajustado a pH 5,5 y 8. Incubadas a

temperatura ambiente durante tres dias.

En particular, la cepa CIAT899 ha demostrado que se encuentra bien
adaptada a los suelos acidos con un pH de hasta 4,5 (Morén et al., 2005). Esto es
importante para el caso de Costa Rica donde la produccion de frijol se concentra en
suelos del orden Ultisol (Hernandez Fonseca, 2009) con intrinsecas caracteristicas

acidas y abarcan un 46,81% del territorio nacional (INTA, 2016).
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Capacidad de solubilizacién de fésforo

El medio en el que una mayor cantidad de bacterias fueron capaces de
solubilizar el fésforo fue el medio de Osorio & Habte, (2001) , seguido por los medios
cuya fuente de fosforo eran fosfatos de hierro, aluminio y por ultimo el medio

Pikoskaya (Figura 5).
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Figura 5. Capacidad de solubilizacion de fésforo de 20 cepas de Rhizobium

spp., en medio soélido incubadas a temperatura ambiente.

Debido a que la fijacion de nitrégeno es un proceso altamente energético que
requiere una alta cantidad de ATP (Bardin et al.,, 1996; Rees et al., 2005), la
capacidad de solubilizacion de P observada en las cepas evaluadas podria
favorecer el establecimiento de la relacion simbidtica con el hospedero (Halder &
Chakrabartry, 1993) por parte de estas bacterias, lo que podria constituir una

caracteristica importante para su uso en los biofertilizantes (Shome et al., 2022).
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Figura 6. Solubilizacion de fésforo en el medio de Osorio et al (2001) (A),

medio con fuente de fosfato de aluminio (B) y de hierro (C).

En el medio Pikovskaya, que utiliza fosfato tricalcico (Cas(PO4)2) como fuente
de fésforo, sélo se hizo evidente la formacion del halo transparente en las cepas
CR4002B, CR4006B, CR4011B, CR4012B, CR4018B y CR4019BB (Figura 7).
Algunas cepas como la CR4014B presentaron crecimiento en el medio Pikovskaya,
sin embargo, no se observd la formacién del halo. Los fosfatos tricalcicos se
encuentran en forma insoluble en suelos con un pH superior a 7 (Bashan et al.,

2013) en donde el fosfato se acompleja con iones Ca?* (Shaheen & Rinklebe, 2018).

r' 2

Figura 7. Capacidad de solubilizacién de fosforo en medio Pikovskaya’'s agar
para la cepa de Rhizobium spp CR4006B. El halo transparente

alrededor de la colonia es indicativo de solubilizacion.
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En cuanto a las diferencias en los resultados entre los medios de Osorio &
Habte, (2001) y Pikovskaya (1948), estas podrian deberse ademas de la fuente de
P, ala fuente de nitrogeno utilizada, ya que el medio Osorio & Habte contiene nitrato
de amonio, mientras que el medio Pikovskaya sulfato de amonio. Se sabe que la
fuente de N influye sobre la capacidad de solubilizacién de P (Reyes et al., 1999),
al respecto algunos microorganismos han demostrado preferencia por el nitrato de
amonio (Seshadri et al., 2004). De esta manera, Batool & Igbal, (2019) en uno de
los pocos trabajos que comparan las fuentes utilizadas en esta evaluacion (NH4NOs
y NH4SO4), concluyen que el nitrato de amonio presentd los mejores resultados de
solubilizacion de P. Ademas, resulta importante mencionar que en el medio de
Osorio & Habteel nitrato de amonio que contiene alrededor de 34%" de N y se utiliza
1 gramo por L, mientras que en el medio Pikovskaya el sulfato de amonio tiene
alrededor de 21%" de N y utiliza la mitad de la cantidad (0,5 gramos por L), lo que
implica una mayor cantidad de N en el medio de Osorio & Habte que en el medio
Pikovskaya lo que podria contribuir a la mayor solubilizacién de P observada en

dicho medio.

Estas fuentes de fosforo inorganico empleadas para determinar la
solubilizacion de P se encuentran ligadas a suelos de pH neutro o alcalinos, lo que
excluye a los suelos acidos, por esto, se recomienda el uso de fosfatos de hierro y
aluminio como fuentes de P para esta evaluacion y como un criterio mas amplio el
uso de varias fuentes de P permite determinar mejor la habilidad de los
microorganismos de suelo para solubilizar diferentes fuentes de fosfato (Bashan et
al., 2013; Garcia Aguilar, 2017).

En lo que respeta a los medios a base de fosfatos de Fe o Al (Figura 6), los
resultados muestran que la mayoria de las cepas disponen de la capacidad para
poder utilizar el fosforo del medio, con la excepcion de las cepas CR4005b, CR4009
y CR4021 (Figura 5, Cuadro A.5.4, Anexo 5). Como se ha mencionado, el fosforo

en los suelos acidos se asocia con el Fe o el Al presente en el suelo.

1 (Giraud Billoud & Lascano, 2020)
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La cepa CIAT899 ademas de su capacidad de solubilizar fosfatos de calcio
en medio sélido, se ha probado su habilidad para solubilizar fosfatos de aluminio
(Al(H2PO4)3) (de Oliveira Mendes et al., 2014) y fosfatos de hierro (Fe PO4. 2 H20)
en medio liquido (Marra et al., 2011) lo que concuerda con los resultados de esta

investigacion (Cuadro A.5.4).

Dado que el fosforo es un elemento de baja disponibilidad en el suelo (Johan
etal., 2021) la capacidad de solubilizacién de P por parte las bacterias de Rhizobium

spp., se vuelve una caracteristica importante (Shome et al., 2022).

Produccion de sideréforos

En lo que respecta a la produccion de sideréforos se encontrd que las cepas
CIAT899, CR4001B, CR4003B, CR4010B, CR4011B, CR4012B, CR4013B vy
CR4019BB (Cuadro A.5.5, Anexo 5) produjeron sideréforos en el medio CAS. EL
mayor viraje del medio se obtuvo en las cepas CR4012B, CR4001B, CR4003B y
CR4010B en orden decreciente de la mejor respuesta hacia la menor. En estas
cepas se observan los tonos rojizos sobre el medio CAS (Figura 8) tal y como lo
menciona Milagres et al., (1999) como resultado de la solubilizacion del hierro
acomplejado, sin embargo, la cepa CR4019BB presentd, ademas, coloraciones
amarillentas que, de igual manera se encuentra ligada con la produccion de
siderdéforos (Ingole et al., 2023; Srimathi & Suji, 2019).

Figura 8. Produccién de sideroforos en cepas de Rhizobium spp., (A =
CR4001B; B = CR4003B; C = CR4010B; D = Plato de referencia sin

inocular).
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La produccién de sideréforos es una cualidad de gran importancia para la
seleccion de microorganismos que presentan potencial como promotores de
crecimiento debido a que generan competencia por el hierro en la rizosfera, lo que
deja en desventaja a otros habitantes de suelo como lo pueden ser microorganismos
fitopatdogenos, de esta manera las bacterias productoras de sideréforos podrian
actuar como controladores biolégicos (Blanco Carrero & Castro Molina, 2021;
Butaité et al., 2017; Contreras-Moreno et al., 2024; Gu et al., 2020; Kimmerli, 2023;
O’Sullivan & O’Gara, 1992; Santoyo et al., 2010).

La produccion de sideroforos esta influenciada por la concentracion de APR*
en el suelo, ya que estos compuestos, sintetizados por Rhizobium spp., tienen la
capacidad de quelatar tanto Fe*" como AP*. Estudios han demostrado que la
formacion del complejo AlI**- sideréforo puede mitigar los efectos toxicos del
aluminio, reduciendo su impacto negativo en los microorganismos y las plantas (Roy
& Chakrabartty, 2000). Se ha reportado que este complejo AI3* - sideréforo puede

disminuir el efecto téxico del aluminio (Rogers et al., 2001).

Tolerancia al aluminio

Definicion del tiempo de cultivo

En el bioensayo realizado para determinar el tiempo adecuado para medir el
crecimiento de las cepas en el medio al que se adicion6 aluminio, se observo que
el cultivo se mantuvo con un aumento de la absorbancia hasta las 48 horas. No
obstante, en la medicion realizada a las 72 horas se observé una gran cantidad de
filamentos por lo que se eligié medir la absorbancia a las 48 horas. Esto concuerda

con el tiempo de medicidn realizado por Wekesa, Muoma, et al., (2022).

La presencia de filamentos puede deberse a que el aluminio tiende a ligarse
al ADN de la bacteria e interferir con el proceso de replicacion celular, lo que seria
un indicativo de sensibilidad al aluminio, el gran aumento en la sintesis de ADN
reportado por Johnson & Wood, (1990) se atribuy6 a un intento de las células de
cepas sensibles por autorepararse e impedir de esta forma la caida en la viabilidad
de las células.



38

Sobrevivencia de las bacterias a la toxicidad por aluminio

A una concentracién de 22.3 pM de aluminio, 18 cepas presentaron una
absorbancia entre 0,6 y 1,0, mientras que a 67 pyM (Figura 9) solo 3 cepas
mantuvieron este rango. En el control sin aluminio, 11 cepas mostraron una
absorbancia >1.0, evidenciando el efecto inhibitorio del aluminio sobre el
crecimiento bacteriano. Destacan las cepas CR4008B, CR4008B y CR4014B, que
a 67 uM registraron las absorbancias mas altas del estudio (Cuadro A.3.6, Anexo

3), identificandolas como las mas resistentes a esta concentracion.
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Figura 9. Sobrevivencia de cepas de Rhizobium spp., a tres concentraciones de

aluminio en medio liquido 22,3 uM, 44,7 yM T3 67,0 uM.

El analisis de susceptibilidad al aluminio (Figura 10) revelé que 15 cepas
presentaron una sensibilidad <40% a 22,3 uM de Al, mientras que la mayoria mostro

un rango de susceptibilidad entre 40% y 70% en todas las concentraciones
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evaluadas; solo 6 cepas alcanzaron una susceptibilidad elevada (70%-100%) a la
maxima concentracion probada (67 uM de Al). El porcentaje susceptibilidad de la
cepa CIAT899 se mantuvo constante entre los 44,7 y 67,0 uM de Al (A.3.6, Anexo3),
esto concuerda con lo expresado por Wekesa, Asudi, et al., (2022) que reporta una
inhibicién para esta cepa cercana al 60%. Por otra parte, Kingsley & Bohlool, (1992)
expone que a concentraciones cercanas a 80 uM Al, la cepa CIAT899 produce
compuestos extra e intracelulares que la podrian proteger contra la toxicidad

causada por el aluminio.
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Figura 10. Porcentaje de susceptibilidad de cepas de Rhizobium spp., a tres
concentraciones de aluminio en medio liquido 22,3 uM, 44,7 uM, 67,0
MM,

Cuando se estudi6 el efecto de los niveles de aluminio sobre la viabilidad
(recuento variable en plato) de las cepas CR4019BB y CIAT 899 (Figura 11), se

encontré una menor cantidad de bacterias en los niveles mas altos de Al. La cepa
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CR4019BB present6 un descenso de células viables de 9,2 a 8,8 UFC / mL con la
concentracion mas baja de Al y se mantuvo sin diferencias hasta los 44,7 uM. Estos
resultados sugieren que CR4019BB podria poseer un mecanismo de
amortiguamiento frente a la toxicidad por aluminio hasta 44.7 uM, posiblemente
asociado a la autorregulacion de su pH interno (Lei et al., 2011) mientras que la
cepa CIAT 899 muestra un descenso continuo y sostenido. En resumen, las
diferencias significativas en cuanto a la cantidad de bacterias presentes en todas
las concentraciones de Al evaluadas indican que, a mayor concentracién de

aluminio, menor es la poblacion de Rhizobium.
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Figura 11. Recuento en plato de bacterias de Rhizobium spp., (UFC / mL) de las
cepas CR4019BB y CIAT899 cultivadas en el medio CLM con
diferentes concentraciones de AICl3 6 - H20. durante 48 horas. Medias

con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Con respecto a la cepa CIAT899 el recuento en plato muestra diferencias

significativas del numero de colonias (22,3 pyM de Al) al igual que la cepa
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CR4019BB, sin embargo, a diferencia de esta, la cepa CIAT899 disminuyd en el
nivel de 44,7 uM de Al y se mantuvo constante sin diferencias significativas hasta
67 uM de Al. Ferreira et al., (2012) reporto la tolerancia de la cepa CIAT899 hasta
los 100 uM de Al. Esto concuerda con €l % de inhibicion que se muestra en el cuadro
8, en donde la cepa CIAT899 se mantuvo constante entre los 44,7 uM de Al y 67
MM de Al mientras que la cepa CR4019BB se mantuvo relativamente constante
entre los 22,3 uM de Al y los 44,7 uM.

Capacidad de nodulacion

Todas las cepas de Rhizobium spp., evaluadas fueron capaces de generar
nodulos en las variedades Cabécar y Guaymi. Esta respuesta se debe a que la
mayoria de las cepas fueron aisladas de frijol y este, ha tenido una amplia
exposicidn a una gran variabilidad genética de cepas de Rhizobium spp., y con esta
exposicidon ha desarrollado una amplia capacidad para establecer el enlace
simbidtico con este género de bacterias (O. M. Aguilar et al., 2022; Martinez-

Romero, 2003; Shamseldin & Encarna Velazquez, 2020).

indice de selecciodn

El indice de seleccién muestra que las cepas CR4019BB y CIAT899 son las
cepas con las mejores calificaciones en las pruebas realizadas (Cuadro 2). Se
destacan su capacidad de solubilizacion de P y la produccién de sideroforos, lo que
les permitiria competir en la rizosfera con otros microorganismos presentes en el
suelo. Adicionalmente puede resultar beneficioso para la promocion del crecimiento
vegetal. La presencia de estas dos caracteristicas en un solo microorganismo se
percibe como una excelente combinacién (Parra-Cota et al., 2018; Vassilev et al.,
2006 Fernandez & Rodriguez, 2005; Pineda, 2015; Scavino & Pedraza, 2013;

Vargas Barrantes & Castro Barquero, 2018).
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Cuadro 1. indice de seleccién de cepas de Rhizobium spp., de acuerdo con su tolerancia a la salinidad, temperatura,
pH, capacidad de solubilizar P, tolerancia al aluminio, produccion de sideréforos y capacidad de nodulacion?.

Tolerancia a Capacidad de Produccién | indice de

Cepa . . . . de seleccion
la Salinidad (la temperatura al pH al aluminio | solubilizar P | nodulacion | giqeréforos (1S)
CR4019BB 0,85 0,88 1,00 0,91 1,00 1,00 1,00 0,95
CIAT899 0,81 0,75 1,00 0,61 1,00 1,00 1,00 0,88
CR4012B 0,81 0,56 1,00 0,69 1,00 1,00 1,00 0,87
CR4011B 0,81 0,63 1,00 0,50 1,00 1,00 1,00 0,85
CR4010B 0,81 0,50 1,00 0,78 0,75 1,00 1,00 0,83
CR4013B 0,81 0,44 1,00 0,77 0,75 1,00 1,00 0,82
CR4001B 0,81 0,50 1,00 0,95 0,50 1,00 1,00 0,82
CR4019BB 0,85 0,88 1,00 0,91 1,00 1,00 0,00 0,81
CR4019BB 0,85 0,88 1,00 0,91 1,00 1,00 0,00 0,81
CR4014B 0,88 1,00 1,00 0,96 0,75 1,00 0,00 0,80
CR4003B 0,77 0,31 1,00 0,73 0,75 1,00 1,00 0,79
CR4018B 0,81 0,63 1,00 0,74 1,00 1,00 0,00 0,74
CR4008B 0,81 0,44 1,00 0,88 0,75 1,00 0,00 0,70
CR4007B 0,81 0,63 1,00 0,93 0,50 1,00 0,00 0,69
CR4004B 0,77 0,25 1,00 1,00 0,75 1,00 0,00 0,68
CR4002B 0,75 0,25 1,00 0,70 1,00 1,00 0,00 0,67
CR4006B 0,44 0,25 1,00 0,90 1,00 1,00 0,00 0,65
CR4009B 0,81 0,63 1,00 0,69 0,25 1,00 0,00 0,63
CR4005B 0,79 0,44 0,63 0,88 0,25 1,00 0,00 0,57
639 0,75 0,00 0,75 0,52 0,50 1,00 0,00 0,50

2 2 galinidad (25, 50 75, 100 uM NaCl); Temperatura (25, 30, 35, 40 °C), pH (5,5 y 8), Capacidad de solubilizar P (Pikovskaya’'s Agar y el
medio de (Osorio & Habte, 2001)), tolerancia al aluminio (0; 22,3; 44,7; 67,0 uM Al), produccién de sider6foros (CAS blue agar). Nota: 1 = maximo
posible en cada categoria de analisis; 0 = No hubo respuesta; IS = sumatoria de todas las variables

42
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Promocion de crecimiento.

Las plantas fueron inoculadas con una poblacion de 2,0 x108 para la cepa 4019 y
8,4 x108 UFC/mL para la cepa CIAT899. Caceres-Acosta et al., (2024) concluyeron que
una concentracion de 108 es adecuada para un biofertilizante a base de Rhizobium spp.,
con efecto positivos en la promocion del crecimiento. Diversos estudios reportan que una
concentracion de 102 UFC/mL (Martins et al., 2004; Rodriguez & Lopez, 2009; Valero
Valero et al., 2021) induce respuestas significativas en parametros productivos (Chipana
et al., 2017).

El peso seco (Figura 12) de la parte aérea de las plantas de frijol inoculado con la
mezcla de cepas T3 (CIAT899 + CR4019BB) de la variedad Guaymi, presento diferencias
con respecto a las plantas inoculadas con T1 (CIAT899) dentro de la variedad Cabécar.
Mientras que el peso seco de la raiz indica que el T4 (Urea) de la variedad Cabécar

mostro diferencias significativas con respecto a los demas tratamientos.
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Peso seco de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con

Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899,
T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo).

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Analisis foliar

En lo que respecta al contenido de nitrégeno en las plantas, se encontré un rango
de 1,54 a 2,11 %. Las plantas de los tratamientos Cabécar T1 (CIAT899) y Guaymi T2
(CR4019BB) tendieron a presentar el contenido mas alto de N para cada variedad. En
cuanto a la variedad Cabécar, se aprecia que el T1 (CIAT899) presenta diferencias
significativas con respecto al T5 (Testigo), por otra parte, la variedad Guaymi no mostro
respuesta a la inoculacion en esta variable, puesto que no se encontraron diferencias
entre los tratamientos con respecto al testigo (Figura 13), cabe mencionar que las plantas
inoculadas con la mezcla de las cepas (T3) obtuvo un porcentaje de N significativamente

menor que la cepa CR4019BB.
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Figura 13. Contenido de nitrégeno en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculado
con Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 =
CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5=
Testigo). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05).
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Los valores de unidades SPAD (Figura 14), mostraron un rango de 26,95 a 31,28
en donde las plantas a las que se aplicaron los tratamientos T1 (CIAT899) y T2
(CR4019BB) de la variedad Cabécar mostraron los mayores valores y los mas bajos se

observaron en las plantas de los tratamientos T3 y T5 de la variedad Guaymi.

En un ensayo llevado a cabo por Fernandez-Luqueiio et al., (2010) se reporta que
el contenido maximo de clorofila en frijol -medido en unidades SPAD- ocurre entre los 60
y 80 dias después de la siembra. Los datos obtenidos a los 30 dias muestran que las
unidades SPAD anduvieron entre 29 y 35 lo que concuerda con los tratamientos T1
(CIAT899), T2 (CR4019B) y T4 (Urea) de variedad Cabécar y el T2 (CR4019B) de la

variedad Guaymi
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Figura 14. Unidades SPAD plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculado con
Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899,
T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo).
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

El contenido de fosforo (Figura 15) muestra que las plantas inoculadas con el T1
(CIAT 899) y el T2 (CR4019BB) de la variedad Cabécar presentaron un mayor contenido

de P que el T5 (Testigo), mientras que en el caso de la variedad Guaymi los frijoles
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inoculados con la cepa CR4019BB y el tratamiento al que se aplicé Urea también
presentaron diferencias significativas con el Testigo T5. Los resultados obtenidos
coinciden con lo reportado en la literatura cientifica (SAMAGO & DAKORA, 2024; Tajini
et al.,, 2011), donde se ha documentado el efecto positivo de Rhizobium spp. sobre el
contenido de fésforo en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L). Cabe sefalar que ambas
cepas fueron capaces de solubilizar P en medio de cultivo. Un resultado interesante es
que en el caso de la variedad Guaymi, el tratamiento inoculado con las dos cepas (T3)

fue significativamente menor que el inoculado con la cepa CIAT899.

0,6
A AB A A
0,5 I ABcD ABC ABCD _J I
I I I CD I D BCD
= 0 I I I
S
€ 0,3
2
- 0,2
0,1
0
T1 T2 T3 T4 TS T1 T2 T3 T4 TS
C C C C C G G G G G

Tratamientos

Figura 15. Contenido de fosforo en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculado
con Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar; G= Guaymi; T1 =
CIAT899; T2= CR4019BB; T3= CIAT899 + CR4019BB; T4= urea; T5=
Testigo. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05).

El contenido de K en la variedad Cabécar (Figura 16) tiende a ser mayor en las
plantas inoculadas con la cepa CIAT899 (T1) mientras que las plantas a los que no se
aplico fertilizante nitrogenado (T5) tendieron a presentar el menor valor. Dentro de cada

una de las variedades no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Resultados conservadores en cuanto al efecto de Rhizobium spp., sobre este elemento,

también fueron reportadas por Hernandez Salido & Salido Garcia, (2019).
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Contenido de potasio en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculado
con Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 =
CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5=
Testigo). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(p > 0,05).

Con respecto al contenido de calcio (Figura 17) en la variedad Cabécar, el valor

de calcio en la planta sino presentd diferencias entre los tratamientos. En la variedad

Guaymi el T1 (CIAT 899) mostré diferencias significativas con respecto al T4 (Urea) y el

T5 (Testigo) lo que implica una mejor nutricion de calcio en la planta como resultado

posible de la inoculacion con Rhizobium spp. Una mejora en el contenido de calcio en

plantas inoculadas por Rhizobium spp., también fue reportado por Bértins et al. (2021).

Como referencia, el suelo utilizado para el ensayo presentd un contenido de calcio de

4,02 cmol / L después de ser esterilizado en la autoclave (Cuadro A.4.1, Anexo 4).
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Figura 17. Contenido de calcio en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculado
con Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 =
CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5=
Testigo). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p > 0,05).

El contenido de boro foliar (Figura 18) resulta particularmente interesante, ya que
tanto el tratamiento T2 (CR4019B) como el T1 (CIAT899) en la variedad Guaymi
mostraron diferencias significativas en comparacion con el T5 (Testigo). En contraste,
dichas diferencias no se observaron en la variedad Cabécar Algunos estudios, como el
realizado por Ndakidemi et al. (2011), han investigado el efecto de Rhizobium spp. en el
contenido de micronutrientes en plantas de frijol. Los resultados indicaron que, en plantas
inoculadas, el contenido de ciertos micronutrientes, como el boro, se incrementd

significativamente en comparacién con las plantas no inoculadas.
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Figura 18. Contenido de boro en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculado con
Rhizobium spp., en invernadero (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899,
T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo).

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Efecto de la inoculacion de Rhizobium spp sobre la calidad del grano de frijol.

Contenido total de Polifenoles

Los polifenoles totales corresponden a la suma de polifenoles solubles e
insolubles. En términos generales, se observa un menor contenido de polifenoles totales
(Figura 19) en las plantas inoculadas que en las plantas del tratamiento control fertilizado
con urea (T4)y el tratamiento sin urea y sin inocular (T5) debido a una mayor acumulacion
de polifenoles insolubles en estos tratamientos (Figura 19). Cuando se estudio la variedad
Cabécar se encontré que el tratamiento T3 (CIAT899+CR4019BB) no se diferencio de
los tratamientos T4 y T5. De acuerdo con investigaciones del CIGRAS, la variedad

Cabécar ha mostrado una mayor cantidad de polifenoles que la variedad Guaymi en
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plantaciones comerciales (Ledn-Cortés et al., 2025), sin embargo, esto puede variar con
la procedencia de la muestra (De Lima et al., 2014; Ga et al., 2007; Gao et al., 2017; Y .-
K. Wang et al., 2016), aun en el mismo lote puede encontrarse diferencia entre cosechas
consecutivas (Dinelli et al., 2006). En la variedad Guaymi el contenido de polifenoles tanto
en el tratamiento con urea (T4) como el testigo (T5) presentaron diferencias significativas

con respecto a los tratamientos inoculados.
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Figura 19. Contenido total de polifenoles (solubles + insolubles) presentes en granos
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C=
Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 +
CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (p > 0,05).
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Polifenoles solubles e insolubles totales

La variedad Cabécar destaca por su contenido significativamente superior de
polifenoles solubles totales (Figura 20) en comparacion con la variedad Guaymi, de igual
manera, se observan diferencias significativas en las plantas de los tratamientos T2
(CR4019BB), T3 (CIAT899 + CR4019BB) con respecto al T4 (Urea), lo que no sucede
para la variedad Guaymi que se mantiene sin diferencias entre los tratamientos. La
fraccidn soluble de polifenoles es importante debido a que representa la fuente disponible
mas rapida de estos compuestos en el grano de frijol (Alam et al., 2016; Yeh & Yen,
2003).
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Figura 20. Contenido total de polifenoles solubles e insolubles presentes en granos de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C= Cabécar,
G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB,
T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (p > 0,05).
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Relacion de polifenoles solubles / insolubles (RPSI)

Cuando se analizé la relacion polifenoles solubles/insolubles (Figura 21) se
encontré diferencias significativas entre los granos de frijol de T1 (CIAT 899) de la
variedad Cabécar, y el T2 (CR4019B), con respecto al T4 (Urea). La variedad Guaymi
presenta diferencias en el RPSI en los granos del T1 (CIAT 899), T2 (CR4019B) y T3
(CIAT 899 + CR4019B) con respecto al T4 (Urea) y T5 (Testigo) que mantuvieron el
mayor contenido de polifenoles insolubles totales. Se encontré que la fraccidn insoluble
de polifenoles totales fue la predominante en ambas variedades de frijol, lo que coincide
con lo encontrado para el frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Rivas Medina, 2018; Rochin-
Medina et al., 2021). Cabe mencionar que esta fraccion se encuentra enlazada a la matriz
del grano donde interactuan con compuestos rigidos de la pared celular (de la Rosa et
al., 2019; Nicolas-Garcia et al., 2021; Shahidi et al., 2016a) por lo que Rhizobium spp.,
podria estar modificando el perfil de polifenoles totales a favor de acumular menos
polifenoles insolubles en beneficio de la permeabilidad de la membrana celular (Vijayan
et al., 2023).

Cabe destacar que la relacion de polifenoles solubles/insolubles se encuentra
ligada a parametros de calidad de grano dado que afecta su potencial antioxidante
(Rasera et al., 2020), y es indicativa de procesos internos del grano (Yeo & Shahidi,
2015). Esta relacién también se ha ligado a parametros de bioaccesibilidad de los
compuestos fendlicos debido al desequilibrio con su par conjugado (Rocchetti et al.,
2017).

Valores entre los 0,07 y 0,55 de la RPSI han sido encontrados en variedades de
frijol mexicanos (Rochin-Medina et al., 2021), los autores indican que la capacidad
antioxidante fue mas alta cuando los valores de RPSI se situaban entre 0,2 y 0,3, valores
distintos produjeron una caida en la capacidad antioxidante. En esta investigacion el
tratamiento T2 (CR4019BB) de la variedad Cabécar presentd el mayor valor en
comparacién con los demas tratamientos. Esto significa que el contenido de polifenoles

totales debe de ser analizado con base en la distribucion de sus fracciones (Yang et al.,
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2018) debido a la compleja interaccidén que presentan con otros compuestos fitoquimicos
(Seczyk et al., 2021; Yang et al., 2020).
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Figura 21. Relacion de los polifenoles solubles / insolubles de granos de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C= Cabécar, G=
Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4=
urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05).

Perfil de polifenoles en la fraccién soluble

Acidos Fendlicos

Cuando se caracterizaron los polifenoles solubles se encontré que los acidos
siringico y vanilico se presentaron sélo en una de las dos variedades estudiadas (Figura
22), el acido vanillico se encontré en la Cabécar y el acido siringico solo en la variedad
Guaymi. En la variedad Cabécar se detectd acido vanilico, sin diferencias significativas
entre los tratamientos y en la variedad Guaymi se encontré acido siringico en mayor

cantidad en los granos del T1(CIAT 899) con diferencias con respecto a los demas
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tratamientos. Tanto el acido vanilico como el acido siringico se han reportado en ambas
variedades (Espinosa-Alonso et al., 2006; Gao et al., 2017; Nyau et al., 2015; Okafor et
al., 2022).

Esto concuerda con lo reportado por Ombra et al., (2016), quienes no encontraron
acido vanilico en variedades de grano negro, sin embargo, Yang et al. (2018) sefiala que
tanto el acido vanilico como el acido siringico estan entre los acidos fendélicos de mayor

ocurrencia en granos de frijol.
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Figura 22. Concentracion de acido vanilico (1) y siringico (2) presente en la fraccion
soluble de granos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium
spp. (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3=
CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun

no son significativamente diferentes (p > 0,05).

El comportamiento de los acidos fendlicos presentes en la fraccion soluble (Figura
23) muestra que el T1 (CIAT 899) de la variedad Cabécar presenta diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos. Los acidos fendlicos se encuentran
con mayor frecuencia en el cotiledén (Madrera et al., 2021; Rodriguez Madrera et al.,
2023) en donde desempefian funciones importantes como moléculas sefalizadoras
durante el establecimiento de la simbiosis entre leguminosas y Rhizobium spp.,
(Seneviratne & Jayasinghearachchi, 2003; Shimamura et al., 2022) hasta la tolerancia a
diferentes tipos de perturbaciones bidticas o abiéticas, la germinacion y el crecimiento de
la planta (Kumar & Goel, 2019; Pillimué et al., 2024).
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Figura 23. Acidos fendlicos totales (Ac. Siringico, Ac. Vanillico, Ac.4-Hidroxibenzoico,
Ac. Cafeico, Ac.o — Comarico, Ac. Ferulico, Ac. Galico, Ac. Sinaptico,
Ac.Protocatecuico, Ac. Trasnscumarico) presentes en la fraccidén soluble de
granos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C=
Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 +
CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (p > 0,05).

De los seis acidos fenodlicos encontrados en la fraccion soluble (Figura 24), sélo
cuatro se encontraron en las dos variedades, ya que el acido siringico y el acido vanilico
solo estuvieron presentes en una de las variedades (Figura 22), observandose
diferencias significativas en los granos del T1 (CIAT 899) de la variedad Cabécar con
todos los tratamientos, con la excepciéon del acido 4-hidroxibenzoico. En contraste, la
variedad Guaymi no presento diferencias entre los tratamientos. Es conocido que el perfil
de acidos fendlicos puede variar segun los factores ambientales; sin embargo, estudios
previos han reportado que los acidos p-cumarico y sinaptico se encuentran entre los mas
comunes en muestras de frijol (Luthria & Pastor-Corrales, 2006). Su alta frecuencia en el
grano, y la significativa respuesta del T1 (CIAT 899) en la concentracion de estos acidos,
podrian respaldar la hipétesis de una posible influencia de Rhizobium spp., sobre el perfil
de estos acidos en el grano de frijol.
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Concentracion de acidos fendlicos componentes del perfil de polifenoles

presentes en la fraccion soluble de granos de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

inoculados con Rhizobium spp (1= Ac 4 -hidroxibenzoico; 2= Ac. Sinaptico;

3= 4= Ac. o- coumarico; Ac. p-coumarico; C= Cabécar, G= Guaymi, T1 =
CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5=

Testigo). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(p > 0,05).
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Flavonoides en la fraccién soluble

En la fraccion soluble, los flavonoides catequina, epicatequina y el kaempferol
(Figura 25) se encontraron con diferencias significativas en los granos del frijol del T2
(CR4019BB) de la variedad Cabécar, y la isoquercetina se encontro con diferencias en
el T2 (CR4019BB) de la variedad Guaymi, esto con respecto a los demas tratamientos.
Esta tendencia de acumulacién de flavonoides en la variedad Cabécar se debe a que
estos compuestos se encuentran relacionados con el color del grano (Pitura & Arntfield,
2019; Rodriguez Madrera et al., 2020; Yang et al., 2018). Resultados similares fueron

reportados por Ledn-Cortés et al., (2025) para la variedad Cabécar.
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Figura 25. Concentracion de flavonoides con significancia estadistica componentes del
perfil de polifenoles de la fraccion soluble de granos de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (1= Catequina; 2= Epicatequina;
3= Isoquercetina; 4= Kaempferol; C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899,
T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo).
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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El contenido de flavonoides totales en la fraccién soluble (Figura 25) muestra que
el T2 (CR4019BB) de la variedad Cabécar presenta diferencias significativas con
respecto a los demas tratamientos, ademas de una clara dominancia en relacion con el
contenido de acidos fendlicos (Figura 26). Esta relacion es relevante debido a la
asociacion de los flavonoides con la actividad antioxidante (Calado et al., 2015; Chandra
et al., 2014; Chaurasia & Saxena, 2014; Ombra et al., 2016; Pitura & Arntfield, 2019; Zhu
et al., 2020). Sin embargo, dicha actividad también depende de las interacciones o
sinergias con otros compuestos que pueden actuar como desencadenantes (W. Zheng &
Wang, 2001).

140 A
120 I B
100  BC c |
c
- 80 | [ I
= I
= 60
40 D D D D D
20 I k 1 I I
0
T1 T2 T3 T4 TS T1 T2 T3 T4 T5
c c C c C G G G G G

Tratamientos

Figura 26. Flavonoides totales (Catequina, Epicatequina, Isoquercetina, Kempferol,
Naringenina, Procidiamina B2 y Rutina) presentes en la fraccion soluble de
granos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C=
Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 +
CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (p > 0,05).

59



60

Perfil de polifenoles de la fraccion Insoluble

A diferencia de la fraccion soluble, en la variedad Guaymi se detect6 la presencia
de acido vanilico (Figura 27), mientras que el acido siringico sigue sin aparecer en la
variedad Cabécar, a pesar de que ambos se encuentran entre los acidos fendlicos mas
comunes en frijol (Shahidi & Yeo, 2016b; Yang et al., 2018). Los demas acidos no

mostraron diferencias significativas.
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Figura 27. Concentracién de Ac. Siringico y Ac. Vanillico en la fraccién insoluble de
granos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C=
Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 +
CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p > 0,05).
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Los acidos fendlicos (Figura 28) en la fraccién insoluble tienden a acumularse en
mayor concentracion en los tratamientos no inoculados T4 (Urea), T5 (Testigo) y en
menor medida en los tratamientos T1 (CIAT 899) y T2 (CR4019BB), probablemente
Rhizobium spp. afecta la distribucion de acidos fendlicos en el grano, favoreciendo una
menor acumulacion en los tratamientos inoculados como resultado de la modulacion
genética del sistema de defensa de las leguminosas, permitiendo la infeccion inicial que
da paso a la simbiosis (Chakraborty & Mandal, 2008; Glyan’ko et al., 2007; Lohar et al.,
2006). Cabe senalar que la mayoria de los acidos fendlicos en frijol se encuentran en su
forma insoluble (Yang et al., 2018) esto se ha relacionado con un aumento en la dureza
del grano en algunos cereales (Cabrera-Soto et al., 2009) y con un aumento en la

fermentacién de estos compuestos en el colon (L. Zhang et al., 2023; Zhu et al., 2020).
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Figura 28.  Acidos fendlicos totales presentes en la fraccién insoluble de granos de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C= Cabécar, G=
Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4=
urea, T5= Testigo). Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05).
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Contenido de proteina

En las dos variedades evaluadas, el mayor contenido de proteina en el grano de
frijol (Figura 29) se encontré en el tratamiento T4 (Urea). En el caso de la variedad
Cabécar el contenido de proteina en los granos del T4 (Urea) muestra diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos, por lo que se puede inferir que la
inoculacién con Rhizobium spp no tuvo el efecto esperado, sin embargo, a pesar de que
su respuesta fue menor el contenido de proteina se encuentra dentro de rango reportado

por Mencia Guevara et al., (2021) para muestras de frijol en Costa Rica (16 a 27%).

En el caso de la variedad Guaymi, el contenido de proteina del grano en los
tratamientos T1 (CIAT899), y T2 (CR4019B) muestran diferencias con el T5 (Testigo), y
su media se encuentra sin diferencias con respecto al T4 (Urea), lo que indica que la
fijacion biolégica de nitrégeno mediada por las bacterias aportd suficiente nitrégeno para
mantener el contenido de proteina del grano en valores alrededor del 24%. Esta
observacion se puede atribuir al aumento de nitrégeno producto de la fijacidén biolégica
de nitrégeno (Lopetinsky et al., 2014; Sufar et al., 2024). Cabe destacar que existen
diferencias entre las interacciones entre la cepa de Rhizobium y la variedad de frijol, lo

que podria explicar la limitada respuesta observada en la variedad Cabécar.

En el marco de la bioeconomia y en la busqueda de mitigar los efectos del cambio
climatico (FAO, 2023; Medina Morales et al., 2024), los resultados obtenidos podrian
enmarcar el uso de Rhizobium dentro de la llamada proteina sostenible (Bolafios-Quirds
et al., 2024; Celemin Pérez, 2024; Garcia Lopez, 2023) que busca forjarse como una
alternativa ante la gran huella energética generada por la fabricacion de fertilizantes
sintéticos (Armas Vega, 2024; Navarro-Saltos et al., 2025) y el uso de biofertilizantes
(Corrales-Ramirez MSc et al., 2017).

Todas estas practicas se encuentran dentro de los objetivos de Desarrollo
Sostenible y la agenda 2030 (ONU, 2025), en donde se busca el cambio de la produccién
agricola hacia practicas responsables que aseguren un producto mas saludable para la
poblacion, esto se alinea con los resultados obtenidos en esta investigacién en cuanto a

proteina y a los compuestos bioactivos encontrados.
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Figura 29. Contenido de proteina en el grano de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
inoculados con Rhizobium spp. (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899,
T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo).

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Saponinas

La concentracion de saponinas en los granos de frijol mostré una gran variabilidad,
sin embargo, se puede apreciar (Figura 30) que los granos del T2 de la variedad Guaymi
presentaron una mayor concentracion de saponinas que el tratamiento T3 de la variedad
Cabécar. Por su parte, Ramos et al., (2024) encontraron que las variedades de frijol
negro presentaron mayor contenido de saponinas. Al respecto, se ha relacionado el
contenido de saponinas con el oscurecimiento del grano durante el almacenamiento
(Bento et al., 2021), ademas de presentar efectos antifungicos (Bhide et al., 2022; Narale
et al., 2025; Pillimué et al., 2024) como resultado del aumento de la permeabilidad de las
membranas celulares del hongo debido a sus propiedades emulsionantes (Yulia et al.,
2025).

Con respecto a sus efectos fisioldgicos, se ha evidenciado que el consumo de
saponinas ejerce un impacto significativo en el control glucémico, mediante la inhibicién

de la enzima a-glucosidasa intestinal, responsable de la hidrélisis y posterior absorcion
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de carbohidratos complejos (Nina et al., 2023) y con un aumento en el HDL posterior al
consumo (Mahwish et al., 2023). Las saponinas presentes en la cubierta externa del
grano de frijol han dado buenos resultados en la disminucién de grasa acumulada en el
higado y un aumento en el colesterol excretado (Chavez-Santoscoy et al., 2014) debido
al efecto de permeabilidad de las saponinas sobre las membranas lipidicas (Donoso-
Quezada et al., 2020).
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Figura 30. Concentracion de saponinas en granos de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
inoculados con Rhizobium spp. (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899,
T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo).

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Imbibicion

La absorcién de agua del grano (Figura 31), no mostro diferencias para la variedad
Cabécar, que, ademas, presentd granos sin absorcién al momento de la evaluacion. Por
su parte, en la variedad Guaymi, se aprecian diferencias en los granos del T2
(CR4019BB) con respecto al T5 (Testigo), lo que parece indicar que la inoculacion con
Rhizobium spp mejoro la permeabilidad del grano y su imbibicién. Esta cualidad se
encuentra relacionada al tiempo de coccion, por lo que, una mejor capacidad de
hidratacion representa un frijol con una coccidn mas rapida (Sofi et al., 2022). Ademas,
se ha reportado que la subsecuente dureza del grano como resultado de una baja
imbibicidon provoca una caida en la cantidad de compuestos fendlicos y en la capacidad

antioxidante (Claros Osorio, 2021).
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Figura 31. Imbibicion del grano de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con
Rhizobium spp. (C= Cabécar, G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB,
T3= CIAT899 + CR4019BB, T4= urea, T5= Testigo). Medias con una letra

comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Las investigaciones en frijol han demostrado que el proceso de imbibicién esta
regulado por genes que no siguen patrones de herencia mendeliana (Castillo Criséstomo,
2023). Este hallazgo indica que dicha caracteristica podria estar modulada por factores
ambientales, como las condiciones edafoclimaticas del sitio de cultivo, y potencialmente
influenciada por la inoculacién con Rhizobium spp. Los resultados respecto a la variedad
Cabécar coinciden con lo expuesto por Karaca (2016) que encontré una mejor hidrataciéon
del grano de frijol en plantas inoculadas con Rhizobium spp. Por otra parte, se ha
reportado que las variedades de frijol negro presentan una mejor capacidad para
absorber agua en comparacion con las variedades de color rojo (Viquez Rodriguez,
1999).

Componentes como el almidén han sido reconocidos como determinantes clave
en la absorcion de agua por las semillas (Upretee et al., 2024). Considerando que la
inoculaciéon con Rhizobium spp. incrementa significativamente el contenido de almidon
en los granos (Massa et al., 2020), este mecanismo podria explicar la mayor capacidad
de imbibicién observada en la variedad Guaymi. Sin embargo, es fundamental sefialar
que, si bien la imbibicién es un proceso fisioldgico esencial para activar la germinacion,
la absorcion de agua no necesariamente garantiza la germinacion exitosa, como lo
demuestran los hallazgos de Piedra-Chacon (2022). Por lo tanto, este parametro no debe

interpretarse como un indicador absoluto de viabilidad germinativa.

Aunque la informacién al respecto es limitada, parece existir una relacion entre la
concentracion de saponinas en el grano de frijol y su proceso de imbibicién (Figura 32),
puesto que la baja absorcién de agua observada en la variedad Cabécar coincidié con el

menor contenido de saponinas en el grano.

Algunos estudios sugieren que la concentracion de saponinas en el grano favorece
la absorcion de agua durante la germinacion de ciertas semillas (Helmkamp & Bonner,
1953; Moses et al., 2014), ya que sus propiedades detergentes mejoran la permeabilidad
de la membrana (Navarro Del Hierro et al., 2020), sin embargo, esto dependeria de la

concentracion de las saponinas y del tipo (Davidyants, 2024; Debnath et al., 2020).
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Comparacion de la imbibicion y el contenido de saponinas en el grano de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculados con Rhizobium spp. (C= Cabécar,
G= Guaymi, T1 = CIAT899, T2= CR4019BB, T3= CIAT899 + CR4019BB,
T4= urea, T5= Testigo). Linea corresponde a saponinas. Medias con una

letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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CONCLUSIONES

Dentro de las cepas evaluadas, se encontro que las variables de mayor peso para
la seleccion de las cepas fueron la tolerancia a la salinidad, la solubilizacion de fésforo y
la produccién de sideroforos, puesto que, no se encontré mucha variabilidad en cuanto a

temperatura y pH.

Los resultados demuestran que la inoculacion con la cepa CIAT 899 en la variedad
Cabécar muestra diferencias significativas en el suministro de nitrégeno foliar comparado
con la fertilizacion con nitrogeno sintético y el testigo. Esto evidencia que la fijaciéon
bioldgica de nitrdgeno mediada por la cepa CIAT899, en esta variedad, es suficiente para

suplir las necesidades de N de la planta.

Los polifenoles de la fraccion insoluble de los granos mostraron una reduccion
significativa en su acumulacién en el grano, particularmente en los tratamientos
inoculados, T1 (CIAT 899) en ambas variedades (Guaymi y Cabécar) y en el T2 (CR
4019b) de Guaymi. Estos hallazgos indican que Rhizobium spp. podria alterar
selectivamente la biosintesis o deposicion de polifenoles insolubles durante el desarrollo
del grano, en beneficio de la capacidad antioxidante. En cuanto al efecto de la inoculacion

sobre la calidad de grano, la variedad cabécar mostré la mayor respuesta.

El efecto de la inoculacion sobre la calidad del grano fue diferente en cada
variedad. En cuanto al perfil de polifenoles, la variedad Cabécar mostr6 una mejor
respuesta, mientas que la variedad Guaymi, destacé en imbibiciébn y contenido de

proteina.

Se detectd una tendencia positiva entre el contenido de saponinas y la capacidad
de absorcion de agua en el grano. La variedad Guaymi (T2 CR 4019b) registro los niveles
mas altos de saponinas, coincidiendo con una mayor imbibicion, mientras que Cabécar
—con menor absorcién hidrica— presentdé concentraciones reducidas de estos
metabolitos. Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, los resultados sugieren un posible rol de las saponinas en la regulacion de

la hidratacion inicial de la semilla.
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La inoculacion con Rhizobium spp influye sobre la calidad nutricional del grano de
frijol (Phaseolus vulgaris L.), de manera que, el contenido de proteina resulta similar o
mejor que con la aplicacion de fertilizante sintético, ademas, mejora el perfil de

compuestos fendlicos.
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RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones se recomienda realizar un ensayo mas detallado del
efecto de Rhizobium spp sobre la permeabilidad de la membrana y un analisis quimico
completo al grano, para evaluar el efecto sobre los microelementos y su posible rol como

biofortificador del grano.
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ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo

A.1.1. Agar levadura manitol (ALM) medio base.

Reactivo Cantidad
Manitol (J.K. Baker, CAS 69-65-8) 10 g/L
Extracto de levadura (OXOID R. LP0021B; L 4414328-02) 2 g/l
KoHPO4 (J.K. Baker, CAS 7758-11-4) 0,59g/L
MgSO. 7H,0 (J.K. Baker, CAS 10034-99-8) 0,2 g/lL
NaCl (Merck, R. 927K12572504; L 8353A) 0,1g/L
Agar bacterioldgico (Liofilchem, R 611001; L 071724505) 15 g/L
Agua desionizada 1L

pH 6,8

El medio de cultivo se autoclavé durante 20 minutos a 121° C y se vertié en platos Petri

estériles.

A.1.2. Agar levadura manitol con rojo Congo.
Al medio ALM se le adiciond, antes de autoclavar 10 mL/L de la solucion madre de rojo
Congo (0,25 g de rojo Congo (Merck, 9020878) en 100mL de agua desionizada). El medio

autolavado se distribuy6 en platos Petri estériles.

A.1.3. Agar levadura manitol a diferentes concentraciones de NaCl.
Se prepar6 para cada concentracion de NaCl el medio ALM con rojo Congo (A.1.2)
cambiando la concentracién de NaCl, por la correspondiente a 25, 50, 75y 100 mM NaCl.

Cada uno de los medios se autoclavo y se distribuyd en platos de Petri estériles.

A.1.4. Agar levadura manitol a pH 5,5y 8.
e pH 55: Al medio A.L.M (A.1.1) se le adiciona antes de autoclavar, purpura de

bromocresol al 0,5%. Después de autoclavar se corrige el pH con HCI 1M hasta el
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viraje del indicador a un color café claro y el medio se distribuye en platos Petri
estériles.

e pH 8: Se prepara el medio ALM en la forma descrita en el punto A.1.2 y se adiciona,
antes de autoclavar NaOH 1M para corregir el pH a 7 y 8. Los medios se distribuyen

en condiciones estériles en platos Petri estériles.

A.1.5. CAS (cromo azurol sulfonato) blue Agar (sideréforos).

Se preparo6 1L de solucion de Fe *3 (1 mM FeCl .6H20, Merck, 2184571) y 100 mL
de HCI 3 M. En un beaker de 50 mL se agregd 0,03025 g de CAS (SIGMA, CAS 1667-
99-8) y 25 mL de agua desionizada, seguido de 5 mL de la solucién de Fe 3*. Por aparte,
en un balén de 100 mL se agrego6 0,03645 g de HDTMA (SIGMA, CAS 57-09-0) y se
disolvié en 20 mL de agua, se agitd y se agrego la solucion de CAS + Fe 3+. Esta solucion
junto con el agar (15g/L), la solucion de piperazina (SIGMA, CAS 110-85-0) y paletas de
madera, se autoclavaron a 121 °C por 25 minutos.

Para la preparacion del agar CAS-BLUE se mezclé lentamente la solucion de CAS
+Fe3* con el agar. Ademas, se agregd de forma simultanea la solucién de piperazina y el
HCI 3M (~50 mL) hasta obtener un color azul y un pH de 6,8.

Para dividir el plato Petri se utilizaron las paletas estériles y se vertié el medio en una de
las mitades, se dejo solidificar y una vez frio, se vertio la otra mitad con medio ALM con
rojo Congo. Se incub6 a temperatura ambiente por seis semanas en condiciones de

oscuridad.

A.1.6 Medio de roca fosférica (Osorio & Habte, 2001).

Reactivo Cantidad
NaCl (Merck, R. 927K12572504; L 8353A) 149/l
CaCl; 2H,0 (FPS, R 36, S 22-24) 0,2 g/L
MgSO4 7H20 (J.K. Baker, CAS 10034-99-8) 0,4 g/L
NH4NO3 (Merck, 4166408) 0,2 g/lL
Glucosa (Oxoid, RLP0071; L1984633-02) 10 g/L
Roca fosférica 3,5g/L
Agar bacteriolégico (Liofilchem, R 611001; L 071724505) 15 g/L
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Agua desionizada 1L
Verde de bromocresol (SIGMA; CAS 76-60-8) 30 mg/L
pH 6,8

A.1.7 Medio de Pikovskaya (TM Media, TH543, L M5E3IR01).

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 0,5g/L
Dextrosa 10 g/L
Fosfato de calcio 5g/L
Sulfato de amonio 0,5g/L
Cloruro de potasio 0,2 g/L
Sulfato de magnesio 0,1 g/L
Sulfato de manganeso 0,0001 g/L
Sulfato ferroso 0,0001 g/L
Agar bacteriolégico 15 g/L
Agua desionizada 1L

pH 6,8

Producto comercial, la descripcion de reactivos hace referencia a la etiqueta.
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A.1.8 Medio base modificado con la adicion de fosfato de hierro y aluminio.

Reactivo Cantidad
Sucrosa (Oxoid, RLP0071; L1984633-02) 10 g/L
NaCl (Merck, R. 927K12572504; L 8353A) 0,1
MgSO, 7H20 (J.K. Baker, CAS 10034-99-8) 0,5
Extracto de levadura (OXOID R. LP0021B; L 4414328-02) 0,2
NH4CI (Merck, 4166408) 0,5
MnSO4 H20 (Mallinkrodt, CAS 10101-68-5) 0,1
KoHPO4 (J.K. Baker, CAS 7758-11-4) 0,5
Agar bacteriolégico (Liofilchem, R 611001; L 071724505) 15
Agua desionizada 1L
Verde de bromocresol (SIGMA; CAS 76-60-8) 30 mg/L

Para la preparacion de los medios de cultivo se adicion6 al medio base antes de

autoclavar:
e Fosfatos de hierro: 2 g/L de FePO4 (Merck, 5265475)
e Fosfatos de aluminio: 5g/L de AIPO4 (SIGMA; CAS 7784-30-7)
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A.1.9 Caldo levadura manitol con la adicion de diferentes concentraciones de

aluminio.

Reactivo Cantidad
Manitol (J.K. Baker, CAS 69-65-8) 10 g/L
Extracto de levadura (OXOID R. LP0021B; L 4414328-02) 2g/L
KoHPO4 (J.K. Baker, CAS 7758-11-4) 0,5g/L
MgSO4 7H20 (J.K. Baker, CAS 10034-99-8) 0,2 g/L
NaCl (Merck, R. 927K12572504; L 8353A) 0,1g/L
Agua desionizada 1L

AICI5 6H.0 (R36138)

Se adicion6 antes de autoclavar una solucién de AICIs 6-H20 1000 uM en la
cantidad correspondiente 2,3 uM Al, 44,7 uM Al 'y 67,0 uM Al. El medio se distribuy6 en
tubos conicos de 25mL a razén de 5mL por tubo y se autoclavé durante 20 minutos a
121° C. Se inoculd con una aza metalica y se llevo a incubacion a 28°C con agitacion a

100 rmp.
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Anexo 2. Prueba de nodulacion

Figura A. 2.1. Bolsas de crecimiento utilizadas para evaluar la capacidad de nodulacion
de las cepas de Rhizobium spp. (A: Bolsa de polipropileno; B: Hoja de papel absorbente;

C: Solucién nutritiva).
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Cuadro A.2.1. Solucién nutritiva libre de nitrégeno de Broughton W.J. and Dillworth M.J.
1970.

Solucion Elemento Fuente Cantidad (g - L")
1 Ca CaClz2+ 2 H20 2941
2 P KH2PO4 136,1

Fe Citrato de hierro 6,7
3 Mg MgSO4 « 7 H20 123,3
K K2SO4 87,3
Mn MnSO4 « H20 0,338
B H3sBOs 0,247
Zn ZnS0O4 * 7TH20 0,288
4 Cu CuSOs4 * 5 H20 0.100
Co CoSO04 + 7 H20 0,056
Mo Naz2MoOz2 ¢« 2 H20 0,048

Las soluciones se autoclavan y se utilizan a razén de 5 mL de cada una de las
soluciones en 10 L de agua. Se adiciona el volumen requerido en bolsas de germinacion

estériles y en la camara de flujo laminar.
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ANEXO 4 Datos climaticos
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Figura A 4.1. Temperara y humedad relativa registrada durante el ensayo de invernadero

para la calidad del grano.
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Anexo 5. Caracterizacion de las cepas

Cuadro A.5.1. Prueba de tolerancia a la temperatura de 20 cepas de Rhizobium spp en

medio solido agar levadura manitol (ALM) incubadas a 25, 30, 35 y 40°C durante tres

dias.

Temperatura

Cepa
25°C 30 °C 35°C 40 °C

639
899
CR4001B
CR4002B
CR4003B
CR4004B
CR4005B
CR4006B
CR4007B
CR4008B
CR4009B
CR4010B
CR4011B
CR4012B
CR4013B
CR4014B
CR4018B
CR4019BB
CR4020B
CR4021B 4 4 4

Nota: 0 = No hay evidencia de crecimiento; 4 = Crecimiento éptimo de la cepa en
medio ALM.
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Cuadro A.5.2. Prueba de tolerancia a la salinidad de 20 cepas de Rhizobium spp en medio
soélido agar levadura manitol (ALM) adicionado con 25, 30, 35 y 40 mM NaCl incubadas

a temperatura ambiente durante tres dias.

mM NacCl
25mM 50 mM 75 mM 100 mM
0
4

Cepa

639
899
CR4001B
CR4002B
CR4003B
CR4004B
CR4005B
CR4006B
CR4007B
CR4008B
CR4009B
CR4010B
CR4011B
CR4012B
CR4013B
CR4014B
CR4018B
CR4019B
CR4020B
CR4021B 2 2

Nota: 0 = No hay evidencia de crecimiento; 4 = Crecimiento éptimo de la cepa en
medio ALM.
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Cuadro A.5.3. Tolerancia de 20 cepas de Rhizobium spp., a dos pH en medio sélido agar

levadura manitol (ALM) incubadas a temperatura ambiente.

Cepa P Cepa PH

55 8 55 8

639 2 4 CR4009B 4 4
899 4 4 CR4010B 4 4
CR4001B 4 4 CR4011B 4 4
CR4002B 4 4 CR4012B 4 4
CR4003B 4 4 CR4013B 4 4
CR4004B 4 4 CR4014B 4 4
CR4005B 3 2 CR4018B 4 4
CR4006B 4 4 CR4019B 4 4
CR4007B 4 4 CR4020B 4 4
CR4008B 4 4 CR4021B 4 4

Nota: 0 = No hay evidencia de crecimiento; 4 = Crecimiento 6ptimo de la cepa en medio

ALM.
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Cuadro A.5.4. Capacidad de solubilizacién de fésforo de 20 cepas de Rhizobium spp., en

medio soélido incubadas a temperatura ambiente.

Cepa

Medio

Osorio & Habte

2001

Pikovskaya

Hierro

Aluminio

639

899

CR4001B

0
4
0

o| O] ©

CR4002B

—

CR4003B

CR4004B

CR4005B

CR4006B

CR4007B

CR4008B

CR4009B

CR4010B

CR4011B

Nl O] O] O] O] W| O] O] ©

CR4012B

—

—

CR4013B

CR4014B

e

o| O

CR4018B

—

CR4019B

2

CR4020B

4
3

0

CR4021B

1

0

Nota: 0 = Sin solubilizacién, 4 = Mayor respuesta

Cuadro A.5.5. Capacidad de produccién de sideréforos de cepas de Rhizobium spp.,

mediante agar CAS blue incubadas a temperatura ambiente por 21 dias.
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Produccion de

Produccion de

Cepa sideroforos Cepa sideroéforos
639 0 CR4009B 0
899 1 CR4010B 3

CR4001B 3 CR4011B 2
CR4002B 0 CR4012B 3
CR4003B 3 CR4013B 2
CR4004B 0 CR4014B 0
CR4005B 0 CR4018B 0
CR4006B 0 CR4019B 3
CR4007B 0 CR4020B 0
CR4008B 0 CR4021B 0

Nota: 0 = No hay evidencia, 4 = Mayor respuesta

130



131

Cuadro A.5.6. Tolerancia al aluminio de 20 cepas de Rhizobium spp a 0 yM, 200 uM, 400
MM y 600 uM de AICI3 (22,3 uM, 44,7 uM, 67,0 uM Al), incubado durante 48 horas en

medido por densidad éptica en espectrofotdmetro a 620nm.

Cepa TO 22,3 uM 44,7 uM 67,0 uM
639 0,855 0,609 0,413 0,154
899 0,954 0,806 0,303 0,258

CR4001B 1,471 0,973 0,69 0,466
CR4002B 0,883 0,658 0,493 0,42
CR4003B 0,885 0,749 0,542 0,347
CR4004B 1,453 0,962 0,615 0,667
CR4005B 0,976 0,951 0,679 0,336
CR4006B 1,817 0,655 0,681 0,674
CR4007B 1,008 0,848 0,776 0,456
CR4008B 1,269 0,664 0,658 0,649
CR4009B 1,101 0,783 0,452 0,319
CR4010B 0,803 0,804 0,553 0,393
CR4011B 1,027 0,525 0,351 0,254
CR4012B 0,986 0,702 0,494 0,354
CR4013B 1,581 0,808 0,538 0,387
CR4014B 1,213 0,963 0,655 0,537
CR4018B 1,134 0,683 0,53 0,457
CR4019B 1,654 0,981 0,646 0,413
CR4020B 0,814 0,718 0,651 0,418

CR4021B 0,576 0,4 0,382 0,203
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Cuadro A.5.7. Porcentaje de susceptibilidad de cepas de Rhizobium spp., a tres

concentraciones de aluminio en medio liquido 22,3 uM, 44,7 uM, 67,0 uM.

Cepa T1 D.E T2 D.E 13 D.E
639 28,66 6,76 51,6 4,68 82,08 8,93
899 15,36 14 68,24 6,61 72,95 2,62

CR4001B 33,81 4,97 53,07 2,32 68,38 1,33
CR4002B 25,25 6,09 44 9,15 52,19 10,6
CR4003B 14,7 12,41 38,27 8,03 60,3 8,1

CR4004B 33,74 2,08 57,73 4,69 53,91 5,25
CR4005B 2,57 4,61 30,5 8,85 65,65 2,81
CR4006B 63,75 3,95 62,46 2,39 62,63 5,62
CR4007B 15,29 10,9 22,37 10,05 54,25 7,9

CR4008B 47,69 1,51 47,95 5,93 48,82 1,74
CR4009B 28,73 8,54 59,03 1,33 70,8 5,83
CR4010B -0,6 10,68 30,89 7,18 51 6,16
CR4011B 48,91 10,44 65,74 4,92 75,27 4,18
CR4012B 26,2 23,86 48,06 15,4 63,97 2,86
CR4013B 48,97 4,48 65,95 2,96 75,52 2,35
CR4014B 20,39 6,42 46 4,05 55,51 7,04
CR4018B 39,77 3,42 53,24 0,99 59,69 2,06
CR4019B 40,72 6,28 60,99 2,11 74,88 5,66
CR4020B 11,97 3,23 19,3 9,53 48,49 8,86
CR4021B 28,96 16,39 32,32 15,77 64,19 8,52
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Anexo 3. Analisis quimico de suelo
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Cuadro A.3.1. Analisis quimico completo del suelo utilizado para el ensayo de frijol con
dos cepas de Rhizobium spp., para el ensayo de calidad de grano.

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS
Solucién Extractora: pH Cmol (+) /L % mg/L mS/cm
KCl-Olsen Modificado |y, 0|ACIDEZ| Ca |Mg| K |CICE[SA|P| Zn |Cu|Fe Mn|  CE
ID USUARIO 55/ 05 4 [1]02] 5 10, 3 |[1]10|5 1,5
SUELO AUTOCLAVADO [6,3| 0,12 [4,02/1,01/0,39 5,54/ 2 |7|5,6|6 |123/50] 0,2
SUELO SIN AUTOCLAVAR|6,4| 0,11 |7,25[1,74/0,49 9,59| 1 |13[10,5| 8 [166| 8 0,2
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