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RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar rizobacterias promotoras del 
crecimiento vegetal sobre parámetros morfológicos, de nodulación, biomasa y 
rendimiento agrícola en frejol variedad mantequilla bajo condiciones in vitro, 
condiciones controladas y campo. 

Para condiciones controladas se empleó un diseño experimental totalmente 
aleatorizado con 9 tratamientos y 10 réplicas, las cepas utilizadas fueron obtenidas 
de las condiciones in vitro así como las cepas que mayor cantidad de AIA produjeron 
y las cepas que tuvieron la capacidad de solubilizar fósforo inorgánico, más un 
tratamiento con fertilización química (urea) y un control sin inoculación ni 
fertilización, antes de la siembra se elaboró el inoculo. Para condiciones en campo 
se empleó un diseño experimental de bloques al azar con 5 tratamientos y 4 
réplicas, se utilizó las mejores interacciones de las cepas obtenidas en condiciones 
controladas, además de un tratamiento con fertilización química (urea) y un control 
absoluto, antes de la siembra se elaboró el inoculo, para posteriormente realizar la 
peletización en las semillas. 

Para la evaluación de los parámetros morfológicos y de biomasa se tomó la planta 
de cada maceta por tratamiento en condiciones controladas, a los 8, 15, 21 y 28 
días después de la siembra (DDS) se evaluaron la altura y número de hojas, a los 
30 DDS se continuaron con  los parámetros de nodulación: número de nódulos (NN), 
peso fresco y peso seco de los nódulos (PFN, PSN), así como los parámetros de 
biomasa: peso fresco y peso seco del follaje (PFF,PSF), peso fresco y peso seco 
de la raíz (PFR,PSR). Para evaluar parámetros morfológicos, de biomasa y 
componentes de rendimiento en condiciones de campo se seleccionado 5 plantas 
al azar de cada réplica, en los 15, 21 y 28 DDS se evaluaron la altura de plantas y 
número de hojas, a los 30 DDS se continuaron con los parámetros de nodulación: 
número de nódulos (NN), peso fresco y peso seco de los nódulos (PFN,PSN), así 
como los parámetros de biomasa: peso fresco y peso seco del follaje (PFF,PSF), 
peso fresco y peso seco de la raíz (PFR,PSR). Finalmente a los 120 DDS se 
evaluaron los componentes del rendimiento: número de granos por planta (NGP), 
peso de vainas por planta (PVP), número de vainas por planta (NVP) y peso de 
granos por planta (PGP) y para el rendimiento agrícola se tomó 40 plantas por 
parcela extrapolando a Tm ha-1. 

De manera general las cepas Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici, 
Ralstonia sp.+Rhizobium sp. y Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici 
influenciaron significativamente los parámetros de nodulación y biomasa, así mismo 
las cepas Ralstonia sp+Rhizobium miluonense en componente de rendimiento 
agícola. Estos resultados valorizan el potencial de las cepas de las rizobacterias 
para su utilización como biofertilizantes y elevar las tasas de fijación de nitrógeno 
en el cultivo de frejol común.  
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ABSTRACT 

This work aimed to evaluate plant growth promoting rhizobacteria on morphological 
parameters, nodulation, biomass and crop yield in butter bean variety under in vitro 
conditions, controlled and field conditions. 

For controlled conditions employed an experimental design completely randomized 
design with 9 treatments and 10 replicates, the strains used were obtained from the 
in vitro conditions and strains as much AIA produced and strains had the ability to 
solubilize inorganic phosphorus, more treatment with chemical fertilizer (urea) and a 
control without inoculation and fertilization before planting the inoculum was 
prepared. For field conditions an experimental design of randomized blocks was 
used with 5 treatments and 4 replicates, the best interactions strains obtained under 
controlled conditions was used in addition to treatment with chemical fertilizer (urea) 
and absolute control before seeding inoculum was developed, later to make the 
pelletizing seeds. 

For the evaluation of morphological parameters and biomass plant in each pot was 
taken for treatment under controlled conditions, at 8, 15, 21 and 28 days after sowing 
(DAS) height and number of leaves were evaluated to 30 DDS continued with the 
parameters of nodulation: number of nodules (NN), fresh weight and dry weight of 
nodules (PFN, PSN) and parameters of biomass: fresh weight and dry weight of 
foliage (PFF, FHP ), fresh and dry weight of the root (PFR, PSR). To evaluate 
morphological parameters, biomass and yield components under field conditions 5 
floors are randomly selected from each replicate, in the 15, 21 and 28 DDS plant 
height and number of leaves were evaluated at 30 DDS they were continued with 
the parameters of nodulation: number of nodules (NN), fresh weight and dry weight 
of nodules (PFN, PSN) and parameters of biomass: fresh weight and dry weight of 
foliage (PFF, PSF), fresh weight and root dry weight (PFR, PSR). Finally 120 DDS 
yield components were evaluated: number of grains per plant (NGP), weight of pods 
per plant (PVP), number of pods per plant (NVP) and weight of grains per plant 
(PGP) and the agricultural yield 40 plants per plot extrapolating took Tm ha-1. 

Generally strains Stenotrophomonas maltophilia + Rhizobium tropici, Ralstonia sp. 
+ Rhizobium sp. and Stenotrophomonas maltophilia + Rhizobium tropici significantly 
influenced the parameters of nodulation and biomass, also Ralstonia strains 
Rhizobium sp + Agicola miluonense in component performance. These results 
valued potential rhizobacteria strains for use as biofertilizer and raise rates of 
nitrogen fixation in common bean cultivation. 
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1. INTRODUCCIÓN 

En el Ecuador, leguminosas como el fréjol común (Phaseolus vulgaris) constituyen 

un alimento básico para el consumo humano directo, no solamente por el aporte de 

proteínas y minerales, sino a la vez por la superficie cultivada que garantiza la 

seguridad y soberanía alimentaria. El área cultivada de este grano en el país supera 

las 13.685 ha año-1 (INEC, 2014). Phaseolus es una especie anual que pertenece a 

la familia de las Fabaceaes antiguamente conocidas como leguminosas cuya 

propiedad es fijar el nitrógeno atmosférico a través de la absorción simbiótica planta-

bacteria. 

A pesar de la importancia de este cultivo para el país, los estudios relacionados con 

la interacción de rizobacterias-fréjol común para incrementar los rendimientos 

agrícolas mediante esta asociación son muy escasos (Bernal, 2004).  

Por tal razón, es importante que por medio de la inoculación de cepas eficientes de 

rizobacterias, se logre el incremento de las tasas de fijación de nitrógeno para P. 

vulgaris (Alarcón y Ferrera, 2000). Las rizobacterias de manera general son el grupo 

más importante de organismos del suelo, en el cual, en condiciones favorables 

alcanzan números extraordinariamente elevados (100 millones de bacterias gramo 

de suelo-1); estas desempeñan un papel importante en la descomposición de 

residuos orgánicos y en la formación de humus que tienen como objetivo mejorar la 

calidad de los suelos, promover el crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos 

y a la par disminuyendo las poblaciones de microorganismos inductores de 

enfermedades (Morales, 2010). 

En general, los efectos positivos de los microorganismos en el suelo están 

enmarcados en el mejoramiento de las características físicas y biológicas; en el 

primer aspecto mejoran la estructura y la agregación de las partículas del suelo, 

reducen su compactación, incrementan los espacios porosos y mejoran la 

infiltración del agua y en el aspecto biológico, suprimen o controlan las poblaciones 

de microorganismos patógenos que se desarrollan en el suelo; incrementan la 

biodiversidad microbiana, lo que genera las condiciones necesarias para que los 

microorganismos benéficos nativos prosperen (Sánchez et al., 2011).  
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Debido a que, en el Ecuador las investigaciones relacionadas con esta temática son 

muy escasas, se consideró conveniente llevar a cabo la presente investigación bajo 

condiciones controladas y en campo, mediante la co-inoculación de rizobacterias en 

interacción con fréjol común y determinar el efecto que puedan ejercer estos 

microorganismos en el desarrollo y crecimiento de este cultivo, con ello sirva de 

información valiosa para la selección de cepas eficientes en el desarrollo de 

biomasa radicular, foliar y fijación de nitrógeno y esto sea una alternativa viable 

como inoculantes biológicos para reducir costos de producción y el impacto 

ambiental asociado a la fertilización química, así como incrementar la fertilidad del 

suelo, valor agregado y rendimiento agrícola; razón por la cual se formularon los 

siguientes objetivos en esta investigación:  

• Valorar la producción de ácido indól acético (AIA) y solubilización de fósforo 

de las rizobacterias.  

• Determinar en condiciones in vitro el efecto de las cepas rizobacterianas 

sobre plántulas de fréjol común.  

• Identificar el efecto de los aislados rizosféricos en parámetros de nodulación, 

biomasa, fijación de N en el cultivo de fréjol bajo condiciones controladas.  

• Determinar el efecto de los mejores aislados, sobre parámetros morfológicos, 

biomasa, componentes de rendimiento y rendimiento agrícola en fréjol 

común bajo condiciones de campo.  
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Generalidades e importancia de las leguminosas 

Las leguminosas (leguminosae, fabaceae) constituyen un gran grupo de 

organismos vegetales, dentro de los que se destacan árboles, arbustos, hierbas y 

enredaderas,  la familia leguminosae es la tercera familia más grande de las plantas 

con flores con distribución en todo el mundo (Contreras et al., 2007). Existen 7.000 

géneros y 14.000 especies de leguminosas y lo más probable es que se usen solo 

100 leguminosas importantes para la agricultura, pero no se han analizado todas 

para establecer su capacidad de fijar nitrógeno (Romero, 2009).  

Esta diversidad permite una notable adaptabilidad genética; por ello, cada región 

con sus características pedoclimáticas específicas puede cultivar una o varias 

especies de leguminosas con éxito (Lafarga y Delgado, 2007), su nombre deriva del 

latín legumen (semilla con vaina) y presentan una importancia particular en la 

alimentación humana (granos) y animal (forraje), además de ser fuente de maderas 

tropicales valiosas, drogas para la medicina, plantas ornamentales, resinas, al igual 

que en la economía del nitrógeno del suelo (Contreras et al., 2007).  

Dentro de las leguminosas el fréjol común por la superficie cultivada, es la tercera 

leguminosa más importante a nivel mundial, superado solamente por la soya 

(Glycine max L. Merr) y el maní (Arachis hipogea L.) (Cevallos, 2008). Su 

importancia radica por el alto contenido de carbohidratos, principalmente en forma 

de almidón como fuente de energía, por su contenido de fibra dietética, 

especialmente fibra soluble, y por el aporte de proteína, lípidos, así como de 

minerales y vitaminas (Silva, 2007). Además, esta leguminosa constituye un 

complemento nutrimental al consumo de los cereales, especialmente del maíz 

(Pérez et al., 2002). 

2.2 El cultivo de fréjol 

El fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se desarrolla en climas cálidos y templados, bajo 

condiciones ecológicas muy variables, de las cuales ha resultado la selección y 

desarrollo de una gran cantidad de genotipos cultivados con características muy 
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diferentes. Esta especie es sensible a la humedad ambiental, pues le afecta el frío 

y los cambios bruscos de temperatura; no es muy exigente en cuanto al suelo, es 

altamente susceptible a enfermedades, las mismas que limitan la productividad, 

especialmente en los trópicos (Mazón, 2009). 

La importancia de este producto también radica en que la comercialización se 

realiza a nivel de pequeños productores, lo que amplía el incentivo para el cultivo y 

mejora su calidad de vida (Peralta, 2011). 

El fréjol, por disponer aproximadamente un 22% de proteínas, es considerado 

importante componente básico en la alimentación, es relativamente económico si 

se lo compara con las proteínas de origen animal, especialmente la carne. Además, 

es una leguminosa que mejora los suelos debido a las bacterias nitrificantes que se 

adhirieren a las raíces (Bitocchiy Nanni, 2011). 

Es cultivada por sus vainas verdes, granos tiernos y granos secos, en algunos 

países de Latinoamérica y África se consumen las hojas y flores jóvenes y tiernas 

como vegetales frescos. Además, las hojas verdes, los tallos y las vainas son 

alimento para el ganado, al igual que los rastrojos de las plantas secas que son 

usados también como abono para aumentar la materia orgánica del suelo (Rodiño, 

2000). 

En Ecuador, el cultivo de fréjol es un componente de los sistemas de producción, 

principalmente en la Región Sierra, ya que son cultivados en asociación, 

intercalados, en monocultivo o en rotación con otros cultivos del sistema. La 

producción de esta leguminosa genera trabajo, empleo, alimento e ingresos 

económicos a pequeños, medianos y grandes agricultores, que tratan de satisfacer 

la demanda interna y externa y de la agroindustria artesanal o convencional (Peralta, 

2011). 

2.3 Clasificación taxonómica 

Según Valladares (2010), la clasificación taxonómica del fréjol se detalla de la 

siguiente manera: 
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Reino:    Plantae 

División:   Magnoliophyta 

Clase:    Magnoliopsida 

Subclase:    Rosidae 

Orden:    Fabales 

Familia:    Fabaceae 

Subfamilia:      Faboideae 

Tribu:    Phaseoleae 

Género:    Phaseolus 

Especie:    P. vulgaris  

Nombre científico: Phaseolus vulgaris L. 

Nombres comunes: fréjol, fríjol, poroto, habichuela, judía, ejote, lubia. 

2.4 Requerimientos edafo-climáticos 

(Robles, C. 2008), sostiene que el fréjol prospera en climas fríos y cálidos, tiene 

variedades trepadoras y arbustivas. Se cultiva en suelos no muy salinos, con índice 

medio de lluvias. El mismo autor menciona que esta planta se cultiva en lugares 

donde el calor del sol llegue al tallo de la planta. Aunque admite una amplia gama 

de suelos, los más indicados son los suelos ligeros, de textura francos arcillosos y 

los francos arenosos, con buen drenaje y ricos en materia orgánica. En suelos 

fuertemente arcillosos, muy calizos y demasiado salinos vegeta deficientemente, 

siendo muy sensible a los encharcamientos, de forma que un riego excesivo puede 

ser suficiente para dañar el cultivo, quedando la planta de color pajizo y 

achaparrado.   

(Arias et al., 2007) afirma que el papel más importante de la luz está en la 

fotosíntesis, pero también afecta la fenología y morfología de la planta. El fréjol es 

una especie de días cortos, los días largos tienden a causar demora en la floración 

y la madurez. Cada hora más de luz por día puede retardar la maduración de dos a 

seis días. Los factores climáticos como la temperatura y la luminosidad no son 

fáciles de modificar, pero es posible manejarlos, se puede recurrir a prácticas 
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culturales, como la siembra en las épocas apropiadas, para que el cultivo tenga 

condiciones favorables.  

2.5 Descripción Botánica 

En la primera etapa de desarrollo su sistema radical está formado por la radícula 

del embrión, la cual se convierte posteriormente en la raíz principal o primaria. A los 

pocos días de emerger la radícula es posible ver las raíces secundarias, que se 

desarrollan especialmente en la parte superior o cuello de la raíz principal. Sobre 

las raíces secundarias se desarrollan las raíces terciarias y otras subdivisiones 

como los pelos absorbentes, los cuales, además se encuentran en todos los puntos 

de crecimiento de la raíz. En general, el sistema radical es superficial, ya que el 

mayor volumen de raíces se encuentra en los primeros 20 cm de profundidad del 

suelo (CIAT, 2012).  

Valladares (2010) considera que el tallo puede ser identificado como el eje central 

de la planta, el cual está formado por la sucesión de nudos y entrenudos. El tallo 

tiene generalmente un diámetro mayor que las ramas y puede ser erecto, 

semipostrado o postrado, según el hábito de crecimiento de la variedad. De acuerdo 

a su forma y su hábito de crecimiento, los cultivares se agrupan en dos tipos: los de 

crecimiento determinado y los de crecimiento indeterminado. Los tipos de 

crecimiento determinado se ramifican más, la altura total de la planta es menor (30 

- 90 cm) y al comenzar la floración cesa el desarrollo de la misma.   

Los de crecimiento indeterminado son los trepadores, que tienen la capacidad de 

seguir desarrollándose después de la floración. Debido a esta circunstancia, la 

altura de sus tallos puede variar desde los 50 cm hasta los 3 m. El primer par de 

hojas, que se origina a partir de los cotiledones, es opuesto y de forma acorazonada. 

Las hojas definitivas las forman tres foliolos, el central es ovoide y simétrico y los 

laterales, asimétricos. El tamaño varía con el cultivar y las condiciones de cultivo 

(Andino 2011).  
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Las hojas del fréjol son de dos tipos: simples y compuestas, y están insertadas en 

los nudos del tallo, se forman en la semilla durante la embriogénesis y caen antes 

de que la planta esté completamente desarrollada. Las hojas compuestas trifoliadas 

son las hojas típicas del fréjol, tienen tres foliolos, un peciolo y un raquis. En la 

inserción de las hojas trifoliadas hay un par de estipulas de forma triangular que 

siempre son visibles (Andino, 2011).  

Las flores están organizadas en racimos, situados en las axilas de las hojas, y su 

color varía del blanco al morado. Aunque el fréjol produce menos flores que otras 

leguminosas, como la soya, cuajan en mayor proporción. Las flores, hermafroditas 

y completas, comienzan a desarrollarse por la parte inferior de la planta. Puesto que 

suelen autofecundarse, los cultivares se pueden multiplicar por semilla, sin perder 

las características genéticas de la planta madre a medio plazo (Araujo, 2008).  

Puesto que el fruto es una vaina esta especie se clasifica como leguminosa; las 

vainas pueden ser de diversos colores, uniformes o con rayas, dependiendo de la 

variedad. Dos suturas aparecen en la unión de las valvas: la sutura dorsal, llamada 

placental, y la sutura ventral. Los óvulos, que son las futuras semillas, alternan en 

la sutura placental de la semilla del fréjol (CIAT, 2012).  

2.6 Fréjol Variedad Mantequilla 

El fréjol mantequilla tiene una altura de 0,6 a 1.0 m., volviéndose duros en la 

madurez; hojas trifoliadas, foliolos grandes, ovalados a elíptico muy acuminados en 

el ápice, hasta 20 X 10 cm. glabros, verdes oscuros, brillantes, nervaduras bien 

marcadas; inflorescencia colgante, hasta 30 cm de largo, con 10-20 flores en 

abultamientos; flores grandes de 2,5 cm de largo, de color violáceo, rosado o blanco 

con base roja, cáliz tubulosos con los dientes muy desiguales, estandarte hasta 2,8 

cm de largo, quilla recurvada hacia arriba; fruto hasta 30 X 3,5 cm ensiforme, 

aplastado, algo recurvado, rostrado, con 2 o 3 costillas longitudinales seca de la 

sutura superior, indehiscente; semillas en un número de 12-20, oblongas a 

redondas, algo aplastadas, 15 mm, lisas, blancas con un hilo largo de color café 

rodeado de una zona de color castaño. (Cueva 2007). 
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2.7 Rendimiento  

Según INEC (2014), la superficie sembrada de fréjol en cultivo solo fue de 13.685 

ha. El promedio nacional de producción por hectárea de fréjol es de 1,09 t ha-1. 

Según ESPAC (2014), la producción a nivel nacional de fréjol tierno fue de 17, 860 

t lo que aumentó en un 61.88% respecto al año 2013, a pesar del descenso de la 

superficie cosechada en 23.14% con respecto al mismo periodo. Este 

comportamiento se debió directamente al incremento notable de los niveles de 

rendimiento. 

Para el año 2014 la producción de fréjol seco a nivel nacional fue de 12, 607 t lo que 

aumentó en un 17.01% respecto al año 2013, mientras que la superficie cosechada 

se redujo en 19.14% con respecto al mismo periodo. Este comportamiento se debió 

al incremento del rendimiento en 44.71% respecto al año 2013 (0.47t ha-1). 

2.8 Importancia del nitrógeno 

El nitrógeno es uno de los elementos minerales de mayor importancia en el 

metabolismo de los seres vivos. Sin embargo, a pesar que este elemento existe en 

cantidades apreciables en la atmósfera terrestre, la mayor parte de los suelos de la 

tierra responden a la fertilización nitrogenada; en especial en los trópicos donde la 

temperatura y la precipitación causan grandes pérdidas de este elemento (Bauer,  

2001). Afortunadamente, existe un buen número de microorganismos, que en forma 

libre o asociadas a plantas superiores son capaces de fijar el nitrógeno elemental 

de la atmósfera en forma de amoníaco (Bauer, 2001).  

El nitrógeno (N) es considerado el nutriente más importante para la producción 

vegetal por las cantidades requeridas por los cultivos y por la frecuencia con que se 

observan deficiencias en suelos agrícolas, es así que la agricultura de altos 

rendimientos depende del uso de fertilizantes nitrogenados. Las condiciones 

económicas del sector agropecuario tanto a nivel mundial como nacional y la 

necesidad de preservar el ambiente, básicamente los recursos suelo, agua y 

atmósfera, requieren del uso más eficiente de los nutrientes. Para maximizar la 

eficiencia de uso de N debemos conocer la dinámica del nutriente en el sistema 
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suelo-planta-atmósfera y como el manejo de suelos y cultivos afecta esta dinámica 

(Antón, 2004). 

El suministro de nitrógeno (N) al suelo no es suficiente para compensar su creciente 

demanda por las plantas y organismos vivos que habitan en este planeta, 

haciéndose necesaria la aplicación de algún fertilizante nitrogenado (Beever et al., 

2007). Sin embargo, esta estrategia puede producir una creciente contaminación 

ambiental donde se ven afectados todos los factores actuantes, ya sean bióticos 

como abióticos (Urzua et al., 2001).  

El N es un componente esencial en sustancias básicas para la vida, tales como 

ácidos nucleicos y la conformación de proteínas (Harrison, 2003), por lo que el 

cultivo de plantas con capacidad para incorporar este elemento tanto a su 

metabolismo como para el adecuado comportamiento del ciclo del N en la biosfera 

es de vital importancia. Las plantas pertenecientes a la familia leguminosa 

(Fabaceae) son unas de las máximas responsables del equilibrio del N en los 

ecosistemas (Broughton et al., 2003). Estas son capaces de realizar el proceso de 

fijación biológica del N (FBN) mediante la estrecha relación con bacterias del suelo 

comúnmente conocidas como rizobios (Weir, 2006).  

2.9 Fijación biológica del nitrógeno 

El nitrógeno es uno de los elementos químicos esenciales para todos los seres vivos 

ya que forma parte de los ácidos nucleicos y de las proteínas y, por lo tanto, es 

fundamental en la estructura y el metabolismo celular (Boström, 2006). Las plantas 

toman el nitrógeno directamente desde el suelo en forma de nitratos (NO3-) o amonio 

(NH4+), algo que no pueden hacer los animales, que precisan tomarlo en forma de 

compuestos orgánicos. Sólo algunos procariotas pueden tomar el nitrógeno 

directamente desde la atmósfera, vía fijación de nitrógeno, convirtiendo el nitrógeno 

molecular en nitrógeno asimilable por otros seres vivos (Boström, 2006). 

Teniendo en cuenta que este elemento es muy abundante en la atmósfera (78.084 

%), la obtención de nitrógeno directamente desde ésta es una de las vías más 

importantes para el mantenimiento del ciclo del nitrógeno, del que forman parte las 
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bacterias fijadoras de nitrógeno, junto con otros grupos de bacterias que llevan a 

cabo procesos intermedios de transformación de compuestos nitrogenados y de 

desnitrificación, que devuelve finalmente el nitrógeno a la atmósfera (Beever et al., 

2007).  

La fijación biológica de nitrógeno (FBN) consiste en la reducción de gas N2 a una 

molécula biológicamente disponible para plantas y microorganismos en forma de 

amonio, el cual es luego asimilado a moléculas orgánicas (Beever et al., 2007). El 

nitrógeno, por su parte, se considera uno de los principales elementos reguladores 

de la producción primaria en los estratos superficiales y subsuperficiales de la 

mayoría de los sistemas marinos.  

La fijación biológica es altamente demandante de energía. En los sistemas de 

fijación simbiótica, como los de Rhizobium-leguminosa, esta energía proviene del 

sol, vía fotosíntesis realizada por la planta; mientras que los fijadores de vida libre 

como Azospirillum, Azotobacter y otros deben extraer la energía de la materia 

orgánica del medio, que no siempre abunda (Abela, 2010). Se estima que los 

sistemas simbióticos fijan entre 75 y 300 kg de N ha por año, mientras que los no 

simbióticos no superarían los 15 kg de N por ha. A pesar de estas diferencias, la 

fijación libre, sola, representa a nivel global algo menos de la mitad de los 200-250 

millones de toneladas de N2 fijado por año, ya que la simbiótica (aunque sea más 

eficiente) está limitada a unas pocas especies vegetales, entre ellas las leguminosas 

(Abela, 2010).  

2.10 Características generales de las Rizobacterias 

Las rizobacterias son un tipo de bacteria procariotas que colonizan las raíces de 

algunas plantas en una relación simbiótica beneficiosa para ambas partes 

(mutualismo). Las rizobacterias de mayor interés para la agricultura son las fijadoras 

de nitrógeno, que se estima proveen el 65% de los requerimientos de este nutriente 

por los cultivos mundiales. (INTA, 2011) 

Las rizobacterias y otros microorganismos de suelo han sido estudiados como 

posibles reemplazantes de químicos. Estas rizobacterias, conocidas colectivamente 

http://es.wikipedia.org/wiki/Simbiosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutualismo_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Fijaci%C3%B3n_de_nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Fijaci%C3%B3n_de_nitr%C3%B3geno
http://cyt-ar.com.ar/cyt-ar/index.php/INTA
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como PGPR, son microorganismos de suelo e incluyen especies de Azotobacter, 

Azospirillum, Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, 

Rhizobium, Pseudomonas, Gluconacetobacter, Burkholderia, Bacillus entre otras 

(Glick, 2007).  

Estas PGPR afectan el crecimiento de la planta de forma directa o indirecta. En 

cuanto a la promoción directa, las PGPR pueden: fijar nitrógeno; producir 

sideróforos, que solubilizan y secuestran el hierro del suelo y lo proveen a la planta; 

sintetizar distintas fitohormonas, que actúan en varias etapas del crecimiento de los 

vegetales; pueden tener mecanismos para la solubilización de minerales, tales 

como el fósforo; producir la enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) 

deaminasa, que hidroliza el ACC (un precursor del etileno) y por lo tanto disminuye 

los niveles de etileno en las plantas en desarrollo; y/o sintetizar compuestos volátiles 

como acetoína y el 2,3-B, que estimulan el crecimiento de la planta. (Ping et al., 

2004).  

Los estímulos indirectos, incluyen una variedad de mecanismos por los cuales la 

bacteria inhibe el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos entre ellos, la 

producción y secreción de sideróforos, que secuestra el hierro disponible en la 

rizósfera y como resultado previene que cualquier patógeno vecino prolifere debido 

a la falta de hierro; la producción de un amplio rango de compuestos antimicrobianos 

(Ongena et al., 2005); de cianuro de hidrógeno, que inhibe algunos hongos; la 

hidrólisis de ácido fusárico, que es el agente causante de daños en plantas 

infectadas con Fusarium e hidrólisis de la pared celular de hongos patógenos (Glick, 

1995; Lugtenberg et al., 2004); la competición por nutrientes y nichos convenientes 

en la superficie de la raíz (Bais et al., 2004; Timmusk et al., 2005); la activación de 

sistemas de defensa del hospedador mediante resistencia sistémica inducida 

(Ongena et al., 2005).  

Aunque se ha demostrado la contribución de las rizobacterias en varios cultivos 

importantes, los mecanismos incluidos en la estimulación son todavía difíciles de 

encontrar en la mayoría de los casos (Sun et al., 2008). Recientemente se ha 
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reportado que las bacterias endófitas pueden promover el desarrollo de la planta y 

eliminar las enfermedades de estas, probablemente de manera similar a como lo 

hacen las rizobacterias que promueven el desarrollo de la planta (PGPR) 

(Lugtenberg et al., 2009). Martínez-Viveros et al. (2010) reportan que las PGPR 

realizan la promoción del desarrollo de las plantas mediante la producción de 

auxinas, citoquininas y giberelinas. Estos reguladores de crecimiento (PGRs) son 

sustancias orgánicas que influyen en los procesos fisiológicos de las plantas en 

concentraciones extremadamente bajas. Debido a que la concentración de señales 

hormonales es crítica para la regulación de varios procesos fisiológicos en las 

plantas, los cambios locales de los niveles de fitohormonas pueden conducir a 

cambios característicos en el crecimiento y desarrollo vegetal (Torres-Gutiérrez, 

2008).   

2.10.1 Género Sphingomonas. 

Sphingomonas es un grupo de bacterias Gram negativas con forma de bacilo, 

quimioheterótrofas y estrictamente aerobias, por lo general pigmentadas de color 

amarillo, lo cual sugiere que las bacterias de este género se adaptan bien en la 

degradación de hidrocarbonos aromáticos policíclicos de alto peso molecular y otros 

contaminantes aromáticos. (Xia et al., 2005) 

Varios trabajos reportan la presencia de Sphingomonas spp. sobre superficies de 

plantas, se ha encontrado que este género bacteriano tiene efectos benéficos para 

las plantas (Enya et al., 2007, Fürnkranz et al., 2008, Idris et al.,2004), del mismo 

modo, los estudios han encontrado que Sphingomonas spp. es uno de los factores 

que funcionan como estimulantes en el crecimiento de las plantas (Adhikari et 

al.,2001, Enya et al., 2007, Tsavkelova et al., 2006). Nascimbém en 2010 encontró 

que Sphingomonas en el sistema radicular de maíz, participa como degradadora de 

fosfatos. 

2.10.2 Género Rhizobium 

Los Rhizobium son microorganismos capaces de inducir la formación de nódulos 

fijadores de nitrógeno atmosférico en las raíces de las plantas de la familia 
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Leguminosae. Algunos rizobios también son capaces de inducir nódulos en el tallo 

de leguminosas. (Olivares 2003). 

Las bacterias del género Rhizobium, son bacilos que miden 0,5 - 1,0 × 1,3 – 3,0 μm. 

Se mueven por medio de 1 - 6 flagelos que pueden ser perítricos o subpolares. Las 

colonias generalmente son blancas o color beige, circulares, cóncavas, 

semitranslúcidas u opacas y mucilaginosas; miden 2 - 4 mm de diámetro a los 3 - 5 

días de incubación en medio de cultivo Levadura Manitol Agar (LMA). El crecimiento 

en medio de carbohidratos generalmente está acompañado de reacción ácida y 

abundante cantidad de polisacárido extracelular. Son químio-organotróficas, 

utilizando una gran variedad de carbohidratos y ácidos orgánicos como fuente de 

carbono y energía. Algunas cepas requieren biotina, ácido nicotínico, pantotenato o 

tiamina como factores de crecimiento. Las cepas de este género son bacterias de 

rápido crecimiento productoras de ácido en LMA (Young et al., 2001). 

2.10.3 Género Azotobacter 

Azotobacter es un género de bacterias de vida libre y que fijan nitrógeno 

atmosférico, que pertenece a la clase Gammaproteobacteria. (Setubal, 2009). 

Estas son bacterias de vida libre que crecen adecuadamente en medios sin 

nitrógeno. Utilizan el nitrógeno atmosférico para la síntesis de sus proteínas 

celulares. La proteína celular se mineraliza después de la muerte de la célula, por 

tanto, contribuye a la disponibilidad de nitrógeno para las plantas silvestres y los 

cultivos agrícolas (Agronet, 2004). Se han realizado una gran cantidad de ensayos 

a campo donde se demuestra el efecto positivo de Azotobacter sobre el rendimiento 

de diferentes cultivos. Se han publicado los efectos sobre cultivos extensivos como 

maíz (Hussain et al., 1987, Martínez et al., 1988, Pandey et al., 1998,); trigo (Zambre 

et al., 1984, Behl 2006, Kizilkaya 2008,) y arroz (Kannaiyan et al., 1980, Kennedy et 

al., 2004). 

2.10.4 Género Stenotrophomonas  

Stenotrophomonas sp, es un bacilo gramnegativo, recto o ligeramente curvado, no 

formador de esporas, que presenta un tamaño aproximado de 0,4 - 0,7 μm de ancho 
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por 0,7- 1,8 μm de largo. Considerada como bacteria móvil, debe su movilidad a la 

presencia de varios flagelos polares. Aparecen como bacilos individuales o en 

parejas, no acumulando gránulos de poli-β-hidroxi-butirato en su interior (López 

2009). 

En cuanto a su hábitat, Stenotrophomonas sp es un organismo de localización 

capaz de colonizar diferentes nichos ecológicos; ha sido aislado en agua, en suelo, 

en la rizosfera de diferentes vegetales (algodón, cítricos, maíz, trigo), en animales y 

en alimentos (cerdos, huevos, leche y pescados congelados) (López 2009). 

2.10.5 Género Ralstonia 

Ralstonia sp, es un patógeno de gran importancia en las zonas tropicales y 

subtropicales, ya que afecta una gran diversidad de cultivos incluidos solanáceas 

como el tomate (Lycopersicon esculentum L. Mill), berenjena (Solanum melongena 

L.), papa (Solanum tuberosum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) así como también 

bananos (Musa spp.), maní (Arachis hipogea L.), plantas ornamentales como 

heliconias (Heliconia sp.), entre otros (Agrios 1998). En estos cultivos, causa la 

enfermedad conocida como marchitez bacteriana. 

Según Colombo 2010, cuando la bacteria afecta los cultivos de un país, región o 

zona, las posibilidades de diseminación son múltiples, como suelo infectado, aguas, 

labores culturales, etc., ya que es un patógeno del suelo y tiene la capacidad de 

persistir en él, aún sin el hospedante específico. Dicha capacidad va a depender de 

la raza presente, lo que dificulta la aplicación de medidas de control eficientes. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 UBICACIÓN DEL PROYECTO 

3.1.1 Ubicación Política 

La presente investigación se realizó en tres sectores: la primera fase de laboratorio 

en el centro de biotecnología, la segunda fase de condiciones controladas en el 

invernadero del Centro de Biotecnología sector y la tercera fase de campo en el 

sector “Los Molinos” de la Estación Experimental “La Argelia”. 

3.1.2 Ubicación Geográfica 

Según CINFA (2013) Las Quintas Experimentales “La Argelia” presenta la siguiente 

ubicación geográfica:   

 Latitud (S): 04°01´54´´ 

 Longitud (W): 79°11´58´´ 

 Altitud (msnm): 2 138 

El Centro de Biotecnología de la Universidad Nacional de Loja presenta la siguiente 

ubicación geográfica:  

 Latitud (S): 03°23´35´´ 

 Longitud (W): 79°11´55´´ 

 Altitud (msnm): 2 138 

3.1.3 Ubicación ecológica 

Según Holdridge la zona utilizada para la presente investigación, posee una 

precipitación de 800 milímetros de promedio anual, 16° C de temperatura media 

anual y una zona de vida bosque seco montano bajo (bs-MB).  

 

3.2 MATERIALES 

• Equipos: Destilador de agua, Agitador calentador, Autoclave, Flujo laminar, 

Incubadora, Estufa, Incubadora giratoria, Calentador de agua, Balanza 
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analítica, Microscopio biológico óptico, Refrigeradora -20ºC, Contador de 

colonias, Centrifuga, Vortex, Espectrofotómetro.  

• Reactivos: Agar Pikosvkaya , Mannitol, Extracto de levadura, Cloruro de 

calcio, Sacarosa, , Sulfato de hierro, Cloruro de sodio, Alcohol, Hipoclorito de 

sodio, Agar Ashby, Sulfato de Magnesio, AIA Sintético. Caldo nutriente. 

• Materiales Semilla (fréjol mantequilla), Insumos agrícolas, Macetas de 

experimentación, (Micropipetas 1000 ul), Puntas de micropipetas (1000 ul), 

Papel lumínico, Guantes de laboratorio, Cristalería EllenMeyer, Matraces, 

Beakers. 

3.3 METODOLOGÍA 

3.3.1 Metodología para el primer objetivo: 

“Evaluar la producción de AIA y solubilización de fósforo de las rizobacterias” 

Se utilizaron cepas de rizobacterias (Tabla 1), las cuales fueron inoculadas en el 

medio de cultivo caldo nutriente, suplementado con 1 gr L-1 de triptófano y se 

incubaron durante 24 y 48 horas a una temperatura de 30°C. 

Se tomó 1 ml del cultivo crecido y se los transfirió a microtubos de 1,5 ml para ser 

centrifugados a 10.000 rpm durante 5 min, seguidamente se tomó 0,5 ml del 

sobrenadante y se le añadió 0,5 ml de reactivo Salkowski, dejándolo a la oscuridad 

durante 30 min a temperatura ambiente. Luego del tiempo transcurrido se tomó 1 

ml de la solubilización mezclada para transferir a microcubetas del 

espectrofotómetro para medir la absorbancia a 530 nm.  

Para la identificación de la capacidad de solubilizar fosfatos inorgánicos las 

rizobacterias fueron inoculadas por punteado en medio de cultivo Pikovskaya 

modificado (Zaidi et al., 2009). Como resultado se tomó las cepas donde se observa 

un halo translúcido alrededor de la colonia. 
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Tabla 1. Rizobacterias utilizadas en la producción de AIA y solubilización de fósforo. 

CÓDIGO Microorganismo Lugar de aislamiento 

T9 Rhizobium etli Loja 

T12 Rhizobium tropici Catamayo 

Pin 2 Azotobacter vinelandii Pindal 

Col 6 Sphingomonas melonis Colaisaca 

T8 Rhizobium miluonense Gonzanamá 

Tablón 5 SN Saraguro 

Cascajal 4 Stenotrophomonas maltophilia Zapotillo 

SAB SN Zapotillo 

Ceiba 11 Sphingomonas sp. Zapotillo 

TN 11 Ralstonia sp. Macará 

Abreviatura. SN: Cepas sin identificar genéticamente 

 

3.3.2 Metodología para el segundo objetivo 

“Evaluación in vitro de las cepas bacterianas en fréjol común”  

Para la evaluación in vitro de las cepas bacterianas se utilizó semillas de fréjol de la 

variedad mantequilla, las semillas se desinfectaron con alcohol al 70 % durante 2 

min y en hipoclorito de sodio al 3 % durante 5 min, finalmente se realizó cuatro 

lavados con agua destilada estéril para desechar cualquier residuo de los 

desinfectantes. Para la pre-germinación de las semillas se preparó la solución agar 

agua (8 g de agar para 400 ml de agua) para 30 cajas de Petri. Para cada una de 

las cajas se utilizó 20 ml de esta solución, en cada una de las cajas se utilizó 12 

semillas y se las colocó en la incubadora a una temperatura de 28 °C. 

Posterior a la germinación se inoculó 100 μL de cada cultivo bacteriano sobre cada 

una de las semillas. Se realizó tres replicas para cada cepa objeto de estudio. Las 

cajas inoculadas se sellaron y se incubaron a 30 °C y a las 72, 96 y 192 horas 

después de la inoculación se realizaron las evaluaciones de número y longitud de 

las raíces. 



18 
 

3.3.3 Metodología para el tercer objetivo. 

“Evaluar el efecto de los aislados rizosféricos en parámetros de nodulación, 

fisiológicos y fijación de N, en el cultivo de fréjol bajo condiciones 

controladas”  

Montaje del experimento  

Para el montaje del ensayo en condiciones controladas se utilizaron las mejores 

cepas obtenidas de los estudios en condiciones in vitro, así como las cepas que 

mayor cantidad de AIA produjeron, y las cepas que tuvieron la capacidad de 

solubilizar fósforo inorgánico, más un tratamiento con fertilización química (urea) y 

un control sin inoculación ni fertilización. El experimento se desarrolló utilizando un 

diseño experimental totalmente aleatorizado con 9 tratamientos y 10 réplicas en 

macetas con 2 kg de sustrato en una relación 2:1:1 (tierra, arena y turba) 

respectivamente.  

 Los tratamientos utilizados fueron: 

T1= Cascajal 4 (Stenotrophomonas maltophilia) 

T2= Ceiba 11 (Sphingomonas sp.) 

T3= TN 11 (Ralstonia sp,) 

T4= Cascajal 4 + T12 (Stenotrophomonas maltophilia + Rhizobium tropici) 

T5= Ceiba 11 + Col 6 (Sphingomonas sp. + Stenotrophomonas melonis.) 

T6= TN11 + Pin .2 (Ralstonia sp. + Azotobacter vinelandii.) 

T7= T8 (Rhizobium miluonense) 

T8= Control 

T9= Fertilización 

Preparación del inoculo 

Para la preparación del pre-inóculo se dispuso en tubos de 10 ml de medio caldo 

nutriente por cada cepa objeto de estudio y se ajustó el pH a 7 añadiendo HCl. Los 

tubos se incubaron a 30 °C durante 72 horas en incubadora giratoria a 250 rpm para 

contar con títulos mínimos de 108 UFC ml-1. Al cabo del tiempo establecido se 

inoculó el cultivo de cada cepa en 200 ml de medio caldo nutriente para obtenerse 
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el inóculo final, el cual se incubó a 30 °C durante 48 horas en incubadora giratoria 

a 250 rpm., Luego del tiempo necesario para el crecimiento de las bacterias se 

realizó el conteo de las células viables en cada una de las cepas. Todas las cepas 

contaron con títulos superiores a108 UFC ml-1.  Para la realización de la inoculación 

y co-inoculación en las semillas directamente, se realizó aplicando 1 ml del cultivo 

de cada uno de los aislados en las 10 réplicas en el momento de la siembra.  

Evaluaciones del cultivo  

A los 8 días después de la siembra (DDS), se realizó la primera evaluación de los 

parámetros morfológicos altura en centímetros y número de hojas de las plántulas; 

estos parámetros de evaluación se realizaron luego a los 15, 21 y 28 días. A los 30 

días (DDS) se inició con la evaluación de los parámetros de nodulación: número de 

nódulos (NN), peso fresco y seco de los nódulos (PFN, PSN), peso fresco y seco 

de la raíz (PFR, PSR), peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF), para ello se tomó 

la planta de cada maceta por tratamiento.  

3.3.4 Metodología para el cuarto objetivo. 

“Determinar el efecto de los mejores aislados, sobre parámetros 

morfológicos, biomasa, componentes de rendimiento y rendimiento agrícola 

en fréjol común bajo condiciones de campo.”  

 Montaje y diseño del experimento en campo   

Para el experimento en campo se utilizó las mejores interacciones de las cepas 

obtenidas en condiciones controladas, además de un tratamiento con fertilización 

química (urea) y un control absoluto, mediante un diseño experimental de bloques 

al azar con 5 tratamientos y 4 réplicas. Cada parcela del ensayo en campo tuvo una 

dimensión de 20 m2 

 Los tratamientos utilizados fueron: 

T1= T8 (Rhizobium miluonense) 

T2= Control 

T3= TN11 + T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) 
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T4= Fertilización  

T5= TN11 (Ralstonia sp.) 

 Realización del  inoculo final, peletización en las semillas y siembra en 

condiciones de campo  

La preparación del pre-inoculo e inoculo final se siguió los mismos pasos del acápite 

(3.3.3). Obtenido el inoculante final, este se depositó en fundas aluminadas con 250 

g de turba como soporte y así se formó el bioinóculo final para la peletización en las 

semillas de fréjol. La peletización se realizó mediante una mezcla del inoculante y 

azúcar como adherente en las semillas.   

 Labores agrotécnicas del cultivo y evaluación del experimento.   

Se realizaron labores agrotécnicas como desyerbas, manejo de plagas y 

enfermedades. A los 15 días (DDS) se realizó la primera evaluación de los 

parámetros morfológicos altura (cm) y número de hojas de las plántulas de fréjol 

Estos parámetros de evaluación se realizaron luego a los 21 y 28 días. 

A los 30 días (DDS) se inició con la evaluación de los parámetros de nodulación: 

número de nódulos (NN), peso fresco y seco de los nódulos (PFN, PSN), peso 

fresco y seco de la raíz (PFR, PSR), peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF), para 

ello se tomó 5 plantas por parcela y tratamiento. A los 120 días (DDS) se evalúo los 

componentes del rendimiento para ello se tomó 5 plantas por parcela, en las que se 

evaluaron: número de vainas por planta, peso de vainas por plantas, número de 

granos por planta, peso de granos por planta. Para el rendimiento agrícola se 

seleccionaron 40 plantas por parcela y se pesaron los granos (Torres-Gutiérrez, 

2008). 
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4. RESULTADOS 

Producción de AIA y solubilización de fósforo de las rizobacterias 

En la tabla 2, se presenta los resultados de cada una de las rizobacterias en relación 

a la producción de ácido indól acético (AIA). Es evidente que todas las cepas 

tuvieron la capacidad de producir AIA en menor o mayor cantidad. De todas las 

cepas evaluadas se destacan como las mejoras Cascajal 4 (Stenotrophomonas 

maltophilia) y Ceiba (Ralstonia sp.) en relación a los demás aislados bacterianos 

con valores de 1,636 y 1598 ug ml-1 respectivamente.  

Tabla 2. Producción de AIA de las rizobacterias 

Tratamiento Descripción AIA ug ml-1 

T9 Rhizobium etli 0,244c 

T12 Rhizobium tropici 0,457bc 

Pin 2 Azotobacter vinelandii 0,603bc 

Col 6 Sphingomonas melonis 0,541bc 

T8 Rhizobium miluonense 0,6995bc 

Tablón 5 SN 0,547bc 

Cascajal 4 
Stenotrophomonas 

maltophilia 
1,636a 

SAB SN 0,5765bc 

Ceiba Sphingomonas sp 1,5985a 

TN 11 Ralstonia sp 0,7615b 

Medias con letras iguales no difieren estadísticamente según TUKEY p<0,05. 

La presencia de un halo traslucido alrededor de la colonia es un indicativo de que la 

bacteria tiene la característica de solubilizar fosfatos inorgánicos en medio solido 

con presencia de fosforo (Tejera-Hernández, 2013; Hernández-Leal, 2011 y 

Fernández, 2005). En nuestra investigación las cepas que tuvieron la capacidad de 

solubilizar fosforo inorgánico en medio Pikovskaya fueron Col 6 (Sphingomonas 

melonis) y T9 (Rhizobium etli) con valores medios de 5,67 y 3,50 mm de halo 

respectivamente, el resto de aislados tal como se detalla en la tabla 3 no tuvieron la 

capacidad de formar halo y por tanto de solubilizar fosforo inorgánico. 
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Tabla 3. Aislados bacterianos con capacidad de solubilizar fosforo inorgánico en 
medio Pikovskaya. 

Tratamiento Descripción Solubilización de P Halo (mm) 

T9 Rhizobium etli + 3,50 

T12 Rhizobium tropici - 0,00 

Pin 2 
Azotobacter 

vinelandii 

- 
0,00 

Col 6 
Sphingomonas 

melonis 

+ 
5,67 

T8 
Rhizobium 

miluonense 

- 
0,00 

Tablón 5 SN - 0,00 

Cascajal 4 
Stenotrophomonas 

maltophilia 

- 
0,00 

SAB SN - 0,00 

Ceiba Sphingomonas sp - 0,00 

TN 11 
Ralstonia sp - 

0,00 

Leyenda: + (Positivo) – (Negativo) 

Evaluación in vitro de las cepas bacterianas en fréjol común 

Número de Raíces 

En la tabla 4 se presentan los resultados en cuanto al número de raíces de las 

semillas de frejol inoculas con las cepas bacterianas a las 192 horas de evaluación. 

Todas las rizobacterias influyen directamente en la promoción de raíces, sin 

embargo la cepa aislada de Colaisaca (Sphingomonas melonis) presenta los 

mejores resultados con 62 raíces en promedio y la misma difiriendo 

significativamente frente a las demás cepas evaluadas.  
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Tabla 4. Número de raíces en semillas de frejol mantequilla inoculadas con 

rizobacterias 

Tratamiento Descripción  Número de raíces 

T9 Rhizobium etli 43,92ab 

T12 Rhizobium tropici 45,33ab 

Col 6 Sphingomonas melonis 62,83a 

T8 Rhizobium miluonense 50,08ab 

Tablón 5 SN 33,17ab 

Cascajal 4 
Stenotrophomonas 

maltophilia 
40,33ab 

Ceiba Sphingomonas sp. 41,00ab 

TN11 Ralstonia sp 37,17ab 

Medias con letras iguales no difieren estadísticamente según TUKEY p<0,05. 

Longitud de raíces.  

En la tabla 5 se presentan los resultados en cuanto a la longitud de las raíces de las 

semillas de frejol. El efecto de las rizobacterias para esta variable evaluada es 

homogénea, ya que ninguna de las cepas ejercen un efecto marcado en el 

crecimiento de las raíces para P. vulgaris, no obstante con la inoculación de la cepa 

Col 6 (Sphingomonas melonis) se obtiene mayor longitud de la raíz (12,37 cm) en 

comparación con las demás cepas evaluadas. 
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Tabla 5. Longitud de las raíces de frejol mantequilla inoculadas con rizobacterias 

Tratamiento Descripción  Longitud de raíces (cm) 

T9 Rhizobium etli 8,53ab 

T12 Rhizobium tropici 8,29ab 

Col 6 Sphingomonas melonis 12,37a 

T8 Rhizobium miluonense 8,30ab 

Tablón 5 SN 8,06ab 

Cascajal 4 
Stenotrophomonas 

maltophilia 
8,35ab 

Ceiba Sphingomonas sp. 11,18ab 

TN11 Ralstonia sp 9,45ab 

Medias con letras iguales no difieren estadísticamente según TUKEY p<0,05. 

Efecto de los aislados rizosféricos en parámetros de nodulación, fisiológicos 

y fijación de N, en el cultivo de fréjol bajo condiciones controladas. 

En el cuadro 1, se presenta la comparación de medias para la altura y el número de 

hojas realizada a los 8, 15, 21 y 28 DDS. En todos los tiempos de evaluación se 

evidencia el efecto positivo de las rizobacterias en la altura y promoción del número 

de hojas, destacándose los tratamientos T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas 

sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.) y T7 (Rhizobium miluonense). 
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Cuadro 1. Evaluación de parámetros morfológicos en frejol mantequilla en 

invernadero. 

TRATAMIENTO 

8 Días 15 Días 21 Días  28 Días 

Altura 
(cm) 

N° de 
hojas 

Altura 
(cm) 

N° de 
hojas 

Altura 
(cm) 

N° de 
hojas 

Altura 
(cm) 

N° de 
hojas 

T1 5,69ª 2ª 22,62ab 2ª 25,53ª 5ab 26,34ª 8ª 

T2 6,98ª 2ª 21,81ab 2ª 26,60ª 5ab 26,94ª 8ª 

T3 5,65ª 2ª 21,23b 2ª 24,80ª 5ab 25,64ª 8ª 

T4 6,41ª 2ª 21,60ab 2ª 25,70ª 5ab 28,27ª 8ª 

T5 7,23ª 2ª 23,23ab 2ª 26,39ª 5ab 29,37ª 8ª 

T6 7,01ª 2ª 22,71ab 2ª 26,94ª 5ab 29,41ª 8ª 

T7 6,88ª 1,8ª 24,01ª 1,9ª 32,34ª 4,9b 36,50ª 7,8ª 

T8 5,19ª 2ª 22,49ab 2ª 26,27ª 5ab 29,35ª 8ª 

T9 5,98ª 2ª 23,76ab 2ª 30,43ª 5,6ª 36,52ª 8,1ª 

Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 

(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), 

T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). 
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Número de nódulos 

En la figura 1 se presenta los resultados del número de nódulos totales .Todas las 

rizobacterias ejercieron un efecto positivo en la promoción de nódulos en las raíces 

de frejol mantequilla, como era de esperar los tratamientos T4 y T6 presentan los 

mejores resultados debido a la sinergia simbiótica de Rhizobium con esta 

leguminosa, a pesar de esto, no se evidencia diferencias estadísticas significativas 

con los demás tratamientos evaluados.  

 

Figura 1. Número de nódulos a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2 
(Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.)T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización) 
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Peso fresco de nódulos. 

En la figura 2 se muestra los resultados para la variable peso fresco de los nódulos 

(g) .De todos los tratamientos evaluados el tratamiento T4 (Stenotrophomonas 

maltophilia+Rhizobium tropici) presentó los mejores resultados con valores de 

0,0634 mientras que T9 (Fertilización) los valores más bajos.  

 

Figura 2. Peso fresco de nódulos a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), 
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), 
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). Letras desiguales en las columnas difieren para 
p<0,05 Tukey. 

 

Peso seco de nódulos 

En la figura 3 se muestran los resultados para la variable peso seco de nódulos (g), 

los mejores resultados se obtiene con la coinoculación de las cepas T4 

(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici) y sorpresivamente T8 (Control) 

con valores de 0,00769 y 0,00714 g respectivamente.  
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Figura 3. Peso seco de nódulos a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), 
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), 
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). Letras desiguales en las columnas difieren para 
p<0,05 Tukey. 

Peso fresco y seco de la Raíz 

En la figura 4 y 5 se presentan los resultados del peso fresco y seco de la raíz, en 

relación al peso fresco de la raíz no existe diferencias significativas en los 

tratamientos evaluados, mientras que para el peso seco de la raíz, el tratamiento T5 

(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.) presentó los mejores resultados con 

valores de 0,29 g.  

 

Figura 4. Peso fresco de la raíz a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), 
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), 
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). Letras desiguales en las columnas difieren para 
p<0,05 Tukey. 
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Figura 5. Peso seco de la raíz a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2 
(Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). Letras desiguales en las columnas difieren para 
p<0,05 Tukey. 

Peso fresco y seco del follaje 

En la figura 6 y 7 se muestran los resultados del peso fresco y seco del follaje, con 

respecto al peso fresco del follaje no se evidencia diferencias significativas entre los 

tratamientos, mientras que para el peso seco del follaje los tratamientos T5 

(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T7 (Rhizobium miluonense) y T9 

(Fertilización) ejercieron un efecto positivo en la promoción de biomasa con respecto 

a los demás tratamientos.  
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Figura 6. Peso fresco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), 
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), 
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). Letras desiguales en las columnas difieren para 
p<0,05 Tukey. 

 

 

Figura 7. Peso seco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2 
(Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium 
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilización). Letras desiguales en las columnas difieren para 
p<0,05 Tukey. 
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Efecto de los mejores aislados, sobre parámetros morfológicos, biomasa, 

componentes de rendimiento y rendimiento agrícola en fréjol común bajo 

condiciones de campo 

En el cuadro 2, se presenta la comparación de medias para la altura y el número de 

hojas realizada a los 15, 21 y 28 DDS. En todos los tiempos de evaluación para el 

número de hojas no hay diferencias estadísticas entre tratamientos, no así para la 

altura de las plantas, sin embargo a los 15, 21 y 28 DDS el tratamiento fertilización 

difiere significativamente frente a los demás tratamientos, seguido de T8 (Rhizobium 

miluonense) y TN11 (Ralstonia sp.) quienes presentan los mejores resultados. 

Cuadro 2. Comparación de tratamientos respecto a los parámetros morfológicos en 

frejol mantequilla en campo 

 

Tratamiento 

15 DDS 21 DDS 28 DDS 

Altura 

(cm) 

N° de 

hojas 

Altura 

(cm) 

N° de 

hojas 

Altura 

(cm) 

N° de 

hojas 

T8 16,22ab 2,0a 17,14b 5,0a 18,16b 8,0 a 

Control 15,56c 1,8ª 16,72b 5,0 a 17,8b 8,0 a 

TN11+T8  15,9bc 1,8ª 17,56b 5,0 a 18,44b 8,0 a 

Fertilización 16,54ª 1,8ª 19,04ª 5,4ª 20,44ª 7,6ª 

TN 11  15,46c 1,8ª 17,82b 5,0a 20,42ª 8,0a 

Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium 

miluonense), Fertilización y TN 11 (Ralstonia sp.). Letras desiguales en las columnas difieren 

para p<0,05 Tukey. 

Número de nódulos, peso fresco y seco de nódulos 

En la figura 8, 9 y 10 se presentan los resultados para los parámetros de nodulación, 

correspondientes a número de nódulos totales, peso fresco y seco de nódulos (g) 

para cada uno de los tratamientos y la comparación entre tratamientos para cada 

variable evaluada. A los 30 DDS no se evidencia diferencias significativas, lo que 

indica que cada uno de los tratamientos responden de igual forma a las cepas 

inoculadas, control y fertilización. 
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Figura 8. Número de nódulos a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, 
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.).  

 

Figura 9. Peso fresco de los nódulos a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), 
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.).  

 
Figura 10. Peso fresco de los nódulos a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), 
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.).  
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Peso fresco y seco de la raíz 

En la figura 11 y 12 se indican los resultados con respecto a los parámetros 

fisiológicos: peso fresco y seco de la raíz (g) evaluados a los 30 DDS en campo, 

Como se evidencia para ambas variables evaluadas no existe diferencias 

significativas en los tratamientos evaluados. Sin embargo el tratamiento TN11 

(Ralstonia sp) y T8 (Rhizobium miluonense) presentan los mejores resultados.  

 

Figura 11. Peso fresco de la raíz a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, 
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.).  

 

Figura 12. Peso seco de la raíz a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, 
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.). 
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Peso fresco y seco del follaje 

En la figura 13 y 14 se muestran los resultados obtenidos en campo del peso fresco 

y seco del follaje (g). Para ambas variables evaluadas la inoculación doble con 

TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) presenta los valores más altos 

con respecto al control y la cepa TN11 (Ralstonia sp.), siendo estos últimos 

tratamientos los que presentan los valores más bajos.  

 

Figura 13. Peso fresco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, 
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.). Letras 
desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey. 

 

Figura 14. Peso seco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, 
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.). Letras 
desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey. 
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Peso de vainas por planta 

En relación a los componentes del rendimiento. En la figura 15 se presenta los 

resultados con respecto al peso de vainas por planta , donde el tratamiento 

Fertilización  presenta los mejores resultados, con valores de 8,9 g, en relación con 

los tratamientos Control y T8 (Rhizobium miluonense) quienes presentan los valores 

más bajos.   

 

Figura 15. Peso de vainas por planta a los 120 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), 
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.). 
Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey. 

Peso de granos por planta 

En la figura 16 se presenta los resultados del peso de granos por planta, siendo el 

tratamiento Fertilización el que presenta los mejores resultados con valores de 6,66, 

g, el mismo que difiere significativamente frente a los tratamientos control y la 

combinación de TN11+T8, y no así con los demás tratamientos evaluados.  
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Figura 16. Peso de granos por planta a los 120 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), 
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.). 
Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey. 

Rendimiento agrícola 

Los valores correspondientes al rendimiento agrícola se presentan en la figura 17, 

a pesar de no haber diferencias estadísticas entre los tratamientos evaluados, se 

destaca el tratamiento con Fertilización química, el cual presenta un rendimiento 

promedio de 0,665 TM ha-1, mientras que el tratamiento Control presentó los valores 

demás bajos de 0,336 TM ha-1. 

 
 

 

Figura 17. Rendimiento agrícola. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, TN11+T8 

(Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.).  
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En la tabla 6 se presentan los resultados en cuanto al contenido de nitrógeno total 

en grano seco de fréjol mantequilla, en donde el tratamiento TN 11 (Ralstonia sp.) 

obtuvo los valores más altos de 3,97 %., seguido del tratamiento Fertilización y T8 

(Rhizobium miluonense).  

Tabla 6. Contenido de nitrógeno total en grano seco de fréjol mantequilla. 

TRATAMIENTO  %N 

T8 3,84 

Control 3,67 

TN11+T8 3,83 

Fertilización  3,95 

TN11 3,97 

Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium 

miluonense), Fertilización, TN 11 (Ralstonia sp.). 
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5. DISCUSIÓN  

Producción de AIA y solubilización de fósforo de las rizobacterias 

Las cepas que produjeron la mayor cantidad de ácido indol acético (AIA) fueron 

Cascajal 4 (Stenotrophomonas maltophilia y Ceiba (Ralstonia sp.), la cepa que 

produjo la menor cantidad de AIA fue (Rhizobium etli con 0,244 ug ml-1). 

Comparando con el estudio realizado por Altuna et al., (2006) en el que, la 

concentración de AIA máxima alcanza una media de 446,3 ug ml-1, es decir, 

incrementos del 31 % con respecto al control. Santillana et al., (2005) en su estudio 

menciona que el 47% de las cepas de Rhizobium presentaron efecto estimulante 

sobre semillas de fréjol resultando en una mejor germinación, posiblemente, debido 

a la habilidad de los Rhizobium para producir hormonas como el ácido indol-acético 

sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas.  

Los análisis de solubilización de fosfatos indican que se obtuvo un halo de 5,67 mm 

en el tratamiento Col 6 (Sphingomonas melonis), y 3,50 en el tratamiento T9 

(Rhizobium etli); comparando con otros estudios realizados, Sridevi et al., (2007) 

inocularon cepas de Rhizobium en medio Pikovskaya y se incubaron durante nueve 

días y encontrándose índices de solubilización que van desde 2,40 a 2,70 mm.  

En cuanto al número de raíces y longitud de raíces la cepa de Col 6 (Sphingomonas 

melonis) presenta los mejores resultados con 62 raíces y una longitud de 12,37 cm 

en comparación con las demás cepas evaluadas. 

 Efecto de los aislados rizosféricos en parámetros de nodulación, fisiológicos 

y fijación de N, en el cultivo de fréjol bajo condiciones controladas 

Para la altura de la planta y número de hojas en condiciones controladas se 

evidenció un efecto positivo de las rizobacterias en la promoción y desarrollo de las 

plantas de frejol, destacándose los tratamientos T5 (Sphingomonas 

sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.) y T7 (Rhizobium 

miluonense), lo que corrobora Burdman et al., (2000) al manifestar el efecto 

beneficioso de la inoculación de bacterias promotoras del crecimiento vegetal sobre 

los cultivos de leguminosas y en específico la inoculación con cepas de Rhizobium  
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En cuanto a los parámetros de nodulación, todas las rizobacterias influyeron 

significativamente en la formación de nódulos en las raíces de fréjol mantequilla, 

dando como mejores resultados la inoculación doble con las cepas de T4 

(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici) y T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium 

sp.). El tratamiento T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici) presentó 

los mejores resultados para el peso fresco de los nódulos con valores de 0,0634 e 

igualmente para el peso seco de los nódulos con valores de de 0,00769 

demostrando que hubo una interacción beneficiosa entre Rhizobium con la 

leguminosa. Obando (2012), afirma que los efectos positivos de la inoculación con 

Rhizobium es estimuladora de crecimiento esto dado por un mayor número y peso 

de nódulos lo que se traduce en mayor fijación de nitrógeno, y por ende, un aumento 

significativo del contenido de macronutrientes y micronutrientes. Subia (2002) 

afirma que el peso seco de los nódulos permite inferir que a mayor nodulación, 

mayor absorción de nitrógeno, por parte de las plantas. El género 

Stenotrophomonas ha sido reportado por Liba et al., (2006) como el género que 

tiene la capacidad de fijar nitrógeno. 

En el análisis del peso fresco de la raíz no demuestra diferencia significativas en los 

tratamientos evaluados, mientras que en el peso seco de la raíz el tratamiento T5 

(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.) presentó los mejores resultados con 

valores de 0,29 g.  La inoculación de la bacteria Rhizobium no prolifera el desarrollo 

de la raíz, ya que la raíz es una fuente muy importante para el desarrollo del 

Rhizobium ya que esta bacteria tiende a inocularse en esta parte de la planta.  

En el peso fresco del follaje no se evidencia diferencias significativas, mientras que 

en el peso seco del follaje los tratamientos T5 (Sphingomonas 

sp.+Stenotrophomonas sp.), T7 (Rhizobium miluonense) y T9 (Fertilización) 

ejercieron un efecto positivo en la promoción de biomasa con respecto a los demás 

tratamientos. Sierra et al., (2012) determinó que al emplear cepas aisladas de 

Rhizobium en fréjol existió una diferencia significativa en el incremento de la 

biomasa foliar. Según Cruz (2014), las  diferencias  en  los  pesos  secos  de  follaje  

sugieren diferencias en  crecimiento  y  desarrollo  debidas  a  sus  características   
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genéticas y expresiones fenotípicas bajo las condiciones del ensayo, 

independientes de los efectos de cepa o de la interacción cepa por genotipo. 

Los resultados obtenidos al evaluar la fijación de N (%N total), muestran el efecto 

directo de asimilación de N por parte de la planta, demostrando así la estrecha 

compatibilidad existente entre los parámetros de nodulación y biomasa foliar para 

que se incorporen adecuadas cantidades de N proveniente de la atmósfera en las 

plantas inoculadas. Como se aprecia en la tabla 6 la inoculación con la cepa TN11 

(Ralstonia sp) obtuvo los mayores valores de fijación de N total en el follaje de la 

planta con 3,97%, seguido de fertilización.  

Efecto de los mejores aislados, sobre parámetros morfológicos, biomasa, 

componentes de rendimiento y rendimiento agrícola 

Para la altura de la planta y número de hojas en condiciones de campo el tratamiento 

fertilización difiere significativamente frente a los demás tratamientos, la inoculación 

de la bacteria Rhizobium no acelera ni retrasa el ciclo vegetativo del cultivo 

significativamente. 

En cuanto a los parámetros de nodulación, correspondientes a número de nódulos 

totales, peso fresco y seco de nódulos (g) para cada uno de los tratamientos y la 

comparación entre tratamientos para cada variable evaluada no se evidencia 

diferencias significativas. Cruz, (2000) menciona que las variaciones en el número 

de nódulos sugieren una variación en la expresión fenotípica de la respuesta a la 

inoculación. 

En el peso fresco de la raíz no demuestra diferencia significativas en los 

tratamientos evaluados, mientras que en el peso seco de la raíz el tratamiento T8 

(Rhizobium miluonense) presentó los mejores resultados con valores de 0,15 g. 

Esto debido a la asimilación de nutrientes hacia la parte foliar por parte de las 

bacterias hacia la raíz. 

En relación al peso fresco y seco del follaje el tratamiento con la coinoculación de 

TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) presentó lo valores más altos 

para ambas variable García, (2014) concuerda que al emplear cepas aisladas de 
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Rhizobium en fréjol determinó que de acuerdo al análisis de varianza realizado, 

existió una diferencia significativa en el incremento de la biomasa foliar. 

En cuanto a los componentes de rendimiento. Para el peso de vainas por planta 

(PVP) y el peso de granos por planta (PGP) el tratamiento Fertilización presenta los 

mejores resultados, con valores de 8,9 g, y 6,66 respectivamente difiriendo 

significativamente en relación a los demás tratamientos. Valdivia (2011) menciona 

que la optimización de las bacterias como Rhizobium en la fijación de N2  y absorción 

de otros elementos nutritivos estimulan el desarrollo vegetal y por ende sus 

componentes de rendimiento como en el caso del frejol. El número de granos por 

planta son los componentes del rendimiento más estables y están más relacionados 

con las características propias del cultivar (Gutiérrez-Rodríguez et al., 2004). 

En cuanto al rendimiento agrícola el tratamiento de fertilización presentó un valor de 

0,665 TM ha-1 mientras que el tratamiento de Control obtuvo un valor de 0,336 TM 

ha-1, Serrano et al., (2005), reporta en cuanto al rendimiento, que no todas las cepas 

de Rhizobium son capaces de producir una fijación efectiva y mostrar habilidades 

para nodular; por lo que, mientras mayor sea el número de nódulos, habrá mayor 

uso del nitrógeno atmosférico presente en el suelo y por ende influirá en la 

producción de biomasa y producción de grano (rendimiento). Según INEC (2014), 

la producción media nacional de fréjol es de 1,09 t/ha. 

Los resultados obtenidos al evaluar el contenido de nitrógeno total, muestra que el 

efecto de la asimilación de N por parte de la planta, existe compatibilidad entre los 

parámetros de nodulación y biomasa foliar para que se incorporen adecuadas 

cantidades de N proveniente de la atmósfera en las plantas inoculadas. En la 

investigación el tratamiento TN 11(Ralstonia sp.) obtuvo un valor de 3,97.  
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 6. CONCLUSIONES 

- Las cepas Cascajal 4 (Stenotrophomonas maltophilia), y Ceiba (Ralstonia 

sp.) son capaces de producir cantidades significativas de AIA y las cepas Col 

6 (Sphingomonas melonis) y T9 (Rhizobium etli) son capaces de solubilizar 

fósforo inorgánico.   

- La inoculación con la cepa aislada de Colaisaca (Sphingomonas melonis) 

originó mayor número y longitud de raíz de las semillas de frejol variedad 

mantequilla in vitro. 

- En todos los procesos de evaluación se evidenció que los tratamientos T4 

(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 (Sphingomonas 

sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 

(Rhizobium miluonense) y T9 (Fertilización) influyeron significativamente en 

los parámetros de nodulación en el cultivo de fréjol variedad mantequilla en 

invernadero. 

- La inoculación de las cepas T8 (Rhizobium miluonense) y TN11+T8 

(Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) causó mayor peso seco de la raíz, 

peso fresco y seco del follaje en comparación con el resto de las cepas 

inoculadas, control y fertilización bajo condiciones de campo. 
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7. RECOMENDACIONES 

- Seguir realizando investigaciones en campo sobre este tema, con el fin de 

emplear las cepas Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici, 

Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp., Ralstonia sp.+Rhizobium sp. y 

Rhizobium miluonense ya que estas presentaron los mejores resultados en 

los parámetros de nodulación. 

- Realizar ensayos de campo con las mejores cepas obtenidas en condiciones 

controladas para validar los resultados de estimulación fenotípica y fijación 

de nitrógeno. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1. Prueba de Tukey para los parámetros nodulación en condiciones de 

invernadero. 

Tratamiento NN PFN PSN 

Stenotrophomonas maltophilia 10,2ª 0,0262ab 0,0036ab 

Sphingomonas sp. 11,4ª 0,0288ab 0,0049ab 

Ralstonia sp. 4,5ª 0,0039b 0,0004b 

Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium 
tropici 

14,4ª 0,0635ª 0,0077ª 

Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp. 11ª 0,0229ab 0,0031ab 

Ralstonia sp.+Rhizobium sp. 5,9ª 0,0203ab 0,0023ab 

Rhizobium miluonense 18ª 0,0360ab 0,0057ab 

Control 12,3ª 0,0454ab 0,0071ª  

 Fertilización 2,9ª 0,0031b 0,0015ab 

 

Anexo 2. Prueba de Tukey para los parámetros biomasa del cultivo: peso fresco de 

raíz, peso seco de raíz, peso fresco del follaje, y peso seco del follaje en condiciones 

de invernadero. 

Tratamiento PFR PSR PFF PSF 

Stenotrophomonas maltophilia 1,30ª 0,16bc 3,69ª 0,56b 

Sphingomonas sp. 
1,19ª 0,20bc 3,86ª 0,71ab 

Ralstonia sp. 
1,73ª 0,14c 3,90ª 0,68ab 

Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium 
tropici 

2,05ª 0,20bc 3,97ª 0,66ab 

Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp. 
2,12ª 0,29ª 4,09ª 0,77ª 

Ralstonia sp.+Rhizobium sp. 
1,59ª 0,15bc 3,68ª 0,61ab 

Rhizobium miluonense 
1,91ª 0,23abc 4,26ª 0,78ª 

Control 
20,83ª 0,24ab 4,15ª 0,72ab 

 Fertilización 
1,33ª 0,18bc 4,38ª  0,76ª 



50 
 

Anexo 3. Prueba de Tukey para los parámetros de nodulación en condiciones de 

campo. 

Tratamiento NN PFN PSN 

T8 1,50ª 0,014535ª 0,00246ª 

Control 1,20ª 0,02321ª 0,003275ª 

TN11+T8 2,25ª 0,055535ª 0,00597ª 

Fertilización 1,45ª 0,02357ª 0,005775ª 

TN11 2,20ª  0,033585ª 0,00531ª 

Anexo 4. Prueba de Tukey para los parámetros biomasa del cultivo: peso fresco de 

raíz, peso seco de raíz, peso fresco del follaje y peso seco del follaje en condiciones 

de campo 

Tratamiento PFR PSR PFF PSF 

T8 0,59ª 0,15ª 4,69ab 0,66ab 

Control 0,56ª 0,105ª 3,50c 0,57b 

TN11+T8 0,67ª 0,12ª 5,01ª 0,77ª 

Fertilización 
0,505ª 0,1ª 3,84bc 0,6ab 

TN11 
0,955ª 0,105ª 3,05c 0,58b 

 

Anexo 5. Prueba de Tukey para la variedad mantequilla sobre el rendimiento en 

toneladas por hectárea. 

T8 95,325 a 
Control,  53,875 a 
TN11+T8 100,35 a 
Fertilización  106,4 a 
TN 11 91,325 a 

 

 

 



51 
 

Anexo 6. Evidencia fotográfica del trabajo en laboratorio, invernadero y campo. 

A)  

B)  

C)    

D)  

E)  

A) Preparación del inóculo. B) Inoculación de las rizobacterias en condiciones de 

invernadero. C) Germinación de las plantas de fréjol en condiciones de campo. D) 

evaluación de parámetros de nodulación y biomasa. E) Exposición de resultados 

en el quinto ciclo de la carrera de Ingeniería Agronómica.  


