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Caracterizacion de la nodulacion de un vivero diferencial de frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) con aislamientos y poblaciones residentes de Rhizobium spp. de
Honduras

Luis Daniel Daza Vélez
Andrés Sebastian Rosas Narvaez

Resumen. El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es una fuente importante de proteinas y
cumple un rol fundamental en la seguridad alimentaria en Centro América. Los objetivos
del estudio fueron caracterizar la nodulacion de aislamientos y poblaciones residentes de
Rhizobium, utilizando un vivero diferencial de 12 genotipos (seis Andinos y seis
Mesoamericanos). Se caracterizaron 10 aislamientos de Rhizobium spp. de nédulos
colectados en fincas de las regiones noroccidental y centro-oriental de Honduras. Los
genotipos fueron sembrados en canaletas de PVC de 0.90 x 0.20 m con arena gruesa,
ubicados en una casa malla de 5 x 3 m con microaspersion. En un disefio de bloques
completos al azar con cuatro repeticiones. Las plantas se inocularon con los aislamientos
de Rhizobium a los 3 y 5 dias después de siembra (DDS) y se fertilizaron con una solucion
libre de nitrégeno a los 4, 6 y 8 DDS. A los 15 DDS, se cosecharon las raices, se evalud la
nodulacion utilizando una escala visual 1-9. Los aislamientos fueron identificados como
cepas segun el valor binario asignado a los genotipos diferenciales. Se consider6 como
reaccién compatible a los valores de la escala de nodulacion de 4 a 9 e incompatible a los
de 1 a 3. Los aislamientos de La Zona y EIl Barro (region noroccidental) presentaron la
mayor nodulacion en los genotipos Andinos y Mesoamericanos. Las poblaciones residentes
de Rhizobium presentaron variaciones en la nodulacién con los genotipos diferenciales y se
identificaron las cepas 63-63 en El Paraiso y El Pajarillo (region centro-oriental).

Palabras clave: Cepas, reaccion compatible e incompatible, valores binarios.

Abstract. Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is an important source of protein and
plays a key role in food security in Central America. The objectives of the study were to
characterize the nodulation of isolates and resident populations of Rhizobium spp. using a
differential nursery of 12 genotypes (six Andean and six Mesoamerican). Ten isolates of
Rhizobium were characterized from nodules collected on farms in the northwestern and
central-eastern regions of Honduras. The genotypes were planted in PVC channels of 0.90
% 0.20 m with coarse sand and were located in a 5 x 3 m mesh house with micro sprinkler
in randomized complete block design with four replications. Plants were inoculated with
Rhizobium isolates at 3 and 5 days after planting (DAP) and fertilized with a nitrogen free
solution at 4, 6 and 8 DAP. At 15 DAP, roots were harvested and was evaluated using a
visual scale 1 — 9. The isolates were identified as strains nodulation according to the binary
value assigned to differential genotypes. The values of the nodulation scale from 4 to 9 were
considered incompatible and those from 1 to 3 compatible. The isolates from La Zona and
El Barro (northwestern region) had the highest nodulation in the Andean and Mesoamerican
genotypes. Resident populations of Rhizobium showed variations in nodulation with
differential genotypes and were identified as strains 63-63 in El Paraiso and El Pajarillo
(central-eastern region).

Key words: Binary values, compatible and incompatible reactions, strains



CONTENIDO

POFTAIA ... et i
PAGING A€ FIMMAS......cviiieiice et nreas ii
R B SUIMIBI ettt et e e e e e et e et e e e e e e eee e e e eeeaeeeennan iii
Qontenido .............................................................................................................. iv
Indice de CuadroS Y FIQUIAS........cciiiiieiiieie s %
INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt ettt et e e e et et et et eneeeaens 1
IMETODOLOGIA. ..ot ettt et ettt e et ettt et et ee et e e e e, 3
RESULTADOS Y DISCUSION .....ooeoeeeeeeee oot eeee oo 10
CONCLUSIONES ..o ettt e e 23
RECOMENDACIONES ... ettt ettt e et e e e e e 24
LITERATURA CITADA ..ottt ettt e e e e e e e e et e e aaeeeaas 25



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS

Cuadros Pagina

1. Localidades productoras de frijol donde se hicieron las recolecciones de nddulos

para los aislamientos de Rhizobium spp. Honduras, 2016- 2017. ..........cc.ccevvvennenne. 3
2. Resultados de los analisis de suelo de las localidades de recoleccién de nédulos.

HONAUIAS, 2017 ....c.ieieiecieeeie ettt be e ra e nreere e be e e e neenneas 4
3. Valores binarios asignados a los genotipos del vivero diferencial de frijol para la

caracterizacion de cepas de RhizObiUM SPP. ......coveieiiieiieie e 7

4. Ejemplo de la nodulacion en genotipos del vivero diferencial de frijol para
caracterizar aislamientos y poblaciones de Rhizobium spp. Zamorano, Honduras
2007, e e ettt et et enteareeReene e et eteees 8

5. Variaciones en la nodulacion (1-9) de lineas de frijol de los viveros diferenciales
debido a los aislamientos de Rhizobium spp. de 10 localidades. Zamorano,

HONAUIAS 2017 ...ttt et e te e reere e be e e eneenneas 11
6. Efecto del genotipo en el numero de nddulos de lineas de frijol en viveros
diferenciales colectados de 10 localidades. Honduras, 2017. ..........ccccceevieieiveenenn, 12

7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la nodulacion (escala 1-9) y el nimero
de nodulos evaluados en genotipos diferenciales inoculados con los aislamientos
de Rhizobium spp. provenientes de 10 localidades. Honduras, 2017........................ 13
8. Caracterizacién de aislamientos e identificacién como cepas de Rhizobium spp. en
nddulos colectados en 10 localidades de Honduras usando el vivero diferencial de

frijol. Zamoran0, 2017, ......ccviiiiie et 14
9. Rendimiento (kg/ha) de genotipos de frijol del vivero diferencial en fincas de
agricultores de la regién noroccidental. Honduras, 2016-2017............cccccceeveeveenenn. 16

10. Variaciones en la nodulacion (escala 1-9) de lineas de frijol del vivero diferencial
en fincas de agricultores de la region noroccidental donde se evaluaron las
poblaciones residentes de Rhizobium spp. Honduras, 2016-2017............ccccceevenenee. 17
11. Biomasa aérea (g/planta) de lineas de frijol del vivero diferencial en fincas de
agricultores de la region noroccidental donde se evaluaron las poblaciones
residentes de Rhizobium spp. Honduras, 2016-2017.........ccccevvviiienieiiee e 19
12. Identificacion las cepas de las poblaciones residentes presentes en fincas de ocho
localidades en la regién noroccidental. Honduras, 2016-2017..........c.ccccceveevveeiennen. 21
13. Anélisis de suelos de las localidades donde se obtuvieron los aislamientos y se
evaluaron las poblaciones residentes de Rhizobium spp. Honduras, 2017............... 22



Figuras Pagina

1.

2.

Ubicacion geografica de las localidades de recoleccion de nodulos para los
aislamientos de Rhizobium spp. Honduras, 2016-2017.........cccccoeenininiennnneienene. 4
Escala de nodulacion (1-9): 1= ausencia de nddulos, 3= < 10 nodulos pequefios (<
1 mm), 5= 10-20 nddulos pequefios-medianos (1-2 mm), 7= 20-30 nddulos
medianos-grandes (2-3 mm), 9= > 30 nodulos grandes (>3 MM). ........ccccvevvenenne. 7

Vi



1. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo importante en la dieta de los pobladores de
varios paises de América y Africa por su alto contenido de proteina, fibra y minerales (Ulloa
et al. 2011). Ademaés de contribuir con la seguridad alimentaria, la produccion de este grano
tiene un impacto social por la generacion de ingresos en comunidades rurales.

El nivel de produccién del frijol en latinoamérica es relativamente bajo por diversos factores
bidticos (plagas y enfermedades) y abidticos (suelos con baja fertilidad y climas adversos)
que afectan el crecimiento y rendimiento del cultivo (Rancancoj 2013). Por otro lado, la
mayor parte de la produccidn de este grano se concentra en parcelas de pequefios productores
con limitaciones econdmicas, acceso a tecnologias y crédito (Rosas 2011).

Las leguminosas son cultivos que se pueden asociar en simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrogeno, permitiendo mantener la sustentabilidad de los sistemas agricolas, reducir costos
de produccién, disminuir el uso de fertilizantes nitrogenados, pero por otro lado beneficiando
las condiciones fisico quimicas del suelo (Paredes 2013). En el caso del frijol, por ser un
cultivo de ciclo corto, la cantidad de nitrégeno que puede fijar es menor en comparacién con
otras leguminosas (Graham et al. 2003).

El nitrégeno es un elemento esencial en la composicién de acidos nucleicos, proteinas y
diversos componentes celulares en las plantas. El nitrégeno atmosférico no puede ser
absorbido por las plantas ya que no poseen el mecanismo de fijacion bioldgica del nitrégeno
(FBN), el cual consiste en reducir el nitrégeno atmosférico hasta una forma que puede ser
asimilado por las plantas (Mayz Figueroa 2004). Usualmente este mecanismo esté presente
en microorganismos como baterias y actinomicetos.

Las bacterias del género Rhizobium spp. son Gram negativas, se encuentran de forma natural
en el suelo alimentandose de materia organica en descomposicion (saprofitas), se mueven
mediante flagelos y son capaces de inducir la formacion de nédulos en leguminosas para la
FBN vy se clasifican por su grado de especifidad hacia una determinada leguminosa (Acufa
1996; Paredes 2013).

Existen factores bidticos y abidticos que influyen en el proceso de nodulacién y FBN como
la presencia de bacterias nativas, el antagonismo microbiano, temperatura, pH, humedad,
acidez y nutrientes en el suelo como nitrégeno, fésforo, calcio y molibdeno (Arroyo et al.
1994; Hormazabal 2013).



El vivero diferencial para caracterizar aislamientos de Rhizobium spp. es un conjunto de 12
genotipos (seis andinos y seis mesoamericanos) que se destacaron en una investigacion
previa en su capacidad de nodulacion (Racancoj et al. 2014).

La FBN constituye una opcién viable para ser implementada en parcelas de pequefios
productores; sin embargo, es necesario caracterizar cepas residentes e identificar su
capacidad de nodulacién y FBN para obtener el maximo beneficio de esta simbiosis.

Con los resultados obtenidos se espera seleccionar cepas eficientes adaptadas a nichos
agroecoldgicos y sistemas de produccion especificos, para su uso como inoculante en
diferentes zonas productoras de frijol con suelos y manejo deficiente de nitrégeno, y para
mejorar los rendimientos del cultivo y reducir el costo de produccién.

En este estudio se plantearon los siguientes objetivos:

e Caracterizar aislamientos de Rhizobium spp. de nddulos colectados en fincas de 10
localidades productoras de frijol de Honduras utilizando el vivero de genotipos
diferenciales de frijol comun.

e Caracterizar las poblaciones de Rhizobium spp. en fincas de pequefios productores de frijol
de Honduras utilizando el vivero diferencial.



2.  METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos del estudio se condujeron dos ensayos que se describen a
continuacion:

Ensayo 1: Caracterizacion de 10 aislamientos de Rhizobium spp. con el vivero
diferencial de genotipos de frijol

Ubicacion del estudio. Se colectaron nodulos en 14 localidades productoras de frijol del
noroccidente y centro-oriente de Honduras (Cuadro 1; Figura. 1); pero s6lo se lograron
obtener aislamientos de 10 localidades ya que en cuatro de ellas los ndédulos se encontraban
contaminados con otros microorganismos 0 no estaban activos. Para la recoleccion se
identificaron plantas de buen vigor sin sintomas de deficiencia de nitrégeno y presencia de
abundantes nddulos y de buen tamafo. Para el traslado al laboratorio, los nodulos se
conservaron en viales con algodon y silica gel; en el laboratorio se almacenaron a 4°C hasta
su procesamiento.

En las localidades se recolectaron muestras de suelo para ser analizadas en el laboratorio de
suelos. Los analisis indicaron que la mayoria de localidades tienen bajos contenidos de
nitrégeno total y fésforo (Cuadro 2).

Cuadro 1. Localidades productoras de frijol donde se hicieron las recolecciones de nddulos
para los aislamientos de Rhizobium spp. Honduras, 2016- 2017.

Muestra Localidad Departamento
1 El Pajarillo, Cantarrana Francisco Morazan
2 El Barro, Concepcion Sur Santa Barbara
3 La Zona, Concepcién Sur Santa Béarbara
4 La Cancha, Nueva Esperanza Santa Bérbara
5 La Isla, Concepcidn Sur Santa Béarbara
6 La Seca, Zacapa Santa Bérbara
7 Laguna Seca, San José Comayagua
8 El Paraiso, Concepcion Sur El Paraiso
9 Cuyali, El Paraiso El Paraiso

10 El Pescadero, Danli El Paraiso
11 Arauli, Danli El Paraiso
12 El Arenal, Danli El Paraiso
13 Jacaleapa, Danli El Paraiso
14 Rio Azul, Potrerillos El Paraiso
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Figura 1. Ubicacion geografica de las localidades de recoleccién de nodulos para los
aislamientos de Rhizobium spp. Honduras, 2016-2017.

Cuadro 2. Resultados de los andlisis de suelo de las localidades de recoleccién de nodulos.
Honduras, 2017.

Localidades pH g/100g mg/kg (extractable)

(H20)0 Ntotal P K Ca Mg
1 El Barro, Concepcion Sur 568 254 013 40 347 1375 292
2 La Zona, Concepcion Sur 6.09 461 023 55 160 3,932 305
3 La Cancha, Nueva Esperanza 471 5.80 0.29 1 139 1,034 218
4 La Isla, Concepcion Sur 502 173 087 54 72 5849 160
5 La Seca, Zacapa 417 150 075 13 164 1,556 154
6 Laguna Seca, Comayagua 6.26 7.76 0.39 1 117 5,728 216
7 El Paraiso, Concepcion Sur 509 3.89 0.19 6 137 1,018 162
8 Cuyali, El Paraiso 596 188 0.09 13 133 2558 949
9 El Pescadero, Danli 6.35 253 0.13 6 295 5,376 1,194
10 Arauli, Danli 581 351 0.18 5 506 4,799 1,542
11 El Arenal, Danli 540 264 013 18 129 1,165 202
12 Jacaleapa, Danli 6.23 220 011 10 152 1,438 191
13 Rio Azul, Potrerillos 569 576 029 18 153 1,176 209

Rango Medio 200 0.20 13 Por: Saturacién de

400 050 30 bases




Procedimiento para el aislamiento de Rhizobium spp. en el laboratorio

Los aislamientos de Rhizobium spp. se realizaron usando el método descrito por
Somaseragan y Hoben (1994), que se detalla a continuacion:

Se seleccionaron los mejores nddulos de la muestra que fueron colectados en las localidades
y se rehidrataron durante 30 minutos para posteriormente ser lavados y retirar cualquier
residuo de suelo. Luego se sumergieron los nédulos en alcohol al 95% por 5 a 10 segundos
para romper la tension superficial y remover las bolsas de aire del tejido. Continuando con
la desinfeccion, se transfirieron los nddulos a una solucion de hipoclorito de sodio al 3%
(v/v) por 2 a 4 minutos para esterilizar los nédulos.

Después se enjuagaron los nddulos cinco veces en agua estéril y se afiadio una gota de agua
destilada para posteriormente macerarlos con una pinza estéril. El extracto obtenido se
sembrd con un asa de inoculacién en platos Petri en un medio de agar-levadura-manitol
(ALM) con indicador rojo congo.

Una vez que el cultivo se desarrolla se realiza un sub-cultivo en otro plato Petri con ALM
+ indicador para la produccion de colonias individuales, tomando una porcién del
crecimiento bacteriano con un asa y rayando en el nuevo plato Petri en forma de estriado,
para asi reducir la concentracion de bacterias en el medio de cultivo, y obtener la
proliferacion de colonias individuales.

Una vez crecidas las colonias individuales, se procede al cultivo de las mismas en platos
petri con ALM+ indicador mediante un rayado en zigzag, sucesivamente se va purificando
las cepas. Los implementos utilizados fueron previamente esterilizados en autoclave a una
temperatura de 121 °C y a 15 PSI durante 20 min. El procedimiento del aislamiento del
Rhizobium spp. se ejecutd en la cdmara de flujo laminar donde se us6 un mechero y etanol
al 95% para el flameo y desinfeccion de las herramientas.

Procedimiento para la produccion de inéculo liquido de los aislamientos de Rhizobium
spp. en el laboratorio. El indculo liquido se obtuvo a partir del aislamiento de colonias
individuales de Rhizobium spp. Se prepard una solucion con 6.95 g de levadura-manitol
(LM) y 250 ml de agua destilada. Se vertié el contenido en los erlenmeyer y se esterilizo
en el autoclave por 20 min a 121 °C. Cada erlenmeyer con su correspondiente indculo de
cada aislamiento, fue colocado en el agitador orbital Modelo Orbit Shaker 3220 (fabricado
por Lab-Line Instruments Inc., Estados Unidos, durante cuatro dias a una velocidad de 700
rpm para propiciar el crecimiento bacteriano. El crecimiento de las bacterias en el
inoculante liquido se diferencié por la turbidez del liquido y el olor a levadura.

Procedimiento para la pre-germinacion de las semillas en el laboratorio. Para la
desinfeccion de semilla los 12 genotipos se colocaron cada uno en un Erlenmeyer y se
afiadid cloro al 95% por 30 seg, después se hicieron tres lavados con agua destilada y
finalmente se los dejo en agua unos minutos hasta que la semilla se hinche por la absorcion
de agua para después pasarlas a los platos Petri conteniendo una solucién de agar-agua. Este
procedimiento se realizo en la camara de flujo laminar la cual se desinfectd previamente
con alcohol al 95% mientras que los platos Petri se dejaron en la camara de incubacion
Modelo Thermolyne (fabricada por Cole Parmer Instrument Company, Estados Unidos, a
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temperatura ambiente durante tres dias. Todas las herramientas se esterilizaron en el
autoclave Modelo STM-EL (fabricada por CVS industries, Estados Unidos) a 121 °C a 15
PSI por 20 min.

Manejo del ensayo en casa de malla

Material experimental. El vivero de genotipos diferenciales compuesto por seis andinos
(ICA Quimbaya, Montcalm, Ervilha, Mantega, CAL 143,G06727) y seis mesoamericanos
(Macuzalito, G21212, Bribri,Tio Canela 75,Carioca, Dorado). Este vivero diferencial fue
utilizado para determinar la respuesta a la inoculacion con los aislamientos de nédulos
colectados en zonas productoras de frijol comun.

Las evaluaciones de los aislamientos de Rhizobium spp. se realizaron en una casa malla de
5 x 3 m, previo lavado y desinfeccidn de las paredes, techo y mesas plasticas con 20 L de
solucion con 1.5 L de cloro comercial y 18.5 L de agua. Para la siembra de semillas se
utilizaron canaletas de PVC de 0.90 x 0.20 m lavadas previamente con una solucion de
200g de detergente en 20 L de agua y desinfectadas con una solucién con 1 L de cloro al
5% disuelto en un tanque de 200 L de agua durante 2 horas.

El sustrato empleado fue arena gruesa esterilizada en autoclave a 121 °C y 15 PSI durante
25 min, a razon de 5 kg por canaleta. En cada canaleta se sembraron los 12 genotipos
diferenciales y se usaron cuatro repeticiones (canaletas) para la evaluacién de cada uno de
los 10 aislamientos. El sustrato se humedecié 10 min antes de la siembra y se sembraron
semillas pre germinadas a una distancia de 7 cm con su respectiva identificacion.

La inoculacion de las plantas con los aislamientos se realiz6 a los 3 y 5 dias después de
siembra (DDS), aplicando 1 mL (1x10° UFC/mL) de in6culo liquido por planta con una
micropipeta. Las inoculaciones se realizaron en horas frescas del dia para evitar afectar al
crecimiento de las bacterias. A los 4, 6 y 8 DDS se fertiliz6 cada planta con 50 mL (600 mL
por canaleta) de solucion nutritiva libre de nitrogeno (Broughton y Dillworth 1970). El
riego con un sistema de microaspersion se aplicé durante el dia (7 am a 5 pm) cada 30 min
durante 30 seg evitando la aplicacion de un exceso de agua a las plantas.

Las plantas de los genotipos diferenciales se cosecharon a los 15 DDS, para lo cual se
humedecio el sustrato de arena gruesa y se corto la parte aérea de la planta, dejando 2-3 cm
de tallo sobre la raiz. Las raices se retiraron del sustrato con cuidado y se colocaron en una
bolsa de plastico de 26 x 20 cm con su respectiva etiqueta y se almacenaron a 4 °C para la
posterior evaluacion de la nodulacion en el laboratorio.



Evaluacion de la nodulacién. La capacidad de nodulacion se determind con una escala
visual de nodulacion, teniendo en cuenta el nimero y tamafio de nédulos en la raiz elaborada
por Rosas (2015), del 1 a 9 (1= ausencia de nodulos; 9 = > 30 nddulos grandes y > 3 mm)
(Fig. 2). Segun la evaluacion de la nodulacion, se considera una reaccion incompatible
cuando los valores de la escala de nodulacion son de 1-3 y una reaccion compatible cuando
los valores son de 4-9.

Figura 2. Escala de nodulacién (1-9): 1= ausencia de nddulos, 3= < 10 nddulos pequefios
(< 1 mm), 5= 10-20 nddulos pequefios-medianos (1-2 mm), 7= 20-30 nédulos medianos-

grandes (2-3 mm), 9= > 30 nddulos grandes (> 3 mm).

Caracterizacion de los aislamientos y su identificacion como cepas de Rhizobium spp.
Para la caracterizacion de los aislamientos como cepas de Rhizobium, se utiliz6 la
metodologia del vivero de diferenciales de cepas de Rhizobium desarrollado y validado por
(Racancoj et al. 2014). Este vivero diferencial emplea un sistema binario de nomenclatura.
La identificacion de las cepas resulta de los valores binarios obtenidos de la respuesta de
los genotipos diferenciales cuando son inoculados con los aislamientos, cada genotipo
diferencial tiene asignado un valor binario (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores binarios asignados a los genotipos del vivero diferencial de frijol para la
caracterizacion de cepas de Rhizobium spp.
Genotipos diferenciales

Valor Binario Andinos Mesoamericanos
1 ICA Quimbaya Macuzalito
2 Montcalm G21212
4 Ervilha Bribri
8 Mantega Tio Canela 75
16 CAL 143 Carioca
32 G06727 Dorado

Para la identificacion de un aislamiento como cepa de Rhizobium spp. se suman los valores
binarios de los genotipos evaluados como compatibles, (4-9 de la escala) es decir una
reaccion positiva (+) con el aislamiento de Rhizobium spp. En contraste los genotipos con
una reaccion incompatible (1-3 de la escala) o negativa (-) con el aislamiento de Rhizobium
spp. Por lo tanto, no se toman en cuenta en la sumatoria.
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La mayor compatibilidad de una cepa se expresa en términos de reaccion entre los genotipos
evaluados y el aislamiento, cuando su valor binario es 63-63 (Cuadro 4); es decir cuando el
aislamiento nodula de manera efectiva a todos los genotipos diferenciales.

Cuadro 4. Ejemplo de la nodulacion en genotipos del vivero diferencial de frijol para
caracterizar aislamientos y poblaciones de Rhizobium spp. Zamorano, Honduras 2017.

Genotipos Valor Aislamientos

binario W X Y Z
Andinos
ICA Quimbaya 1 + + - -
Montcalm 2 + + - -
Ervilha 4 + + - -
Mantega 8 + + - -
CAL 143 16 + + - -
G06727 32 + + - -
Mesoamericanos
Macuzalito 1 + - + -
G21212 2 + - + -
Bribri 4 + - + -
Tio Canela 75 8 + - + -
Carioca 16 + - + -
Dorado 32 + - + -
Cepa 63-63 63-0 0-63 0-0

Ensayo 2: Caracterizacion de poblaciones residentes de Rhizobium spp. en fincas de
productores de frijol con el vivero diferencial

El estudio se realizo en las localidades El Pajarillo, El Barro, La Zona, La Cancha, La Isla,
La Seca, Laguna Seca y El Paraiso, ubicadas en la region noroccidental de Honduras. Se
sembraron dos repeticiones de los viveros diferenciales, utilizando un surco de 5 m de largo
por genotipo, y a una distancia entre surcos de 0.7 m y entre plantas de 0.1 m (50
plantas/surco).

Se utiliz6 un disefio de blogues completos al azar, el area experimental fue fertilizada con
100 kg de 18-46-0 (DAP) a la siembra. Previo a la siembra de los ensayos se tomaron
muestras de suelo para ser analizadas. Asi mismo, se monitore0 la influencia de factores
bioticos y abioticos que pudieran afectar el experimento.

En la etapa de prefloracidn se cosecharon cinco plantas por parcela. El follaje se dejo secar
al aire libre por dos dias para posteriormente ser secado en estufa a 70°C x 48 horas para
determinar el peso seco del follaje. La extraccion de raices se realizo con cuidado evitando
la pérdida de raices y nddulos, para de inmediato ser lavadas con agua y detergente. Se
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procedio a evaluar visualmente la nodulacion usando la escala de 1-9, donde 1= ausencia
de nddulos y 9= >30 nddulos grandes (Fig. 2). En la etapa de madurez de cosecha, se
cosecharon 10 plantas para estimar rendimiento de grano en kg/ha ajustado al 14% de
humedad considerando una densidad de 142,857 plantas por ha.

Disefio experimental. Se us6 un disefio de bloques completos al azar (BCA), con cuatro
repeticiones

Analisis estadistico. El analisis de varianza (ANDEVA) se realizd para determinar la
significancia del modelo y la separacion de medias por el método de diferencia minima
significativa (DMS) con base en una probabilidad de P < 0.05 para evidenciar las
diferencias entre tratamientos. Los datos recolectados fueron analizados con el programa
estadistico “Statistix 8.1®”.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo 1: Caracterizacion de aislamientos de Rhizobium spp. con el vivero diferencial
de genotipos de frijol

Segln la escala de nodulacion 1-9, se encontraron diferencias significativas en la
nodulacion de los genotipos diferenciales en seis de los 10 aislamientos de nddulos,
indicando las diferencias entre aislamientos provenientes de nédulos de plantas noduladas
por poblaciones residentes de Rhizobium spp. de diferentes localidades con condiciones de
clima, suelo y manejo del cultivo diversas (Cuadro 5). Ademas de las condiciones diversas
donde viven estas poblaciones residentes, la efectividad de los aislamientos depende de sus
caracteristicas propias para interaccionar con las plantas hospederas de los genotipos
diferenciales y producir una buena nodulacion y fijacion de nitrogeno (Diaz 2010; Paredes
2013).

En relacién a los genotipos del reservorio andino destacan Ervilha, Mantega y G06727 que
presentaron nodulacion efectiva en las localidades a excepcidn de G06727 en El Pescadero,
Mantega en La Isla 'y Cuyali y Ervilha en Jacaleapa y El Pescadero con un promedio de
nodulacion entre 4-6 lo que indica que los aislamientos pueden formar nédulos con los
genotipos evaluados de forma eficiente. En contraste en los genotipos mesoamericanos la
interaccion con la mayoria de los genotipos con el aislamiento fue incompatible mientras
que destaca el genotipo Bribri que presentd una nodulacion de 4 (Cuadro 5). Lo que
demuestra que la interaccion Rhizobium-hospedero tiene un alta grado de especifidad
(Ramirez et al. 2016).

En relacion al nimero de noédulos/planta se encontraron diferencias significativas entre los
genotipos diferenciales inoculados con aislamientos de todas las localidades (Cuadro 6).
Se presentaron variaciones en el nimero de nddulos de <10 hasta 100/planta, dependiendo
del genotipo y el aislamiento, sugiriendo una interaccion genotipo- aislamiento bastante
variable. En promedio de los aislamientos de las 10 localidades, el genotipo Ervilha
presentd el mayor nimero de nodulos (77/planta), y el menor fue Montcalm (21/planta).

En los genotipos andinos destacan Ervilha, Mantega y G06727 con un promedio de nimero
de nodulos entre 49-77 en contraste la nodulacion de los genotipos mesoamericanos fue
menor encontrandose en un rango de 27-39. Este aspecto es importante ya que el nimero
de nodulos tiene correlacion con la nodulacion influyendo por consiguiente en la
compatibilidad de genotipos e aislamientos (Cuadro 6). Los datos de la nodulacion (escala
1-9) estuvieron correlacionados positivamente al nimero de nodulos con los aislamientos
de nueve de las 10 localidades (Cuadro 7).
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Cuadro 5. Variaciones en la nodulacién (1-9) de lineas de frijol de los viveros diferenciales debido a los aislamientos de Rhizobium
spp. de 10 localidades. Zamorano, Honduras 2017.

Regidn
Noroccidental Centro-oriental
La La El El El El Rio
Genotipos Isla  Zona Barro Paraiso Arenal Cuyali Jacaleapa Pescadero Arauli Azul Promedio
Andinos
ICA Quimbaya 2 3 5 3 3 4 3 3 4 4 3
Montcalm 2 2 3 2 2 2 2 2 5 2 2
Ervilha 5 4 5 5 5 4 3 2 6 4 4
Mantega 3 6 6 4 6 3 5 4 5 5 5
CAL 143 2 4 4 2 3 2 4 2 6 3 3
G06727 7 7 7 7 8 9 4 3 7 4 6
Mesoamericanos
Macuzalito 3 4 3 3 4 2 3 3 3 2 3
G21212 2 5 2 4 4 3 2 3 3 3 3
Bribri 2 4 7 3 3 4 4 3 5 3 4
Tio Canela 75 3 5 6 3 3 3 3 5 3 2 3
Carioca 2 3 6 3 3 3 3 3 2 3 3
Dorado 4 4 3 4 3 3 5 4 3 3 3
Promedio 3 4 5 3 4 3 3 3 4 3
CV (%) 36 52 31 57.6 31.8 29.6 41.6 40.8 39.1 30.2
DMS (0.05) 0.8™ 1.5 1™ 14" 0.87 0.7 0.9 0.8"s 1.2" 07"

CV: Coeficiente de variacion; DMS: Diferencia minima significativa: no significativo; significativo al P <0.05 y P <0.01.
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Cuadro 6. Efecto del genotipo en el nimero de noddulos de lineas de frijol en viveros diferenciales colectados de 10 localidades. Honduras,
2017,

Region
Noroccidental Centro-oriental

La La El El El El Rio
Genotipos Isla  Zona Barro Paraiso Arenal Cuyali Jacaleapa Pescadero Arauli Azul Promedio
Andinos
ICA Quimbaya 30 46 43 20 17 36 37 23 38 33 32
Montcalm 28 28 42 9 1 5 23 8 40 24 21
Ervilha 80 37 64 32 51 40 45 32 61 51 49
Mantega 60 58 63 61 73 26 60 57 53 70 58
CAL 143 50 68 42 20 36 22 69 37 81 43 47
G06727 95 77 79 82 93 91 57 44 99 55 77
Mesoamericanos
Macuzalito 22 31 40 31 38 17 26 22 27 17 27
G21212 22 48 34 46 54 33 31 36 47 38 39
Bribri 27 47 42 45 37 33 30 37 45 38 38
Tio Canela 75 38 34 36 31 45 32 40 39 32 18 34
Carioca 30 32 33 43 37 33 32 33 36 38 35
Dorado 40 30 29 41 42 27 37 45 26 26 34
Promedio 43 45 45 38 43 33 41 34 49 38
CV (%) 28 40 35 49 34 52 47 50 35 51
DMS (0.05) 9™ 13" 11™ 13™ 11™ 12™ 13" 12" 12™ 14"

CV: Coeficiente de Variacion; DMS: Diferencia minima significativa: no significativo; significativo al P <0.05 y P <0.01.



Cuadro 7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la nodulacion (escala 1-9) y el
numero de nddulos evaluados en genotipos diferenciales inoculados con los aislamientos de
Rhizobium spp. provenientes de 10 localidades. Honduras, 2017.

Coeficientes de correlacion

Localidades de nodulacion y N° Nodulos
El Arenal 0.85 **
Cuyali 0.90 **
Jacaleapa 0.58*
El Pescadero 0.10
Arauli 0.81 **
Rio Azul 0.73 **
EL Barro 0.56*
LA Zona 0.60*
La Isla 0.73 **
El Paraiso 0.59*

Probabilidad: (¥*) >0.68, (¥)>0.55

La evaluacion de la respuesta de la nodulacion con los genotipos diferenciales permitié la
caracterizacion de los aislamientos de las 10 localidades de donde se colectaron los nddulos.
Con base en la sumatoria de los valores binarios asignados a los genotipos diferenciales que
presentaron reacciones compatibles al ser inoculados con los aislamientos, se determinaron
las razas correspondientes cuyos valores variaron desde la cepa 8-40 hasta la 61-28 (Cuadro
8). Los aislamientos de cada localidad fueron caracterizados como cepas diferentes,
sugiriendo la gran diversidad genética presente a pesar de ser la muestra del estudio una
pequefia en relacion a la diversidad de condiciones y ambientes en los que se cultiva el frijol
en Honduras (Lloret y Martinez 2005). Los aislamientos de La Zona y El Barro resultaron
ser las cepas de mayor valor binario, es decir las que nodularon mejor a la mayoria de los
genotipos diferenciales.
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Cuadro 8. Caracterizacion de aislamientos e identificacion como cepas de Rhizobium spp. en nddulos colectados en 10 localidades de
Honduras usando el vivero diferencial de frijol. Zamorano, 2017.

Regidn
Noroccidental Centro-oriental

Valor La La El El El El Rio
Genotipos binario Isla Zona Barro Paraiso Arenal Cuyali Jacaleapa Pescadero Arauli  Azul
Andinos
ICA Quimbaya 1 - - + - - + - - + +
Montcalm 2 - - - - - - - - + -
Ervilha 4 + + + + + + - - + +
Mantega 8 - + + + + - + + + +
CAL 143 16 - + + - - - + - + -
G06727 32 + + + + + + + - + +
Mesoamericanos
Macuzalito 1 - + - - + - - - - -
G21212 2 - + - + + - - - - -
Bribri 4 - + + - - + + . + )
Tio Canela 75 8 - + + - - - - + . )
Carioca 16 - - + - - - - - - -
Dorado 32 + + - + - - + + - 3
Cepa 36-32 60-47 61-28 44-34 44-3 37-4 56-36 8-40 63-4 45-0

Reaccion incompatible (-): 1-3 en escala de nodulacion; reaccion compatible (+): 4-9 en escala de nodulacion.



Ensayo 2: Caracterizacion de poblaciones residentes de Rhizobium spp. en fincas
de productores de frijol con el vivero diferencial

Los rendimientos de los genotipos diferenciales sembrados en siete localidades de la
region noroccidental, no presentaron diferencias significativas en ninguna de las
localidades (Cuadro 9). Los mayores rendimientos se encontraron en las localidades de
El Pajarillo, El Barro y La Seca (region noroccidental). Por otro lado, los genotipos con
mayor rendimiento a través de las localidades fueron G21212 y Carioca.

Al evaluar la nodulacién en los genotipos diferenciales en ocho localidades con la escala
de nodulacion, no se encontraron diferencias significativas dentro de las localidades con
la excepcion de Laguna Seca (Cuadro 10). Sin embargo, los promedios de nodulacién
variaron desde 3 hasta 9 de la escala, sugiriendo respuestas de nodulacion similares en
las poblaciones residentes de Rhizobium spp. de cada localidad. Los promedios mas altos
de nodulacién (>7) se observaron en las localidades de El Pajarillo, La Zona (region
noroccidental) y El Paraiso (region centro-oriental).
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Cuadro 9. Rendimiento (kg/ha) de genotipos de frijol del vivero diferencial en fincas de agricultores de la region noroccidental. Honduras,
2016-2017.

Genotipos El Pajarillo El Barro LaZona LaCancha Lalsla LaSeca EIlParaiso Promedio
Andinos

ICA Quimbaya 1,044 1,508 164 390 572 988 507 739
Montcalm 1,027 1,460 93 350 187 711 314 592
Ervilha 1,183 1,798 229 532 552 840 589 817
Mantega 877 2,139 207 271 506 1,513 334 835
CAL 143 1,086 1,924 196 311 233 1,159 514 775
G06727 679 786 221 333 281 1,111 664 582
Mesoamericanos

Macuzalito 823 2,257 200 386 496 1,520 363 863
G21212 1,636 3,714 264 397 1,192 1,845 654 1,386
Bribri 1,022 2,143 229 332 657 1,547 507 919
Tio Canela 75 1,045 2,010 229 422 558 1,721 804 969
Carioca 1,428 3,512 321 243 835 1,653 445 1,205
Dorado 1,437 1,314 257 447 321 1,308 617 814
Promedio 1,107 2,047 218 368 532 1,326 526

CV (%) 22 42 41 21 64 24 27

DMS (0.05) 243"° 865"° 89" 78" 344"° 316"° 144"

CV: Coeficiente de variacion; DMS: Diferencia minima significativas: no significativo, significativo al P <0.05y P <0.01.
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Cuadro 10. Variaciones en la nodulacion (escala 1-9) de lineas de frijol del vivero diferencial en fincas de agricultores de la region
noroccidental donde se evaluaron las poblaciones residentes de Rhizobium spp. Honduras, 2016-2017.

El El La La La La Laguna El

Genotipos Pajarillo Barro Zona Cancha Isla Seca Seca Paraiso Promedio
Andinos
ICA Quimbaya 5 4 8 3 3 3 8 7 6
Montcalm 7 5 6 3 3 3 8 5 5
Ervilha 8 4 8 3 3 3 7 6 5
Mantega 8 8 9 3 3 3 7 9 7
CAL 143 6 5 9 3 3 3 7 7 6
G06727 9 9 9 3 3 3 8 8 7
Mesoamericanos
Macuzalito 6 7 6 3 6 3 5 5 6
G21212 8 9 9 3 3 3 4 7 7
Bribri 5 6 6 3 3 3 5 7 5
Tio Canela 75 5 6 8 3 3 3 4 7 6
Carioca 8 7 8 3 3 3 7 9 7
Dorado 4 7 6 3 3 3 3 8 6
Promedio 7 6 8 3 3 3 6 7 6
CV (%) 33 29 15 N.A 32 N.A 25 18 22
DMS0.05) 2" 2" 1% N.A 1" N.A 2" qns 1"

N.A: no aplica; CV: Coeficiente de variacion; DMS: Diferencia minima significativa: no significativo; significativo al P < 0.05 y P <
0.01.



El peso seco del follaje o biomasa de los genotipos diferenciales dentro de las localidades
fue significativo en las localidades de El Pajarillo (region centro-oriental) y La Seca (region
noroccidental) (Cuadro 11). Los promedios méas altos de biomasa se registraron con los
diferenciales andinos ICA Quimbaya y Mantega; y el mejor de los mesoamericanos fue Tio
Canela 75 dado que existe relacién entre la nodulacion y el crecimiento de varias partes de
la planta (Vargas 2008).
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Cuadro 11. Biomasa aérea (g/planta) de lineas de frijol del vivero diferencial en fincas de agricultores de la region noroccidental donde
se evaluaron las poblaciones residentes de Rhizobium spp. Honduras, 2016-2017.

El El La La La La Laguna El

Genotipo Pajarillo  Barro Zona Cancha Isla Seca Seca Paraiso Promedio
Andinos
ICA Quimbaya 40.2 16.1 6.0 8.4 22.0 16.7 7.2 31.1 18.8
Montcalm 321 24.5 55 11.0 13.0 12.5 4.4 12.6 13.9
Ervilha 49.0 17.0 6.1 9.6 17.0 18.1 54 19.4 14.9
Mantega 34.0 32.2 5.2 10.5 13.7 16.5 5.6 18.4 17.4
CAL 143 50.1 16.4 5.2 10.0 7.7 15.5 6.2 13.8 10.8
G06727 28.0 10.0 51 10.7 21.0 19.6 4.3 21.5 14.4
Mesoamericanos
Macuzalito 22.6 11.7 4.0 11.0 10.8 20.2 5.6 15.6 10.5
G21212 44.7 22.7 4.5 135 10.1 29.9 10.5 18.2 13.9
Bribri 345 185 55 9.3 16.2 18.0 52 16.2 14.1
Tio Canela 75 31.2 18.0 6.9 12.7 16.7 24.5 5.4 16.6 14.6
Carioca 22.2 23.1 4.0 6.2 6.6 19.7 5.7 135 11.8
Dorado 335 14.2 6.0 9.2 9.5 24.5 5.0 19.8 12.4
Promedio 35.2 18.7 5.3 10.2 13.7 19.7 59 18.1
CV (%) 16.3 34.0 30.3 18.6 38.7 14.7 34.9 42.0
DMS (0.05) 6** 6" on.s on.s 5ns 3** on.s gns

CV: Coeficiente de variacion; DMS: Diferencia minima significativa: no significativo; significativo al P <0.05 y P <0.01.



Poblaciones residentes de Honduras evaluadas en campo Se caracterizaron las
poblaciones residentes de Rhizobium de las ocho localidades donde se condujeron los
ensayos con el vivero de genotipos diferenciales de frijol. En las localidades de El Barro, La
Zona (regién noroccidental) , El Paraiso y El Pajarillo (region centro- oriental) se obtuvo
reacciones compatibles (+) con todos los genotipos diferenciales, por lo que las poblaciones
residentes se caracterizaron con valor binario de cepas 63-63 (Cuadro 12). Por el contrario,
las poblaciones de La Cancha, La Isla y La Seca (regién noroccidental) no produjeron
nodulaciones compatibles con los genotipos diferenciales indicando la presencia de
poblaciones muy escasas o representadas por cepas inefectivas. En la localidad de la Isla
pudiera deberse a los altos contenidos de materia organica y nitrogeno total que impiden o
limitan la nodulacién efectiva (Barrientos 1989; Villanueva y Quintana 2012) (Cuadro 13).
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Cuadro 12. Identificacion las cepas de las poblaciones residentes presentes en fincas de ocho localidades en la region noroccidental.
Honduras, 2016-2017.

Valor El El La La La La Laguna El

binario Pajarillo Barro Zona Cancha Isla  Seca Seca Paraiso
Andinos
ICA Quimbaya 1 + + + - - - + +
Montcalm 2 + + + - - - + +
Ervilha 4 + + + - - - + +
Mantega 8 + + + - - - + +
CAL 143 16 + + + - - - + +
G06727 32 + + + - - - + +
Mesoamericanos
Macuzalito 1 + + + - + - + +
G21212 2 + + + - - - + +
Bribri 4 + + + - - - + +
Tio Canela 8 + + + - - - + +
Carioca 16 + + + - - - + +
Dorado 32 + + + - - - - +
Cepa 63-63 63-63 63-63 0-0 0-1 0-0 63-31 63-63

Reaccion incompatible (-): 1-3 en escala de nodulacion; reaccion compatible (+): 4-9 en escala de nodulacion.



En los suelos analizados en la regién noroccidental predominaban texturas franco arenoso
(La Isla, La Seca), franco (Laguna seca) y franco arcillo arenoso (La Cancha y La Zona),
con contenidos de materia organica altos. Cabe recalcar que la textura de estos suelos se
determin6 de forma manual.

Cuadro 13. Analisis de suelos de las localidades donde se obtuvieron los aislamientos y se
evaluaron las poblaciones residentes de Rhizobium spp. Honduras, 2017.

Localidades pH 9/100g mg/kg (extractable)

(H0) 0 Ntotal P K Ca Mg
1 El Barro, Concepcion Sur 568 254 013 40 347 1375 292
2 La Zona, Concepcion Sur 6.09 461 023 55 160 3,932 305
3 La Isla, Concepcidén Sur 502 173 0.87 54 72 5849 160
4 El Paraiso, Concepcion Sur 509 389 0.19 6 137 1,018 162
5 Cuyali, El Paraiso 596 188 0.09 13 133 2,558 949
6 El Pescadero, Danli 6.35 253 0.13 6 295 5376 1,194
7 Arauli, Danli 581 351 0.18 5 506 4,799 1,542
8 El Arenal, Danli 540 264 013 18 129 1,165 202
9 Jacaleapa, Danli 6.23 220 011 10 152 1,438 191
10 Rio Azul, Potrerillos 569 576 029 18 153 1,176 209

Rango Medio 200 020 13 Por: Saturacién de

400 050 30 bases
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4. CONCLUSIONES

e Se caracterizaron 10 aislamientos de Rhizobium spp. a partir de nddulos colectados en
localidades productoras de frijol mediante la respuesta en nodulacién de los genotipos del
vivero de diferenciales, siendo los que presentaron nodulacién superior los de EI Barro
(cepa 60-47) y La Zona (cepa 61-28) en la region noroccidental.

e Se caracterizaron poblaciones residentes de Rhizobium spp. en fincas productoras de frijol
de ocho localidades mediante la nodulacion observada en los genotipos diferenciales,
siendo las poblaciones residentes mas efectivas caracterizadas como cepas 63-63 en El
Pajarillo, El Paraiso (region centro-oriental), La Zona, y El Barro (region noroccidental).

e Los aislamientos presentaron una mejor nodulacion en los genotipos andinos que en los
mesoamericanos.
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S. RECOMENDACIONES

e Ampliar la caracterizacion de aislamientos de Rhizobium spp. mediante la recoleccion de
nodulos de diferentes localidades productoras de frijol en Honduras, para obtener una
muestra representativa e identificar mediante el vivero de genotipos diferenciales cepas
compatibles que puedan posteriormente ser usadas como inoculantes comerciales.
Debido a la variabilidad climatica puede ser que las cepas que se usa actualmente ya no
sean efectivas en el futuro.

o Utilizar el vivero diferencial para caracterizar las poblaciones residentes de Rhizobium
spp. en localidades productoras de frijol de Honduras, para realizar las recomendaciones
de fertilizacion nitrogenada en donde las poblaciones residentes sean altamente efectivas,
o el uso de inoculantes en donde las poblaciones sean poco efectivas.
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