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EFECTO DE DIFERENTES INOCULANTES SOBRE LA ACTIVIDAD
MICROBIANA EN LA RIZOSFERA DEL CULTIVO DE PALLAR
(Phaseolus lunatus var. sieva) EN CONDICIONES DE CAMPO

EFFECT OF DIFFERENT BIOINOCULANTS ON THE MICROBIAL ACTIVITY IN
THE RHIZOSPHERE SOIL OF Phaseolus lunatus var. sieva UNDER FIELD
CONDITIONS

Elena Ramos Vasquez' y Doris Z(fiiga Dévila®

Resumen

Se evalud la actividad microbiana en la rizésfera de Phaseolus lunatus var. sieva, a partir de
muestras de suelo colectadas en campo durante los diferentes estados fenoldgicos del cultivo,
cuyas semillas fueron inoculadas con Bradyrhizobium sp. cepa PCYGIVN3, cepa PSNC4N2 y la
interaccion de éstas; ademas, se evaluo la aplicacion de fertilizante nitrogenado N-P-K y el control
sin inocular. Se determinaron la respiracion y la actividad deshidrogenasa de los microorganismos
en larizésfera, las poblaciones microbianas y la materia seca vegetal de las plantas ensayadas.

La mayor produccion de CO, se observo durante la floracion. La respiracion en la rizdsfera
inoculada con la interaccion de cepas fue mayor que la cepa PSNC4N2 (0.121 y 0.088 mg CO,-g’
Lh? respectivamente); siendo la primera significativamente mayor respecto al testigo y al
tratamiento quimico nitrogenado [0.085 mg CO,-g™>:h™] (p<0.1). La actividad deshidrogenasa de la
rizosfera inoculada con Bradyrhizobium cepa PSNC4N2 > cepa PCYGIVN3 > interaccion, con
61.04, 56.57 y 51.37 pg formazan.g*(24h)"* respectivamente, evidenciando diferencias
significativas con la fertilizacién quimica nitrogenada [40.87 ug formazan-g™(24h)™]. Los valores
mas altos de actividad deshidrogenasa se registraron antes de la cosecha, probablemente por la
influencia ambiental y la presencia de fitonematodes en las raices. La actividad microbiana se
presentd como una técnica mas sensible que el recuento de microorganismos y permitié una buena
correlacion con los resultados de materia seca obtenidos en el tratamiento de la interaccion de
cepas de Bradyrhizobium y el inoculado con la cepa PSNC4N2, que presentaron los valores més
altos de materia seca durante el periodo comprendido entre la floracién y madurez de vainas.
Palabras clave: Actividad microbiana, Phaseolus lunatus var. sieva, produccion de CO,, actividad
deshidrogenasa

Abstract

Microbial activity was evaluated in Phaseolus lunatus var. sieva rhizosphere soil, during
different vegetative growth stages of the crop under field conditions. Seeds were inoculated with
Bradyrhizobium sp. strains PCYGIVN3, PSNC4N2 and the interaction of both. Nitrogen fertilizer
(N-P-K) and a control without inoculation were also evaluated. Respiration and dehydrogenase
activity of microorganisms inhabiting the rhizosphere soil, microbial populations and plant dry
weight were determined.

The highest CO, production rate was determined during flowering. Respiration from the
rhizosphere soil inoculated with the interaction of both strains was higher than strain PSNC4N2
(0.121 and 0.088 mg CO,-g™-h™* respectively); the interaction was also significatively higher than
the control and the nitrogenous chemical treatment [0.085 mg CO,-g™h™] (p<0.1). Dehydrogenase
activity from rhizosphere soil inoculated with Bradyrhizobium strain PSNC4N2 > strain
PCYGIVN3 > interaction of both, with 61.04, 56.57 and 51.37 ug formazan.g™-(24h)*
respectively, and showed differences with respect to the chemical nitrogen fertilization [40.87 pg
formazan-g™*(24h)™]. Higher values of dehydrogenase activity were reported before the harvest,
probably due to the influence of the environment and the phytonematode infection of roots.
Microbial activity was a more sensitive method than microorganism counting, showing a good
correlation with plant dry weight obtained by the interaction of strains treatment and that
inoculated with strain PSNC4N2. Both showed the highest dry matter values between flowering
and pods maturity stages.

Key words: Microbial activity, Phaseolus lunatus var. sieva, CO, production, dehydrogenase
activity
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Introduccion

El uso de fertilizantes y pesticidas es una practica
agricola muy frecuente que tiene como desventaja el
alto costo que significa para el agricultor, ademas de
traer como consecuencia la alteracion del medio
ambiente. Su reduccion progresiva solo sera posible
mediante el empleo de tecnologias limpias, como el
uso de inoculantes, aplicados sobre el sustrato edafico
sobre el cual se desarrollan las plantas, o sobre las
semillas antes de la siembra. Su metodologia
constituye uno de los sistemas biotecnolégicos con
mayor futuro para la mejora de la produccion vegetal,
evitando los efectos secundarios de los métodos
actuales de fertilizacion y promoviendo la proteccion
frente a plagas. Ejemplo de este método es el
establecimiento de simbiosis entre bacterias de los
géneros  Rhizobium 'y  Bradyrhizobium  con
leguminosas (Defreitas et al., 1993; Andreeva et al.,
1993; Probanza et al., 1997).

La prometedora perspectiva del uso de Rhizobium,
Bradyrhizobium y PGPRs (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) en cualquiera de sus aplicaciones exige
un profundo estudio del comportamiento de los
indculos bajo condiciones controladas, debiendo
demostrar su capacidad promotora de crecimiento en
varias etapas, en primer lugar en condiciones axénicas,
en el laboratorio, y después demostrarlo en
experiencias de campo, en competencia con otros
microorganismos. En esta Gltima etapa, la fase mas
determinante es la colonizacion exitosa de la rizosfera,
etapa en la que la planta seleccionara a aquellas cepas
que le proporcionen mas ventajas, como sintetizar
factores de crecimiento, o movilizar nutrientes no
disponibles para estas plantas (Jones et al., 1994) y
ademas coexistird con otras bacterias, con las que
debera establecer una relacion. Es asi, que existe una
imperiosa necesidad de conocer el impacto del indculo
en las comunidades microbianas rizosféricas y en su
estructura, tal como lo revelan Gilbert et al. (1993) y
es también de importancia medir su posterior
evolucion en el tiempo con respecto a la comunidad
original.

En tal sentido, la actividad microbiana en suelo
rizosférico a nivel de campo, es considerado un
pardmetro clave en la determinacion de la calidad
bioldgica del suelo y para efectos del estudio realizado
puede ser reflejo de condiciones fisico-quimicas
Optimas para el desarrollo de los procesos metabélicos
de microorganismos. Asi, constituira un buen
indicador indirecto del desarrollo del cultivo de
Phaseolus lunatus, elegido para el estudio. Ademas
sera indice directo del comportamiento microbiano
luego de la aplicacion de inoculantes naturales y
quimicos y de su efecto sobre la calidad y rendimiento
del cultivo en términos de produccién.

La actividad metabdlica de los microorganismos
esta en funcion de los factores biofisicos, climaticos y
del uso de la tierra y repercute en la tasa respiratoria,
en tanto que la medida de la actividad deshidrogenasa,
representa el metabolismo degradativo del suelo y es
considerado un buen indicador por su sensibilidad y
rapida respuesta a cambios en el manejo del suelo
(Nannipieri, 1994).

Como precedente de este trabajo, Hernandez &
Mayo (2002), evaluaron los parametros de efectividad
(peso seco de nodulos) e infectividad (nimero de
nodulos) de algunas cepas de Rhizobium y
Bradyrhizobium en dos variedades de pallar,
Phaseolus lunatus var. criollo y var. sieva, a nivel de
laboratorio y determinaron que las cepas de
Bradyrhizobium PCYGIVN3 y PSNC4N2 eran
efectivas, aunque esta Gltima resulté menos infectiva,
por presentar menor promedio de ndmero de nédulos
en las variedades de pallar evaluadas. El
comportamiento de ambas cepas fue comparable al del
control N+, presentando diferencias altamente
significativas respecto al control N-, por lo que
recomendaron su uso como inoculante en los cultivos
mencionados, previa evaluacion a nivel de campo. La
conclusion anterior derivd en la evaluacion de la
actividad microbiana, del suelo de la rizésfera del
cultivo de pallar tratado con los mismos inoculantes
rizobianos, y se determind su evaluacion a través de la
medida de la actividad microbiana por los métodos de
actividad deshidrogenasa y produccion de CO,,
relacionandolo con la materia seca vegetal obtenida.

Materiales y Métodos
Disefio del campo experimental

El experimento se desarrolld en parcelas del
campo El Olivar, en la localidad de Pachacamac, a 30
Km hacia el sur de la ciudad de Lima. Se utilizaron
semillas del cultivo de Phaseolus lunatus var. sieva
“pallar”. Los tratamientos en el campo siguieron una
distribucién completa al azar, con tres repeticiones
cada uno, un testigo sin inocular, uno con fertilizacion
guimica nitrogenada y tres tratamientos con
inoculantes rizobianos en soporte solido: T1 con cepa
de  Bradyrhizobium PSNC4N2, T2 con
Bradyrhizobium cepa PCYGIVN3, T3 con
fertilizacion quimica nitrogenada N-P-K (60:60:60) y
T4 con la interaccion de dos cepas T1y T2.

Muestreo y toma de muestra.

Se realizaron cinco muestreos, cada uno en
diferente estado fenoldgico del cultivo, de acuerdo a la
programacion descrita en la Tabla 1. Para cada
tratamiento evaluado se eligieron al azar tres plantas
integras de tamafio promedio junto con la porcion de
suelo circundante a sus raices. Las muestras
colectadas fueron transportadas al laboratorio para su
evaluacion respectiva.

132



E. RAMOS VASQUEZ Y D. ZUNIGA DAVILA

Ecol. apl. Vol. 7 N® 1y 2, pp. 131-139

Tratamiento de la muestra

Suelo.- El sistema radicular de cada planta fue
separado de la masa de suelo circundante por
agitacion. Se procedi6 al retiro de todo material o
residuo vegetal de la porcién de suelo obtenida y
luego de tamizar a un tamafio maximo de particula de
500 pm, fue separado en frascos de vidrio con tapa y
conservado a temperatura ambiente por 12 h, hasta el
andlisis de produccion de CO, y de actividad de
deshidrogenasa. Asi también se determinaron el
porcentaje de humedad y pH del suelo.

Tabla 1. Muestreo en diferentes estados fenoldgicos
del cultivo de Phaseolus lunatus var. sieva.

Ne dias después

N° Muestreo Estado fenolégico

de la siembra
M-1 39 prefloracion
M -2 54 floracion
M-3 71 aparicion de vainas
M-4 96 maduracién
M -5 131 cosecha

Parte aérea.- Se determiné la materia seca vegetal
y peso seco de vainas llevando la parte aérea de la
planta a 60°C por 48 horas. Los resultados fueron
expresados en gramos de peso seco / planta.
Determinacion de la Actividad microbiana en la
rizésfera

La produccion de CO, por los microorganismos
del suelo se evalud de acuerdo al método descrito por
Anderson (1982) y por Ramos & Zuiiiga (2008). La
actividad deshidrogenasa, fue determinada por
reduccion de sales tetrazolium, su extraccion y
cuantificacién espectrofotométrica de acuerdo al
método descrito por Casida (1977)
y modificado por Roberge (1978)
en la utilizacion de etanol como
extrayente descrito por Ramos &

Tabla 2.

Para cada ensayo, se realiz6 un andlisis de
variancia con un nivel de significacion del 5%.
Diferencias significativas entre tratamientos fueron
evaluadas mediante la prueba de diferencias de pares
de medias de Tukey a un nivel de significacion del
5%.  Alternativamente se utilizo la Prueba No
Paramétrica de Kruskal Wallis con un nivel de
confianza del 95%, en caso de no cumplirse con los
supuestos del ANOVA.

Resultados y discusion

La inoculacién de semillas de pallar Phaseolus
lunatus var. sieva con cepas efectivas de
Bradyrhizobium, influye positivamente en la
respiracion y actividad deshidrogenasa de la rizésfera
del cultivo, asi como en el nimero total de bacterias.
Etapa de Prefloracion

Durante el estado fenoldgico de prefloracién, no se
registraron diferencias significativas en la produccion
de CO; de los diferentes tratamientos, pero si pudo
apreciarse diferencias significativas (p<0.1) en la
actividad deshidrogenasa (Tabla 2). Los tratamientos
con inoculacién  presentaron mayor actividad
microbiana que el control sin inocular y que el
tratamiento con fertilizacién quimica nitrogenada. La
interaccion de cepas PSNC4N2 y PCYGIVN3 (T4)
mostré la mayor actividad [101.21 pg formazan-g°
1.(24h)™], seguido por el tratamiento inoculado con
Bradyrhizobium cepa PSNC4N2 (T1) [100.02 g
formazan-g™*(24h)™], el inoculado con
Bradyrhizobium cepa PCYGIVN3 (T2), [97.28 ug
formazan-g ™ (24h)™], el Testigo (T0) [94.04 ug

formazan-g*(24h)™] frente el tratamiento que
recibié fertilizacion quimica nitrogenada (T3) [con

Produccion de CO,, actividad deshidrogenasa (DHA) vy
poblacién de aerobios mesofilos viables, mohos y levaduras en la
rizésfera de pallar evaluada durante el estado fenoldgico de prefloracion.

Z0figa (2008). Los resultados se
expresaron en ug de formazan-[g

Estado Fenolégico
PREFLORACION

Tratamientos

: TO T1 T2 T3 T4

suelo seco - 24 h]*

Determinacion de las poblaciones CO. [mg CO»g-1-h-1] 0.082* 0.086° 0.081° 0.080° 0.074°

microbianas DHA b b b . b
Para la cuantificacion de  [ug formazan.g-1.(24h)-1] 94.04 10002 9728 67.06 10121

bacterias, mohos y levaduras, se  Aerobios mesdfilos 1025 1844 17.32°  1743°  19.06*

realizaron diluciones sucesivas y se ~ [Ln(UFC.g-1)]

sembraron en medios de agar Plate ?ﬁ?}?ﬁ%'w{iﬁ”m 10.28 10.60° 10.83 973 12.78°

Count para aerobios mesofilos Materi 9

viables y agar Czapeck para mohos ~ |ateria seca 1.53° 340° 3.03° 230° 263°

[g/ planta]

y levaduras. Las bacterias aerobios
mesofilos viables fueron incubadas
a 30-35°C por 48 h, mientras que, (P=0.05).

para la enumeracion de mohos y levaduras fue a 20-
25°C por 5 dias. Los resultados se expresaron en
unidades formadoras de colonias por gramo de suelo
seco [UFC.g].

Andlisis estadistico

aP¢ En cada fila, tratamientos seguidos por diferentes letras indican la existencia de
diferencias significativas de acuerdo a la prueba de diferencias de pares de medias de Tukey

67.06 g formazéan-g™* (24h)™].

Respecto a los recuentos de microorganismos,
existen diferencias entre el tratamiento testigo (T0) y
quimico (T3), y el tratamiento de la interaccion de
cepas (T4) y el quimico; en ambos casos, T3 mostrd
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una disminucién altamente significativa tanto para las
poblaciones de aerobios mesdfilos viables como para
las mohos y levaduras.

En cuanto a materia seca de las plantas evaluadas
(Tabla 2), se pudo observar que los tratamientos
inoculados fueron mejores respecto al control sin
inocular.

Etapa de Floracion

Segun Frioni (1999), la actividad microbiana
rizosférica se ve incrementada desde la germinacion
de la semilla, dado el aporte de los microorganismos
de la espermat6sfera, los componentes de las
envolturas del grano y por sus exudados; encontrando
los maximos de estimulacién durante las etapas de
floracion y/o fructificacion, luego de lo cual se
produce un descenso al iniciarse la senescencia de las
raices. En la Tabla 3, se muestran los valores de
actividad microbiana y las poblaciones de aerobios
mesdfilos viables, mohos y levaduras encontradas
durante este estado fenoldgico en la rizosfera del
cultivo.

Tabla 3. Produccion de CO,, actividad deshidrogenasa y poblacion
de aerobios mesofilos viables, mohos y levaduras en la rizésfera de

pallar evaluada durante el estado fenoldgico de floracion.

cercano al 35% y superior al 100% con la adicion del
inoculantes de Bradyrhizobium a la rizésfera del
cultivo, respecto al tratamiento sin inocular,
mostrando de manera clara su superioridad frente a la
fertilizacion con compuestos comerciales
nitrogenados, ya que con estos, la actividad
microbiana aumenté en menos del 10%. Esta misma
tendencia puede evidenciarse en el rendimiento en
materia seca. T4 presenta el mayor peso seco [10.43
o/ planta], seguido de T1 [8.27 g/ planta]; T3 presenta
[7.20 g/ planta], mientras TO presenta el menor valor
[6.60 g/ planta].
Etapa de Aparicion de Vainas

Para el estado fenolégico de apariciéon de vainas,
las diferencias entre tratamientos respecto a las
variables evaluadas, no fueron significativas. Se puede
resaltar que la actividad microbiana medida a través
de la produccion de CO, fue méas baja que en el
muestreo anterior, encontrandose los mayores valores
en el testigo y en el tratamiento de la interaccion de
cepas inoculadas. En cuanto a la actividad
deshidrogenasa, fue relativamente
constante en todos los tratamientos, ya
que los valores promedio oscilaron entre
61.66 y 68.70 ng formazan.g™ (24h)™.

Estado Fenolégico Tratamientos Sin  embargo, estos valores son

FLORACION To T1 T2 T3 T4 superiores a los encontrados en la etapa

de floracién, lo que sugeriria la

CO, [mgCOyg™h™] ~ 0049°  0.088° 0058 0085  0121° jnfluencia de un factor externo, ya que

DHA . . . . . las poblaciones de aerobios mesofilos

[ng formazén.g-(24h)Y] 38.07 61.04 56.57 4087 5137 viables, mohos y levaduras también

Aerobios mesdfilos 1845° 1884  1819°  1868® 1877 bajargn en promedio una unld_ad

[Ln(UFC-g7)] logaritmica respecto al muestreo anterior
MOEOSJF'EYaH“raS 1052 1185  11.94* 1197 122¢>  (Tablad). _ .

[Ln(UFCg™)] El tratamiento de la interaccion de

Materia seca [g/ planta] 6.60° 8.27% 7.07° 7.20° 1043  cepas inoculadas presentd el mayor

P¢ En cada fila, tratamientos seguidos por diferentes letras indican la existencia de
diferencias significativas de acuerdo a la prueba de diferencias de pares de medias de

Tukey (P=0.05).

Se observo que el tratamiento de inoculacion con
la cepa Bradyrhizobium PSNC4N2 (T1) [0.088 mg
CO»gthty 61.04 pg formazan-g™-(24h)*] y el
de interaccion de cepas PSNC4N2 vy
PCYGIVN3 (T4) [0.121 mg CO,/g*h y 51.37
pg formazan-gt(24h)*] fueron los que
obtuvieron mayores incrementos de la actividad

contenido de materia seca, con 23.20 g/
planta, T1 obtuvo también un alto
contenido de materia seca [19.90 ¢/
planta], en tanto que TO y T3 mostraron
un mismo valor [16.15 g/ planta].

Tabla 4. Produccion de CO,, actividad deshidrogenasa y
poblacién de aerobios mesdfilos viables, mohos y levaduras
en la rizosfera de pallar evaluada durante el estado
fenoldgico de aparicion de vainas.

microbiana, resultando  sus  diferencias
significativas respecto al testigo (T0) [0.049 mg

Estado Fenologico
APARICION DE

Tratamientos

CO,g™h?y 38.07 ug formazan-g™(24h)™]. T4 VAINAS oo Mmoo "™
ademas registré diferencias significativas con el CO, [mg CO»g-h?] 0064 0038 0029 0031 0.043
tratamiento quimico nitrogenado (T3) [0.085 DHA

mg CO,-g™-h™ y 40.87 ug formazan-g*(24h)™]. g formazang®(2any] 370 6166 6461 6497 6334
Asi mismo, cabe sefalar que el tratamiento de Acrobios mes6filos

inoculaciéon con la cepa Bradyrhizobium [Ln(UFC-gY)] 1751 1664 1735 1739 1820
PCYGIVNS (T2) también mostré una actividad Mohos y levaduras

deshidrogenasa importante 56.57 ug [Ln(UFC-g™M] 10271016 1021 1003 10.18

1 -1
formazan-g™-(24h)", respecto a T3. De acuerdo (i oo [o/planta] 1645 1990 1125 1615 2320

al ensayo realizado, se obtuvo un incremento
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Etapa de Maduracién de Vainas y Cosecha

Durante estas dos Ultimas etapas del cultivo de
pallar, la tendencia de la actividad microbiana fue de
incrementarse (Tablas 5 y 6), mas aun antes de la
cosecha, periodo en el cual la actividad
deshidrogenasa aument6 alrededor del 300 y 400%
respecto a la etapa de floracion para los tratamientos
testigo (TO), fertilizacion quimica (T3) e interaccion
de cepas inoculadas (T4), en tanto que para los
tratamientos inoculados T1 y T2, las actividades
tuvieron un aumento cercano al 15%. Esta diferencia
coincidié con la presencia de fitoneméatodes en la raiz,
la cual fue evaluada cualitativamente. A nivel de
laboratorio, se realizaron pruebas de actividad
microbiana en la rizésfera de plantas con y sin
fitonematodes que fueron tratadas con diferentes
inoculantes; luego del andlisis estadistico, se demostro
que la actividad en la rizésfera las plantas con
fitonematodes fue mayor que en las plantas que no los
presentaban (datos no mostrados).

Tabla 5. Produccion de CO,, actividad deshidrogenasa y
poblacion de aerobios mesdfilos viables, mohos y levaduras
en la rizésfera de pallar evaluada durante el estado

fenolégico de maduracion de vainas

constantes, por lo que no se registraron diferencias
significativas. Respecto a la materia seca, durante el
estado de maduracién de vainas se observa ain la
tendencia a favor de las plantas inoculadas con cepas
de Bradyrhizobium, registrando valores de 18.9, 20.6
y 22.8 g/ planta, correspondientes a los tratamientos
T2, T1 y T4 respectivamente. Sin embargo esta
tendencia se vio afectada durante el Gltimo muestreo;
pues la presencia de fitonematodes repercutio en la
produccion de la planta. Se observé que los valores
de materia seca para el tratamiento de la interaccion de
cepas de Bradyrhizobium (T4) decrecieron, al igual
que lo hicieron las plantas de los otros tratamientos
afectados. Por otro lado, cabe resaltar que los
tratamientos T1 y T2, que no se vieron afectados por
nematodos en las raices, registraron los mayores
promedios de materia seca [21.15 y 18.45 g/planta
respectivamente].
Influencia de las condiciones ambientales en
actividad microbiana

La actividad deshidrogenasa incrementa de
manera significativa como efecto de la
interaccion entre el contenido de agua y
temperatura durante el periodo de pre-

la

Estado Fenoldgico
MADURACION DE

Tratamientos

incubabcion de la muestra (Brzezinska et al.,
1998), por el contrario, Ross (1970) demostro

VAINAS TO T1 T2 T3 T4 que el secado del suelo al aire reducia la
O, ma O™t 0074 0067 0066 0076  0.077 actividad deshidrogenasa a la mitad. Més aun,
2 [mg CO-g™N"] ' ' ' ' ' largos periodos de déficit de agua, afectan
DHA negativamente el proceso de fijacion biolégica

g . 6934 6590 6796 7246  67.04 L Ve ] 90
[ug formazan-g™(24h)"] de nitrégeno. Las sequias pueden inhibir la
Ae{ﬁﬁ'(ﬁgg?;g‘;']'os 1821 1672 1814 1882 1717  Sintesis de proteinas de la nodulacion, debido a
la pérdida de leghemoglobina (Becana et al.,
M?Eﬁ?g;g"g‘{;‘]ras 1024 1118 1198 999 1015 1986), disminuye la respiracion de los nédulos
(Aguirreolea & Séanchez-Diaz, 1989), modifica
Materia seca [g/ planta] 13.15 20.60 18.90 18.00 22.80 el metabolismo del nddulo (|rigoyen et al.,

Tabla 6.

Produccion de CO,, actividad deshidrogenasa y
poblacidon de aerobios mesdfilos viables, mohos y levaduras en la
rizosfera de pallar evaluada durante el estado fenoldgico antes de

1992) yl/o afecta la actividad nitrogenasa
(Schubert et al., 1995). Ademas, el stress
hidrico puede acelerar la senescencia en los
nddulos de las raices como consecuencia de
la reduccién de su capacidad antioxidante y
por el dafio oxidativo de las biomoléculas

la cosecha

— Tratamiontos resultantes (Gogorcena et al., 1995). A
ANETSItEanOD EeggggE'g;_'A esto se suma la limitada tasa de difusion de
TO Tl T2 T3 T4 nutrientes, de la matriz del suelo a la
CO, [mg COpg™h] T T R T Y S, . sgperflme absorbente, particularmente de
fosforo, cuando la humedad del suelo
[ forma?z;_rl\A'l-(Zzlh)'l] 14345 7009 7103 18030 17278  declina (Pinkerton & Simpson, 1986)
Hg formazan-g (2 afecta negativamente la nodulacién y la
Aerobios mesofilos 1774 1773 1748 1840 1830  fijacion bioldgica de nitrégeno (O’Hara et

[Ln(UFC-g7)] P .
Mohos v levaduras al., 1988). Asi mismo, Goicoechea et al.
[Lr}'(UFC_g.l)] 1131 1217 1167 11.23 13.13 (2005) sugieren que la forma en que
) decrecen las actividades enzimaticas
Materia seca [g/ planta] 9.50 21.15 18.45 14.90 11.90 relacionadas al ciclo del &cido citrico bajo
condiciones de sequia, (como el caso de
malato  deshidrogenasa (MDH) e isocitrato

Las poblaciones de aerobios mesofilos viables,
mohos y levaduras permanecieron relativamente

deshidrogenasa (ICDH)), se debe a una reduccion en
el metabolismo aerébico de los noddulos,
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especialmente en aquellos de plantas no micorrizicas.
El estrés hidrico puede reducir las tasas de respiracion
aerébica (Aguirreolea & Sanchez-Diaz, 1989) y
estimula las rutas fermentativas (Irigoyen et al., 1992),
ademas, disminuye la permeabilidad del oxigeno en la
corteza del nodulo, restringiendo su acceso a los
bacteroides (Witty et al., 1986).

Produccion de CO, durante el desarrollo

del pallar
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Figura 1. Produccion de CO, vy actividad

deshidrogenasa del suelo durante los diferentes

estadios del cultivo de pallar

Tomando la muestra directamente del campo, se
tiene la ventaja de la frescura del material pero no
provee ninguna clase de comparabilidad de
condiciones, ni de resultados obtenidos por diferentes
suelos. Esto podria explicar en parte la obtencion de
valores altos de DHA en la primera evaluacion (Figura
1), etapa de prefloracion, pues partimos de un
porcentaje de humedad promedio del 15% (Figura 2),
ademas no debe ser despreciado el factor térmico, ya
que el primer muestreo se dio a inicios de Marzo,
tiempo en que la temperatura ambiental ain es calida.
Otros picos de actividad deshidrogenasa se produjeron
durante las dos Ultimas evaluaciones (Figura 1),
siendo mas marcado su efecto en la quinta evaluacion,
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si bien la humedad juega un rol importante en estos
puntos de evaluacion, debe recalcarse la presencia de
fitonematodes, que infectaron las raices de muchas
plantas hacia finales de su periodo vegetativo.

En general puede indicarse que los porcentajes de
humedad del suelo al momento de realizar los ensayos
de actividad microbiana a nivel de campo, estuvieron
entre el 11% y 18.07% (Figura 2). Se registraron
porcentajes de humedad entre 14.98 y 15% en el
primer muestreo, entre 11.76 y 13.67% en el segundo
muestreo, de 11.10 a 13.53% para el tercer muestreo,
15.53 a 18.07% para el cuarto muestreo y finalmente
se obtuvieron valores de 12.70 a 14.70% para el
Gltimo muestreo.

% Humedad gravimétricadel suelo
durante el desarrollo del pallar
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Figura 2. Porcentaje de humedad en la rizésfera de
pallar vs. tiempo del cultivo.

En cuanto a los valores de pH de todas las
muestras, estos se encontraron entre 7.1y 7.8, el valor
mas bajo corresponde a los tratamientos de plantas
inoculadas con Bradyrhizobium cepa PSNC4N2 vy
Bradyrhizobium cepa PYG4N3, en tanto que el valor
mas alto fue registrado por el tratamiento Testigo
(7.8), el tratamiento con fertilizante quimico fue de 7.6
y el de la interaccion con dos cepas fue de 7.4.

Respecto a la produccién de CO,, pudo observarse
que los picos de actividad se dieron hacia el periodo
de floracion para los tratamientos T2, T3y T4 (Figura
1). Luego decae para la mayoria de los tratamientos
aplicados, probablemente influenciado por el estado
fenolégico del cultivo y la humedad en suelo. Sin
embargo, a diferencia de la medida de la actividad
deshidrogenasa, no se vio alterada significativamente
por la presencia de fitonematodes en las raices hacia
finales del periodo vegetativo de la planta.
Cuantificacion de microorganismos en la rizésfera de
P. lunatus var. sieva “pallar” bajo efecto de diferentes

inoculantes

En la Figura 3. se muestra la dindmica de las
poblaciones de bacterias aerobios mesotfilos viables, y
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mohos y levaduras en la rizosfera del pallar bajo los
diferentes tratamientos a través del tiempo.

Se observé que en general no se obtuvieron
diferencias significativas, en el periodo de floracion,
solo se observaron diferencias entre los tratamientos
T1y T2 yentre T2 y T4 para el recuento de bacterias;
mientras que para el recuento de mohos, se observan
diferencias entre el tratamiento testigo y la interaccion
de cepas de Bradyrhizobium.

Poblacién de aerobios mesdéfilos viables
durante el desarrollo del pallar
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Figura 3. Cuantificacion de la poblacién aerobios
mesofilos viables, mohos y levaduras durante el
periodo de desarrollo del cultivo de pallar

Se observd que un cambio en la actividad
microbiana no necesariamente reflejaba un cambio en
el recuento realizado, lo cual podria indicar que la
técnica de recuento en placa no resulta
suficientemente sensible a los cambios producidos
durante el desarrollo de un cultivo. La explicacion
puede deberse a que la determinacién de células
viables por conteo en placa generalmente produce
valores demasiado bajos, pues su eficiencia relativa
resulta en 0.1 — 5% de los microorganismos contados

microscopicamente. Esto se debe a la selectividad del
medio y a la incapacidad de diferentes células de
formar colonias (Olsen & Bakken, 1987; Mikell et
al., 1996). Los microorganismos oligotréficos
generalmente  no crecen en  medios con
concentraciones de sustrato >10 mg L™ (Kuznetsov et
al., 1979). Por otro lado, la adhesion a particulas de
suelo causada por exopolisacaridos e incrustaciones en
agregados, son la principal razon para la retencion de
microorganismos. Asi, la liberacion de
microorganismos de ciertos tipos de suelo es muy
dificultosa; ademaés, las células liberadas tienden a
rejuntarse con las particulas de suelo.

Dado este motivo, la utilizacion de diferentes
propiedades bioquimicas para la caracterizacion de la
actividad microbiana en la rizdsfera de pallar resulta
maés ventajosa desde el punto de vista de comparacion
de tratamientos. La medicion de diéxido de carbono es
una estimacién de la actividad y por lo tanto de la
presencia microbiana; mientras que la actividad
deshidrogenasa, dada su directa relacion a los
microorganismos viables totales, puede reflejar las
bacterias, hongos y actinomicetos fisiol6gicamente
activos (Thalman, 1968), pues se trata de una enzima
intracelular que estd asociada a células viables,
ademas, su sensibilidad y rapida respuesta a cambios
en el manejo del suelo resulta ventajosa.

Conclusiones

1. Los valores mas altos de actividad microbiana
medida por la produccion de CO2 fueron
obtenidos durante el estado de floracion de P.
lunatus var. sieva. (54 dias de la siembra). La
actividad deshidrogenasa fue superior en la tltima
evaluacion realizada (131 dias de la siembra).

2. Los valores mas altos de actividad microbiana
medida por produccion de CO2 fueron obtenidos
durante el estado de floracion de P. lunatus var.
sieva. En tanto que la actividad deshidrogenasa
fue superior en la dltima evaluacién realizada
(131 dias de la siembra). Durante la floracion, se
observaron los mayores valores de actividad
microbiana en la rizésfera de pallar inoculado con
Bradyrhizobium cepa PSNC4N2 (T1) [0.088 mg
C02.g-1-h-1 y 61.04 pg formazan-g-1-(24h)-1] y
con el tratamiento de interaccién de cepas de
Bradyrhizobium PSNC4N2 y PCYGIVN3 (T4)
[0.121 mg CO2.g-1-h-1 y 51.37 pg formazén-g-
1.(24h)-1]. Dichos tratamientos obtuvieron
diferencias significativas respecto al testigo (T0)
[0.049 mg CO2.g-1-h-1 y 38.07 pug formazan-g-
1.(24h)-1], en tanto que el tratamiento de la
interaccion de cepas inoculadas (T4) registro
ademds diferencias significativas con el
tratamiento quimico nitrogenado (T3) [0.085 mg
C02.g-1-h-1y 40.87 pg formazan-g-1-(24h)-1].

3. Respecto a los recuentos de las poblaciones de
aerobios mesofilos viables, mohos y levaduras, se
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encontraron algunas diferencias significativas
entre tratamientos durante las etapas de
prefloracion y floracion del cultivo de pallar.

4. En materia seca vegetal, el tratamiento de la
interaccion de cepas de Bradyrhizobium (T4) y el
inoculado solo con Bradyrhizobium cepa
PSNC4N2 (T1) presentaron los valores mas altos
durante los 54 y 96 dias después de la siembra
(periodo comprendido entre los estados de
floracién y madurez de vainas), mientras que los
tratamientos testigo (TO) y de fertilizacion
nitrogenada (T3) presentaron valores inferiores.

5. La interaccion de cepas de Bradyrhizobium
PSNC4N2 y PCYGIVN3 (T4) presenta un
impacto positivo en la actividad microbiana de las
comunidades  rizosféricas del cultivo de
Phaseolus lunatus var. sieva y en el incremento
de materia seca del mismo, por lo que se sugiere
su uso como biofertilizante.
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