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RESUMEN

Los consorcios microbianos son una alternativa sostenible para mejorar el rendimiento de cultivos en
suelos degradados, pero aun existe poca evidencia de su eficacia en leguminosas bajo condiciones
tropicales. Este estudio evalué el efecto de un consorcio bacteriano multiespecifico sobre tres especies de
leguminosas cultivadas en un suelo Ferralitico Rojo Lixiviado con degradacion fisica y quimica moderada.
Entre 2022 y 2024, en el Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de
Humboldt”, La Habana, Cuba, se seleccionaron tres cepas compatibles de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Rhizobium pusense, Bacillus thuringiensis y Bacillus velezensis), que se aplicaron
como consorcio a dos cultivares de garbanzo (Cicer arietinum), frijol comin (Phaseolus vulgaris) y frijol
caupi (Vigna unguiculata). Se utilizé un disefio de bloques al azar y un andlisis de varianza seguido de la
prueba de Duncan (a = 0.05) para comparar cuatro tratamientos: consorcio, consorcio +50% de fertilizacion
mineral, fertilizacién 100% NPK y testigo absoluto. El consorcio increment6 significativamente el nUmero
y la biomasa de nédulos, asi como el nUmero y la masa de vainas en los tres cultivos, superando al testigo
y al tratamiento fertilizado al 100%, con diferencias significativas entre cultivares. Nacional-29 (garbanzo),
Glira-89 (frijol) e INIFAT-94 (caupi) fueron los que mostraron la mejor respuesta. Estos resultados
confirman el potencial del consorcio bacteriano de R. pusense R3, B. thuringiensis B3 y B. velezensis B8,
como un biofertilizante eficaz para incrementar la productividad de leguminosas en suelos degradados y
reducir el uso de fertilizantes quimicos en agroecosistemas tropicales.

Palabras clave: biofertilizantes, degradacion del suelo, fijacion biol6gica de nitr6geno, leguminosas.

ABSTRACT
Microbial consortia are a sustainable alternative to improve crop performance in degraded soils; however,
evidence of their effectiveness in legumes under tropical conditions remains scarce. This study evaluated
the effect of a multispecific bacterial consortium on three legume species grown in a Ferrallitic Red
Lixiviated soil with moderate physical and chemical degradation. Between 2022 and 2024, at the Institute
of Fundamental Research in Tropical Agriculture “Alejandro de Humboldt,” Havana, Cuba, three compatible
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plant growth-promoting bacterial strains (Rhizobium pusense, Bacillus thuringiensis and Bacillus
velezensis) were selected and applied as a consortium to two cultivars each of chickpea (Cicer arietinum),
common bean (Phaseolus vulgaris) and cowpea (Vigna unguiculata). A randomized complete block design
and analysis of variance followed by Duncan’s test (a = 0.05) were used to compare four treatments:
consortium, consortium + 50% mineral fertilization, 100% NPK fertilization and an untreated control. The
consortium significantly increased nodule number and biomass, as well as pod number and weight in all
three crops, outperforming both the control and the 100% fertilized treatment, with significant differences
among cultivars. Nacional-29 (chickpea), Guira-89 (common bean) and INIFAT-94 (cowpea) showed the
greatest response to inoculation. These findings confirm the potential of the bacterial consortium of R.
pusense R3, B. thuringiensis B3 and B. velezensis B8, as an effective biofertilizer to enhance legume
productivity in degraded soils and reduce the use of chemical fertilizers in tropical agroecosystems.
Keywords: biofertilizers, soil degradation, biological nitrogen fixation, legumes.

INTRODUCCION

Las actividades naturales y antropicas han generado efectos adversos sobre los suelos,
provocando un incremento en su degradacion. Esta situacion ha conducido a una pérdida
progresiva de biodiversidad agricola, asi como a desequilibrios en la disponibilidad de
nutrientes esenciales para el desarrollo vegetal (Zhu et al., 2020; Asad et al., 2022). En
este contexto, resulta fundamental considerar el papel que desempefian las
interacciones beneficiosas entre plantas y microorganismos, ya que estas contribuyen
directamente a la salud y fertilidad del suelo. Dichas interacciones no solo influyen en el
crecimiento y desarrollo de los cultivos, sino que también estructuran la biodiversidad
microbiana en los agroecosistemas (Vishwakarma et al., 2020).

Entre los microorganismos asociados a plantas, los rizobios representan un grupo clave
debido a su capacidad para formar ndédulos en las raices de leguminosas y fijar nitrdgeno
atmosférico en condiciones de simbiosis (Lindstrom & Mousavi, 2020). No obstante, el
nitrégeno no es el unico nutriente limitante en los suelos degradados; el fésforo también
desempeiia un papel crucial y su baja disponibilidad puede restringir significativamente
el desarrollo vegetal (Timofeeva et al., 2022). A este respecto, diversos microorganismos
del suelo contribuyen a su solubilizacion, facilitando su absorcion por las plantas (Zhang
et al., 2022).

Las especies leguminosas son fundamentales en los sistemas agricolas por su alto
contenido proteico, su aporte de aminoacidos esenciales y su capacidad para enriquecer
el suelo con nitrogeno (Echevarria et al.,, 2021). En estos cultivos, el fosforo resulta
indispensable para procesos fisiologicos clave como la nodulacion, la sintesis de
aminoacidos y la produccién de proteinas (Etesami et al., 2021). Por tanto, garantizar la
disponibilidad de fosforo es esencial para lograr asociaciones simbiéticas eficientes. En
este sentido, se ha reportado que la coinoculacién de rizobios con otras bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) puede favorecer una nodulacion mas
temprana e intensa, asi como mejorar la absorcion de agua y nutrientes, lo que se
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traduce en un mayor desarrollo de la planta (Rosabal et al., 2021). Estas bacterias
pueden colonizar los nédulos y establecer interacciones sinérgicas con los rizobios,
potenciando el crecimiento vegetal. Tal es el caso de diversas especies del género
Bacillus, conocidas por su papel en la promocion del crecimiento, la solubilizacién de
fésforo y la induccion de tolerancia a diferentes tipos de estrés (Chaudhary et al., 2022).
Ademas, la combinacion funcional de varias cepas bacterianas en consorcios
microbianos ha demostrado ser mas efectiva que el uso individual de cepas, debido a la
complementacion metabdlica y a la sinergia en la colonizacion de la rizosfera (Devi et
al., 2022; Flores-Duarte et al., 2022a).

A pesar de los avances en el uso de microorganismos promotores del crecimiento
vegetal, la informacion disponible sobre el efecto de consorcios microbianos
multiespecificos en el crecimiento y la nodulacion de leguminosas cultivadas en suelos
degradados bajo condiciones tropicales sigue siendo limitada. Ademas, adn no es claro
si la respuesta a estos consorcios varia en funcion de la especie vegetal, aspecto
especialmente relevante para los programas de recuperacion de suelos mediante
cultivos adaptados. En este contexto, el presente estudio se llevd a cabo en un suelo con
degradacion fisica y quimica moderada, caracterizada por compactacion, bajo contenido
de materia organica, y desequilibrio nutricional, condiciones que afectan negativamente
la estructura, aireacion, retencion de nutrientes y funcionalidad microbiana. Se planted
la hipétesis de que la coinoculacibn con un consorcio bacteriano promotor del
crecimiento vegetal puede mejorar significativamente el crecimiento y la nodulacion de
leguminosas cultivadas bajo estas condiciones edaficas. Por ello, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de un consorcio microbiano sobre el
crecimiento de tres especies leguminosas: Cicer arietinum (garbanzo), Phaseolus
vulgaris (frijol) y Vigna unguiculata (caupi), en dicho suelo degradado.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se desarroll6 en una unidad experimental sobre un Ferralsol Rojo Lixiviado
agrogénico (Hernandez et al., 2020), ubicada en el Instituto de Investigaciones
Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de Humboldt” (INIFAT), Santiago de
Las Vegas, Cuba, durante el periodo 2022-2024.

Muestreo, caracterizacion del suelo y material biolégico

Se realiz6 un muestreo aleatorio sistematizado mediante un patrén en zigzag en cinco
puntos georreferenciados, obteniéndose duplicados de la capa arable (0-20 cm) y
conformando una muestra compuesta (n = 10). El contenido de materia organica se
determind por el método de oxidacion humeda de Walkley y Black (NC 51, 1999); el pH
se midi6é potenciométricamente en suspension suelo:KCl 1:2.5 (NC 1SO 10390, 1999). El
fésforo asimilable (P,Os, mg kg™) se cuantific6 mediante extraccién con H,SO, 0.1 mol
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L™ (1:25; NC 52, 1999) y los cationes intercambiables (Caz*, Mg?*, K*, Na*; cmolc kg™)
se determinaron por extraccién con NH,Ac 1 mol L™t a pH 7 (NC 65, 2000). Los cationes
Caz" y Mg?* se determinaron por complejometria, mientras que K* y Na* se cuantificaron
mediante fotometria de llama (Paneque-Pérez et al., 2010).

El consorcio microbiano utilizado estuvo conformado por Rhizobium pusense R3 (CM-
CNRG 562) (Ortega-Garcia et al., 2024a), Bacillus thuringiensis B3 (CM-CNRG 568) y
Bacillus velezensis B8 (CM-CNRG 570) (Ortega-Garcia et al., 2024b), cepas
conservadas en la Coleccion de Bacterias Benéficas del INIFAT y en la Coleccion de
Microorganismos del CNRG-INIFAP (CM-CNRG, México). Las semillas correspondieron
a dos cultivares por especie: garbanzo (Nacional-29 y JP-94), frijol coman (Caujeri 2170
y Guira 89) y frijol caupi (INIFAT-93 e INIFAT-94).

Produccién de inéculos y tratamiento de semillas

Las cepas se cultivaron por fermentacion sumergida en medio Caldo Nutriente bajo
condiciones controladas (200 rpm, 30 °C, 48 h) en zaranda orbital (EDMUD BUHLER).
Los cultivos se cosecharon al alcanzar una densidad de 108 UFC mL™ (escala de
McFarland). La coinoculacion se efectu6 mediante inmersion de las semillas en una
dilucion 1:10 (v:v) del producto fermentado en agua desionizada durante 10 min, seguida
de un oreado a temperatura ambiente durante 30 min previo a la siembra.

Disefio experimental, variables y analisis estadistico

El experimento se establecié bajo un Disefio de Bloques Completos al Azar (DBCA) con
cuatro repeticiones por tratamiento. Cada parcela (30 m?) estuvo conformada por siete
surcos (6 x 5 m) con distancias de 0.70 m entre surcos y 0.20 m entre plantas; los cinco
surcos centrales se consideraron como parcela util para minimizar el efecto borde.

Se evaluaron cuatro tratamientos: (1) testigo absoluto (sin inoculacion ni fertilizacion), (2)
testigo fertilizado con el 100% de la dosis recomendada de NPK, (3) inoculacion con el
consorcio bacteriano, (4) inoculacion con el consorcio bacteriano combinada con el 50%
de la dosis de NPK. En cada parcela se seleccionaron al azar diez plantas por cultivo
para cuantificar el nUmero y biomasa seca de nodulos, asi como el nimero y biomasa
fresca de vainas (g planta™).

Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA utilizando el software
STATGRAPHICS Plus v.5.0, y las medias se compararon con la prueba de rangos
multiples de Duncan (a = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El suelo Ferralitico Rojo Lixiviado agrogénico evaluado presento bajos niveles de materia
organica (2.07 %), pH ligeramente alcalino (7.45), contenido medio de fésforo disponible
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(22.95 mg kg™t de P,0s), valores elevados de K* (1.34 cmolc kg™) y Na® muy bajos (0.04
cmolc kg™), ademas de un marcado desbalance en la relacion Caz*/Mg?* (20.33/1.30
cmolc kg™)(Tabla 1), respecto al rango éptimo de 2-6 cmolc kg™ (Herndndez et al.,
2020). Este conjunto de limitaciones confirma un estado de degradacion fisica y quimica
moderada, caracterizado por baja disponibilidad de nutrientes y condiciones poco
favorables para la actividad microbiana, lo que puede restringir severamente el
establecimiento de simbiosis funcionales y el crecimiento de los cultivos (Hassen et al.,
2020; Rosabal et al., 2021).

La baja fertilidad intrinseca de este suelo favorece respuestas positivas a la
biofertilizacion. En suelos con deficiencias nutricionales, los bioinoculantes suelen
incrementar el crecimiento vegetal debido a su capacidad de movilizar nutrientes poco
disponibles y estimular procesos fisiolégicos clave (Spolaor et al., 2016). La simbiosis
Rhizobium-leguminosa aporta nitrégeno, pero la incorporacion de bacterias promotoras
de crecimiento vegetal (PGPB) que mejoran la disponibilidad de fésforo y potasio es
determinante para maximizar la fijacion biologica de N y el desarrollo de la planta
(Tamayo et al., 2020). Estos efectos son particularmente relevantes en suelos
degradados donde la baja concentracion de materia organica y el desbalance catidnico
comprometen la absorcion de nutrientes (Alemneh et al., 2020). Por ello, en este trabajo
se evaluo la combinacion de PGPB con niveles adecuados de fertilizacion mineral para
contrarrestar las limitaciones del suelo en estudio.

Tabla 1. Propiedades quimicas del suelo Ferralitico Rojo Lixiviado agrogénico en estudio

Materia organica pH P20s K20 K Na Mg Ca
(%) (mg kg™) (cmolckg™)
2.07 7.45 22.95 28.81 1.34 0.040 1.30 20.33

Materia Orgénica: Walkey y Black; pH: Potenciometria; P,Os asimilable: extraccion con H,SO4 0,1N (método de
Oniani); cationes intercambiables por extraccion con NH4Ac 1 mol L-1 a pH 7 y determinacion por fotometria de
llama (Na+y K+) y por complejometria (Ca2+ y Mg2+).

Efecto del consorcio sobre la nodulacién

Se observaron diferencias significativas en el nimero y la biomasa de nodulos en los
tres cultivos, con una respuesta claramente positiva a la aplicacion del consorcio
bacteriano (Figura 1). El tratamiento con el consorcio combinado con el 50 % de la dosis
de fertilizacion mineral presenté los mayores incrementos en ambos indicadores, lo que
resalta el potencial de la coinoculacion en suelos degradados. Estos resultados
confirman que la interaccion entre los microsimbiontes y la planta hospedera se ve
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potenciada cuando las cepas aplicadas son compatibles y cumplen funciones
complementarias.
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Figura 1. Efecto del consorcio sobre el nimero y la masa de los nédulos en garbanzo (A), frijol
comun (B) y caupi (C) en un suelo degradado (2022-2024). Letras iguales no difieren significativamente
(Duncan, a= 0.05, n= 10).
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En garbanzo, el cultivar Nacional-29 se destaco sobre JP-94 en cuanto a nimero y masa
de nddulos, probablemente debido a diferencias genéticas y en el perfil de exudados
radicales que favorecen la atraccién de Rhizobium pusense, cepa originalmente aislada
de este cultivar (Ortega-Garcia et al., 2024a). La composicién de exudados radicales
juega un papel determinante en la colonizacién por rizobios y PGPB, ya que contienen
compuestos sefializadores como flavonoides, aminoécidos y azucares que modulan la
guimiotaxis bacteriana (Wang et al., 2018). Este fendmeno explicaria la superioridad de
Nacional-29 frente a JP-94. Los tratamientos testigos (absoluto y 100 % NPK) mostraron
una nodulacion deficiente, evidenciando la dependencia de este cultivo a la inoculacién
(Bai et al., 2022).

En frijol, el cultivar Guira-89 presento los mejores valores de nodulacion cuando se aplicé
el consorcio mas 50 % de fertilizacion, seguido por Caujeri 2170. En caupi, ambos
cultivares (INIFAT-93 e INIFAT-94) respondieron favorablemente a la inoculacion,
aunque sin diferencias significativas entre ellos, lo que podria estar asociado a su
conocida facilidad para establecer simbiosis con rizobios Cabe destacar que estos son
los primeros trabajos en Cuba que evaltan la asociacion de R. pusense con frijol y caupi
en consorcio con otras bacterias.

La superioridad de los tratamientos con consorcio puede atribuirse a la
complementariedad funcional de las cepas empleadas, las cuales fueron escogidas
considerando su capacidad de interactuar eficazmente con leguminosas (Bianco, 2020;
Chaudhary et al., 2022). R. pusense R3 se comporta como fijador de nitrdgeno y ha
demostrado estimular el crecimiento de garbanzo (Ortega-Garcia et al., 2024a), como se
ha reportado con otras cepas de R. pusense en otros cultivos como maiz (Amezquita-
Avilés et al., 2022), garbanzo (Gopalakrishnan et al., 2018), mani bajo estrés hidrico
(Ramakrishnan et al., 2024) y soya en presencia de metales pesados (Saran et al., 2020).
B. thuringiensis B3 se caracteriza por su capacidad de solubilizar fosfatos, ejercer
biocontrol de fitopatégenos y favorecer el desarrollo de lechuga y tomate (Ortega-Garcia
et al., 2024b), B. thuringiensis es bien conocido por su uso en biocontrol y como PGPR,
ya que promueve el desarrollo radicular, mejora la absorcion de nutrientes y favorece el
crecimiento y la tolerancia al estrés de las plantas (Azizoglu, 2019). Mientras que B.
velezensis B8 presenta efectos similares y ha mostrado impacto positivo en maiz y trigo
(Rios-Rocafull et al., 2011). Ademas, B. velezensis, previamente clasificado como B.
subtilis y B. amyloliquefaciens (Bagheri et al., 2019; Vahidinasab et al., 2019), se destaca
por producir sideréforos, enzimas hidroliticas y antibiéticos que limitan el desarrollo de
fitopatdégenos (Khan et al., 2018; Moreno-Galvan et al., 2020; Redondo-Gomez et al.,
2022). Asi, esta interaccion sinérgica también puede mejorar la tolerancia a estrés biético
y abidtico, como lo sugieren Wang et al. (2018) y Tewari & Sharma (2020).
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Efecto sobre la produccién de vainas

En cuanto a la produccion de vainas, se evidencia un patrén similar al observado en la
nodulacion, con incrementos significativos en el nUmero y masa de vainas por planta en
los tres cultivos al aplicar el consorcio, particularmente en combinacion con el 50 % de
fertilizacion mineral (Figura 2). Los cultivares Nacional-29 (garbanzo), Guira-89 (frijol) e
INIFAT-94 (caupi) fueron los que mostraron mayor productividad, lo que se relaciona
directamente con el rendimiento potencial. Este incremento en productividad confirma la
relacién entre nodulacién efectiva y mayor disponibilidad de nutrientes, especialmente
nitrégeno y fésforo.

La combinacion de bioinoculantes con dosis reducidas de fertilizantes ha sido reportada
como una estrategia eficiente para mejorar la productividad y reducir la dependencia de
insumos quimicos. En garbanzo, Ahlawat et al. (2007) y Gonzéalez-Leyva et al. (2012)
demostraron la eficacia de Rhizobium y Bacillus con fertilizacion parcial de NPK, mientras
gue Escobar-Ofia et al. (2017) y Apaez-Barrios et al. (2020) destacaron el incremento de
vainas y la mejor asimilacion de nutrientes al utilizar biofertilizantes. En frijol, la
coinoculacion con Rhizobium etli y micorrizas (Glomus intraradices) mas fertilizacion
reducida mostré efectos similares (Apaez-Barrios et al., 2014). Otros autores han
evidenciado que los consorcios bacterianos incrementan el numero de nédulos efectivos,
la acumulacion de N y P en el tejido vegetal y la tolerancia a sequia y salinidad en
leguminosas y gramineas (Flores-Duarte et al., 2022a; Flores-Duarte et al., 2022b;
Flores-Duarte et al., 2022c; Saleem et al., 2021; Redondo-Gomez et al., 2022).

Implicaciones agronomicas del consorcio bacteriano

La aplicacion del consorcio multiespecifico permitid incrementar significativamente el
namero y biomasa de nodulos, asi como el rendimiento (vainas planta™), en
comparacion con los tratamientos testigo. Estas mejoras estan asociadas a una mayor
colonizacion rizosférica y formacion de nodulos efectivos para fijacion biolégica de
nitrogeno (Beyene et al.,, 2022), una mejor absorcion de nutrientes (N, P, K,
micronutrientes) gracias a la actividad solubilizadora de Bacillus spp. (Huang et al., 2020;
Khan et al., 2018) y efectos de biocontrol y resistencia inducida, reportados en B.
velezensis (Bagheri et al., 2019; Redondo-Goémez et al., 2022).

La evidencia acumulada indica que el uso de consorcios bacterianos permite reducir
hasta en un 50 % las dosis de fertilizantes sin comprometer el rendimiento (Ahlawat et
al., 2007; Apaez-Barrios et al., 2020), lo que representa una alternativa sostenible en
sistemas de bajos insumos. Estos resultados son consistentes con estudios previos
donde consorcios bacterianos mostraron ventajas frente a inoculantes monoespecificos
en términos de nodulacion, absorcion de nutrientes y tolerancia a estrés abidtico en
leguminosas y gramineas (Flores-Duarte et al., 2022a; Flores-Duarte et al., 2022b;
Flores-Duarte et al., 2022c; Saleem et al., 2021; Tewari & Sharma, 2020).
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Figura 2. Efecto del consorcio sobre el nimero y la masa de vainas en garbanzo (A), frijol (B) y
caupi (C) en un suelo degradado (2022-2024). Letras iguales no difieren significativamente (Duncan, a=
0,05, n=10).
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Finalmente, las leguminosas evaluadas demostraron ser cultivos estratégicos para
agroecosistemas degradados, dada su capacidad de asociarse con rizobios y mejorar la
fertilidad del suelo (Hassen et al., 2020). Por lo tanto, la biofertilizacion con consorcios
bacterianos constituye una estrategia viable para incrementar la productividad y reducir
el uso de fertilizantes sintéticos en suelos con limitaciones fisicas y quimicas como el
Ferralitico Rojo Lixiviado estudiado.

CONCLUSIONES

El consorcio bacteriano conformado por Rhizobium pusense R3, Bacillus thuringiensis
B3 y Bacillus velezensis B8 promovio de manera significativa la nodulacion, el nimero y
la masa de vainas, y el rendimiento potencial de las tres leguminosas evaluadas en un
suelo Ferralitico Rojo Lixiviado con degradacion fisica y quimica moderada.

Los cultivares Nacional-29 (garbanzo), Guira-89 (frijol comun) e INIFAT-94 (frijol caupi)
mostraron la mejor respuesta al consorcio, evidenciando la importancia de la
compatibilidad entre el microsimbionte y el genotipo vegetal.

Estos resultados confirman el potencial del consorcio como un biofertilizante
multiespecifico capaz de mejorar la productividad de leguminosas en suelos degradados
y permitir una reduccion del uso de fertilizantes quimicos, contribuyendo a la
sostenibilidad de los agroecosistemas.
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