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RESUMEN

Vicia faba L. es una leguminosa que se produce principalmente en zonas
frias, pero requiere fertilizantes y plaguicidas sintéticos para mantener la
produccion. Esta leguminosa se cultiva en la region nororiental de Puebla,
México, donde es viable utilizar microorganismos simbiontes nativos como
biofertilizantes para disminuir el uso de agroquimicos. El objetivo del
estudio fue aislar y describir bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN) y hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) a partir de cultivos de haba en los municipios
de Libres, Zaragoza y Xochitlan de Vicente Suérez, Puebla, México para
formular y evaluar biofertilizantes bajo cultivo protegido de haba; asimismo,
se estudio el efecto del origen y de la inoculacién individual o simultanea de
BFN y HMA. Se realizaron tres ensayos BFN, HMA y BFN-HMA bajo un disefio
experimental completamente al azar, cada uno con cuatro tratamientos (tres
por el origen de la cepa y el testigo). Después de la floracion se evalué la
biomasa seca y fresca, concentracion de nitrégeno en hojas, colonizacién
micorrizica y nodulacion en las raices de las plantas. Los microorganismos
fueron similares entre las tres localidades; no obstante, el origen de las
bacterias modificé su respuesta in vitro de acuerdo con el pH, temperatura
y salinidad. El crecimiento de las plantas y la concentracién de nitrégeno en
las hojas no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos con
BFN o HMA, pero los valores se incrementaron 10 % en ambas variables con
BFN-HMA vs. testigo. No hubo diferencia significativa en la respuesta de las
plantas en funcién del origen de BFN y HMA. Existe potencial para elaborar
biofertilizantes que permitan disminuir el uso de agroquimicos en el cultivo
de haba.

Palabras clave: Vicia faba, bacterias fijadoras, hongos micorrizicos
arbusculares, biofertilizante.

SUMMARY

Vicia faba L. is a legume produced mainly in cold areas, but it requires
fertilizers and synthetic pesticides to maintain production. This legume
is grown in the Northeastern region of Puebla, Mexico, where it is feasible
to use native symbiont microorganisms as biofertilizers to reduce the use
of agrochemicals. The objective of this study was to isolate and describe
nitrogen fixing bacteria (NFB) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) from
broad bean crops in the municipalities of Libres, Zaragoza and Xochitlan de
Vicente Suarez, Puebla, Mexico to formulate and evaluate biofertilizers under
protected cultivation of broad bean; likewise, the effect of the origin and that
of the individual or simultaneous inoculation of NFB and AMF was studied.
Three trials were conducted NFB, AMF and NFB-AMF under a completely
randomized experimental design, each with four treatments (three for the
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origin of the strain and the control). After flowering, dry and fresh biomass,
nitrogen concentration in leaves, mycorrhizal colonization and nodulation
in plant roots were evaluated. The microorganisms were similar among the
three localities; however, the origin of the bacteria modified their response
in vitro according to pH, temperature and salinity. The growth of plants and
concentration of nitrogen in the leaves showed no significant differences
among treatments with NFB or AMF, but the values increased by 10 % in both
variables with NFB-AMF vs. control. There was no significant difference in
the response of the plants in relation to the origin of NFB and AMF. There is
potential to produce biofertilizers that allow reducing the use of agrochemicals
in broad bean cultivation.

Index words: Vicia faba, fixing bacteria, arbuscular mycorrhizal fungi,
biofertilizer.

INTRODUCCION

En México el cultivo del haba (Vicia faba L.) tiene
importancia econémica y social porque es un alimento
basico para los pobladores, principalmente en el centro
del pais, donde se cultiva regularmente en los estados de
Tlaxcala y Puebla mediante practicas tradicionales (Rojas-
Tiempo et al., 2012). La superficie nacional cultivada con
haba en 2018 fue de 32,973 ha; de ella se obtuvieron
75,231 t de haba verde y 37,046 t de grano; Puebla es el
mayor productor de haba para grano en México, donde
se cultivaron 12,173 ha en 2018, con una producccion de
16,359 t, lo que representa 44 % de la produccion nacional
(SIAR 2019).

Algunos trabajos sugieren que la fertilizacion fosférica
incrementa el rendimiento de grano de haba y en manuales
agricolas se sugiere una fertilizacion quimica de 200 kg
ha' de 16N-46P-00K (Morales et al., 2002; Peralta et al.,
2013). No obstante, se considera importante encontrar
alternativas para cambiar el uso de agroquimicos por
biofertilizantes a base de hongos y bacterias simbiontes,
ya que la asociacion de estos microorganismos no
solamente incrementa la producciéon de flores y frutos,
también mejora la calidad de los suelos (Gianinazzi et al.,



HABA EN SIMBIOSIS CON MICROORGANISMOS NATIVOS

2010; Smith y Read, 2008; Workalemahu, 2009).

En leguminosas la inoculacion artificial de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) y bacterias fijadoras
de nitrégeno (BFN) mejora el estado nutricional de las
plantas y disminuye el dafio causado por diferentes tipos
de estrés abidtico (Aroca et al., 2007; Rabie y Almadini,
2005). Se ha descrito un efecto sinérgico en la simbiosis
de BFN y HMA que incrementa la asimilacion de Ny P en
mayor medida que cuando se utiliza solamente un tipo
de microorganismo (Xavier y Germida, 2002; 2003). En
épocas mas recientes se ha puesto especial interés en
caracterizar microorganismos nativos por considerarse
mas efectivos como inoculantes que los organismos no
nativos bajo condiciones ambientales estresantes (Bothe
etal, 2010).

En cuanto al origen de los organismos utilizados como
biofertilizantes, existen datos que ponen de manifiesto
la importancia de la identidad de los simbiontes para
incrementar la eficiencia de la asociacion y los beneficios
para la planta; por ejemplo, la luz (Villegas-Olivera et al.,
2017) y las bajas temperaturas originan cambios en la
colonizacion de las diferentes especies de HMA (Latef
y Chaoxing, 2011; Zhu et al, 2010). Los cambios en las
comunidades de HMA se explican por la fluctuacion en
la temperatura ambiental, lo cual impacta en el desarrollo
de los hongos y de la planta hospedera (Fitter et al,
2000). Gavito y Azcon-Aguilar (2012) encontraron que
organismos procedentes de zonas frias toleran mejor
las bajas temperaturas que los de zonas templadas, ya
que presentan variaciones genéticas y plasticidad, lo que
les permite adaptarse a esas condiciones ambientales
extremas. En habas cultivadas en suelos alcalinos, la
coinoculacion de BEN y HMA incrementa el crecimiento de
la planta medido como biomasa seca total (Abd-Alla et al.,
2014). En frijol (Phaseolus vulgaris L.), la asociacion planta-
hongo-Rhizobium incrementa la fijacién de nitrégeno y la
eficiencia en el uso del P (Tajini et al., 2012).

El objetivo del estudio fue caracterizar hongos
micorrizicos arbusculares 'y bacterias fijadoras de
nitrégeno nativas de tres regiones productoras de haba en
el nororiente de Pueblay evaluar su efecto en el crecimiento
y fijacion de nitrégeno en V. faba cultivada en invernadero,
tras inocular BFN, HMA y BFN-HMA. Las premisas son
que existen diferencias en la respuesta de las plantas
a la inoculacion de simbiontes en funcion del origen de
las cepas, teniendo mayor crecimiento con aquellos que
proceden de las zonas con clima similar al sitio de cultivo;
asimismo, se espera que BFN-HMA incremente la biomasa
seca y fresca, y nitrégeno total en hojas en comparacion
con BFN, HMA o el testigo.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo de suelo y aislamiento
de microorganismos

Se obtuvieron aleatoriamente muestras de suelo y raiz
de la region productora de haba de los municipios de
Libres, Zaragoza y Xochitlan de Vicente Suarez, Puebla a
partir de cuadrantes de 1 m?. Una muestra compuesta por
cuadrante consistié en la mezcla de aproximadamente
10 cm?® de suelo extraido a 5-10 cm del tallo y 20 cm
de profundidad de todas las plantas del cuadrante. Se
obtuvieron un total de tres muestras por localidad de un
solo campo de cultivo. En el laboratorio, las muestras se
refrigeraron a 4 °C hasta su analisis y las raices se lavaron
y colocaron en etanol 70 % por un periodo no mayor a 5 d.

Para el aislamiento de las BFN se seleccionaron entre
cinco y 10 nédulos de las raices de 3 a 5 mm de diametro.
Los nddulos se lavaron con agua destilada y se colocaron
en una solucion de acido clorhidrico 2 % y se agitaron
con vortex por 1 min; finalmente, se enjuagaron con agua
destilada estéril y se lavaron con etanol 95 % durante 4
min. Los ndédulos se molieron con mortero hasta lograr
una mezcla homogénea, la cual se colocd en tubos de
ensayo con medio de extracto de levadura-manitol. A
partir de los cultivos liquidos se tomd una muestra con asa
bacteriolégica y se sembré por estriado en un medio de
extracto de levadura manitol agar-Rojo Congo (ELMA-RC)
por el método de estriado y se cultivaron a 28 °C durante 5
d. A partir de los cultivos en solido se realizaron resiembras
sucesivas hasta lograr el aislamiento.

Identificacion y caracterizacion de bacterias

Las BFN se identificaron morfoldgicamente de
acuerdo con Somasegaran y Hoben (1994). Las pruebas
bioguimicas basadas en los procedimientos de MacFaddin
(2000) incluyeron evaluaciones de movilidad-indol-
ornitina con el medio MIO (peptona de carne y caseina,
extracto de levadura, L-ornitina, dextrosa, purpura de
bromocresol y agar); se evalud la utilizacion de azuicares
con el medio TAH (triple azicar-hierro, lactosa, sacarosa
y glucosa), urea con agar urea (agar base urea) y citratos
con medio agar citrato de Simmons (fosfato dibasico de
amonio, sulfato de magnesio, fosfato dipotasico, azul de
bromotimol, cloruro de sodio, citrato de sodio y agar). Las
pruebas de descarboxilacién de aminoéacidos se hicieron
por la induccién de enzimas especificas mediante el medio
AHL (agar de hierro y lisina) que produce una respuesta
colorimétrica.

Lacaracterizacion delas bacterias se hizo con evaluacion
del crecimiento in vitro a diferentes temperaturas (4, 20, 35
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y 45°C), pH (5,6, 7y 8) y salinidad (0.25,0.5,0.75y 1 % de
NaCl) en medio liquido LM (levadura-manitol) con base en
lo descrito por Hernandez et al. (2012). Las bacterias se
inocularon en el medio liquido con una asada a partir de las
colonias previamente aisladas. Los cultivos se mantuvieron
en agitacion constante con control de temperatura, a una
velocidad de 70 rpm durante una semana. El monitoreo se
realizé cada 12 h mediante espectrofotometria (540 nm);
los resultados se compararon con una curva de calibracion
absorbancia vs. nimero de células para obtener el tiempo
generacional y calcular el nimero de generaciones con
base en la formula de Lambert-Beer, de acuerdo con Harris
(2007).

Inoculacion bacteriana

El indculo de bacterias se prepard cultivando las cepas
previamente aisladas en medio liquido ELM-RC en
agitacion a 20 °C. La concentracion en el inodculo se ajusto
a 10° células mL" (Somasegaran y Hoben, 1994). Para la
inoculacién se aplico 1 mL del cultivo bacteriano a cada
maceta con los cultivos de haba en una sola ocasién y a
los 30 d después de la germinacion, segun lo propuesto
por Workalemahu (2009).

Preparacion de hongos micorrizicos
e inoculacion

Para la produccién de inéculo de HMA se utilizd sorgo
(Sorghum spp.) como planta trampa. El cultivo se hizo en
un sustrato inerte de vermiculita; después de tres semanas
de germinacion se inocularon las plantas con suelo
procedente de campo. Para la inoculacion las muestras de
suelo se tamizaron en humedo con mallas de 60, 120 y
250 pum, se cuantificd el nimero de esporas en los tamices
de 60 y 120 pm mediante un diferencial de sacarosa vy la
observacion en microscopio estereoscopico para inocular
cerca de 100 esporas por planta en los cultivos de sorgo.
En el monitoreo del desarrollo de los HMA en las plantas
trampa se observo la colonizacion de raices mediante la
tincionconazulde Tripano 5%, se verifico el establecimiento
de la simbiosis. Cuando las plantas iniciaron la formacion
de espigas se identificaron las morfoespecies y la cantidad
total de esporas. Se considerd un inéculo listo cuando se
contabilizaron aproximadamente 100 esporas g' de suelo
(Liu y Wang, 2003). Se hicieron cultivos independientes
para cada localidad con tres repeticiones y un testigo, sin
inoculacion de suelo.

Los experimentos con plantas se realizaron en
condiciones controladas de invernadero en Zacapoaxtla,
Puebla. Se inicié con la germinacién de semillas (dos por
maceta) de haba desinfectadas en macetas de 4 kg conuna
mezcla de arena:tierrahumus (1:2:1 v/v/v), previamente
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tratada con doble esterilizaciéon (120 °C y 1.40-1.75 kg
cm). Para la inoculacion con los simbiontes probados
de manera independiente, los hongos o las bacterias se
agregaron 30 d después de la germinacion, mientras que
en HMA-BFN las bacterias y hongos se afiadieron a los 30
y 37 d, respectivamente. Para los ensayos de respuesta
del haba a la simbiosis se utilizaron tres experimentos
independientes BFN, HMA y BFN-HMA. En cada
experimento hubo cuatro tratamientos, uno para cada
cepa de las tres localidades (Libres, Zaragoza y Xochitlan)
y el testigo. Los cultivos se mantuvieron en invernadero
con iluminacién natural y temperatura ambiente durante
diciembre a marzo, periodo regular de siembra en la region.
Las plantas se regaron semanalmente con 100 mL de
agua filtrada.

Variables respuesta

Después de la floracion las plantas se extrajeron para
separar la raiz del vastago; se cuantificd el peso fresco
de cada parte y se colocd en una estufa a 45 °C durante
48 h hasta peso constante y se determind el peso seco.
La concentracion de nitrégeno se midié por el método de
Kjeldahl (1883). El nivel de simbiosis (nimero de nddulos
por raiz) se cuantificé categorizando la nodulacion en las
raices de acuerdo con Amijee y Giller (1998). Para conocer
el nivel de colonizacion micorrizica se tineron de 100 a 150
mg de raices secas (45 °C) con azul de Tripano, después
de aclarar los tejidos con KOH 10 %, segun lo descrito por
Phillips y Hayman (1970). El porcentaje de colonizacion
se calculd con el nimero de segmentos de raiz con
micelio intracelular con respecto al nUmero total de raices
(Biermann y Linderman, 1983).

Diseno experimental y analisis estadistico

El disefo experimental de los tres experimentos
independientes (BFN,HMAyBFN-HMA) fuecompletamente
aleatorizado con cuatro repeticiones, para un total de 16
unidades experimentales, consistentes en una maceta con
una planta. Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza, previa verificacion de normalidad en los datos y
la comparacion de medias se hizo por el método de Tukey-
Kramer, con una probabilidad P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cracterizacion de los simbiontes

Se detectaron dos morfoespecies de HMA (Figura
1), identificadas como A y B segun el orden en que se
encontraron. Las primeras se observaron Unicamente
en las plantas inoculadas con suelos procedentes de
Zaragoza (Figura TA), mientras que el tipo B se detectd
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en los tres sitios (Figura 1B). Se observaron diferencias
en el grosor de la pared esporal, ornamentacion (tipo A)
y presencia de cicatriz de union a hifa de sostén (tipo B).
La cuantificacion total de esporas en el sustrato de las
plantas trampa fue de aproximadamente 100 esporas g
de suelo, dentro de lo recomendado por Liu'y Wang (2003).
Las caracteristicas bioquimicas de Rhizobium, aislada
a partir de raices de plantas de cada uno de los sitios
seleccionados se muestran en el Cuadro 1. La informacion
sugiere que se trata de una misma especie.

Respuesta de las cepas a factores ambientales

En la Figura 2 se presenta la respuesta de las distintas
cepas ante los factores ambientales temperatura, pH
y salinidad sobre el crecimiento bacteriano. Los datos
indican que, dependiendo del clima predominante en sitios
de origen, el crecimiento de las bacterias es diferentes
en los distintos niveles de los tres factores evaluados.
Existen diferencias climaticas contrastantes entre los
municipios estudiados: clima frio-seco (Libres), humedo-
frio (Zaragoza) y himedo-calido (Xochitlan).

En cuanto a temperatura, el mayor crecimiento de
las tres cepas fue a 20 °C; aunque los valores optimos
de Rhizobium son alrededor de 20 °C, existen cepas
con tolerancia a temperatura, que permiten una tasa
de reproduccién relativamente constante en amplios
intervalos (Ogata y Zufiga, 2008). La cepa de Zaragoza
crecié significativamente mas a 4 °C, la cepa de Libres a 35
°Cy la cepa de Xochitlan a 45 °C, mientas que la de Libres
se inhibid completamente con esta Ultima temperatura.
En general, Rhizobium presenta crecimiento lento a pH
acido (Hernandez et al,, 2012). En este estudio, las cepas
de Libres y Xochitlan crecieron mejor a pH 7, mientras que
la de Zaragoza lo hizo a pH 8. La cepa de Libres es mas
susceptible a pH bajo y la de Xochitlan a pH alto.
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En cuanto a la salinidad, la cepa de Libres crecié mejor a
0.25 % de NaCl, el aislado de Xochitlan se desarrollé igual
en todos los niveles de salinidad evaluados y la cepa de
Zaragoza fue resistente al 1 % de NaCl, con un crecimiento
similar al observado en la salinidad mas baja. Cuadrado
et al. (2009) sefalaron que algunas cepas de Rhizobium
son capaces de tolerar una salinidad de hasta 5.5 % de
NaCl, aunque su crecimiento es lento. Estos autores
sugieren que las cepas con mayor tolerancia a condiciones
extremas son candidatas idoneas para utilizarse como
bioinoculantes.

En el experimento combinado de bacterias y hongos
(BFN-HMA) se observaron diferencias estadisticas en todas
las variables morfométricas. El peso fresco en plantas con
BFM-HMA presento valores mayores que el testigo (mas de
10 g de diferencia), mientras que solamente el peso seco del
tejido aéreo fue menor en el testigo en comparacién con el
resto de tratamientos con HMA de las tres zonas, con una
diferencia de 1 a 2 g. Con BFN se observé que el peso fresco
del vastago con la cepa de Xochitlan fue de 5 g mas que con
las otras cepas y el testigo. Con HMA todas las variables
morfométricas fueron estadisticamente similares en los
tratamientos (Cuadro 2). Lo anterior puede relacionarse
con el balance costo-beneficio de la asociacidn, pues se
considera benéfico cuando la planta transfiere carbono al
huésped vy éste retribuye facilitando la tasa de fijacion de
carbono por unidad de area, lo que mejora la asimilacion
de nutrientes y disminuye los requerimientos para producir
o mantener una unidad de area fotosintética. Lo contrario
puede presentarse, y entonces, la interaccién pasa de
simbiosis a parasitismo, cuando la retribucion del hospedero
no compensa el gasto de la transferencia de C al huésped
(Lapointe y Molard, 1997; Tinker et al., 1994; Wright et al.,
1998).

Figura 1. Esporas de HMA encontradas en plantas trampa con suelo de Zaragoza (A) y en los tres sitios muestreados (B).
Pared de la espora (PE), cicatriz de union a la hifa de sostén (C) y ornamentacion (0).
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Cuadro 1. Caracterizacion bioquimica de las cepas de Rhizobium sp. aisladas de tres campos de cultivo de haba en

Puebla.
Medi Variab| Localidad
edio ariable
Libres Zaragoza Xochitlan
Movilidad - - -
Motilidad-indol-ornitina Indol - - -
Ornitina - - -
Descarboxilacién Lisina - - -
Agar-lisina-hierro Desaminacion Lisina + + +
H,S - - -
Glucosa + + +
Motilidad-sulfuro-indol Lactosa + + +
Sacarosa + + +
Urea - - -
Citrato - - -
+: reaccion positiva, -: reaccion negativa.
_ " ~ .
8507 [ Libres A) g 2 L] Libres B)
i 5 i
'§ 60 B Zaragoza 'g 60 = )fari'g(l)'za
S 50 B Xochitlana 2 50 - ochitlana
.40 - S 40 - 5 b
230 - c oS © 5307 b ap
£104 3 ag iﬁ b ~Em'£k a
3 o =lll 20 =l
5 | 6 | 7 | 8 4 | 20 | 35 | 45
pH Temperatura (°C)
_ C Libres
@ 80 L] 0
5701 B Zaragoza
§ 60 ~ B Xochitlana
@ 50 ~
c
40
330 -
© 20 -
€10 -
20

Salinidad (% NacT)

Figura 2. Crecimiento in vitro de las cepas de Rhizobium aisladas de tres campos de habas cultivadas en medio liquido YM
para evaluar el efecto del pH (A), temperatura (B) y salinidad (C). Los valores son el promedio de tres repeticiones. Medias
con igual literal indica que no son estadisticamente diferentes (Tukey-Kramer, 0.05).
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Cuadro 2. Crecimiento de las plantas inoculadas con bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN), hongos micorrizicos

arbusculares (HMA) y BFN-HMA.

Inoculante Origen - PF@) - - PS @ - Total (9) [N] (%) o CM/CN )
Aéreo Raiz Aéreo Raiz PF PS (%/categoria)
Libres 28.9 36.8 15.5 18.2 65.7 337 037a 95 a /NA
VA Xochitlan 30.1 31.9 11.4 205 62 319 0.30a 97 a /NA
Zaragoza 29.3 29.0 15.3 20.0 58.3 35.3 03Ta 98 a /NA
Testigo 26.2 374 18.4 222 63.6 40.7 0.23b 62 b /NA
Libres 235D 32.6 45 2.2 56.1b 6.7 246 a NA/ Baja
BEN Xochitlan 312a 312 5.0 2.0 62.4 a 6.9 1.96b NA/ Media
Zaragoza 258D 319 47 2.7 57.7b 7.4 269 a NA/ Media
Testigo 48b 31.2 4.0 2.4 56.0b 6.4 221b NA/ Baja
Libres 796a 1337a 70a 13.8b 213 a 20.8b 0.33a 100 a /Media
HMA-BEN Xochitlan 83.6a 1335a 58a 26.8a 217 a 326a 0.36a 100 a /Media
Zaragoza 82.1a 1285a 6.2a 11.5b 217 a 178b 0.39a 100 a /Media
Testigo 729b 1057b 48b 16.1b 179 21.0b 0.25b 70 b /Baja

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey-Kramer, 0.05). PF: peso fresco, PS: peso seco, [N]: concentracion de nitrégeno,

CM/CN: colonizacion micorrizica/categoria de nodulacion, NA: no aplica.

Con la inoculacién de HMA se obtuvieron valores mas
altos de concentracion de nitrodgeno en las plantas con
respecto a las no inoculadas. Aunque se considera que
los HMA facilitan principalmente la asimilacion de P, esta
documentado que también mejoran la asimilacion de
otros nutrientes como N. Vitis vinifera L. en simbiosis con
Glomus fasciculatum present¢ altos niveles de nitrégeno
(Alarcon et al,, 2001). En las plantas testigo se encontrd
30 % menos colonizaciéon micorrizica en comparacion con
las habas inoculadas, donde fue superior al 90 % y el peso
fresco significativamente més alto que en el testigo. Se
considera que la alta colonizacién micorrizica es inversa
al desarrollo de la raiz. Aguirre y Kohashi-Shibata (2002)
observaron mas del 70 % de colonizacién, pero un menor
volumen y peso de la raiz en relacion con el testigo en
plantas de frijol. En este caso, se registro que el peso fresco
de la raiz fue mayor por mas de 20 g que en el testigo
solamente cuando la inoculacion fue con BFN-HMA.

En los tratamientos donde se inocularon BFN y BFN-
HMA se observo incremento en el peso de las plantas y en
esos tratamientos se obtuvo un nivel de nodulacién medio
en las raices. Ramirez-Elias et al. (2014) concluyeron que
la Unica manera de obtener una respuesta positiva en el
desarrollo y rendimiento vegetal con la inoculacion de BFN
es que la poblacién bacteriana alcance una biomasa alta
en la raiz, por lo tanto, para elaborar un inéculo de BFN
debe considerarse su alta capacidad de colonizacion
radicular.
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Cuando se inocularon bacterias y hongos simbiontes
se registraron incrementos significativos con respecto
al testigo en todas las variables, excepto en el peso seco
de la raiz. Para esta Ultima variable, los valores mas altos
se obtuvieron con la cepa de Zaragoza (mas de 10 g de
diferencia en comparacion con los demas tratamientos).
El peso fresco de la raiz se incrementé en mas de 20 g, el
fresco aéreo en mas de 5 g, y el contenido de nitrégeno
en alrededor de 0.1 %. En las plantas con BFN-HMA la
colonizacion de las raices fue 100 % y la nodulacién media
en comparacion con 70 % de colonizacién micorrizica
y nodulacion baja en el testigo. En kudzu (Pueraria
phaseoloides) se encontrd que la coinoculacién con cepas
de Rhizobiumy Glomus producen incrementos de biomasa
y de semillas (Gonzalez et al., 2012).

En este estudio la inoculacion simultanea de BFN-HMA
mejord las variables evaluadas en las plantas de haba
en comparacion con los microorganismos benéficos
por separado, similar a lo encontrado en lenteja (Lens
culinaris) por Xavier y Germida (2003). No se observo una
relacion entre el efecto benéfico vy el sitio de origen de los
microorganismos simbidticos. La inoculacion individual de
BFN o HMA Unicamente incremento la concentracion de
nitrégeno. Al parecer la presencia simultanea de BFN y HMA
hace mas evidente el crecimiento de la planta, similar a lo
registrado en frijol por Jia et al. (2004), quienes lo atribuyeron
a que uno de los microorganismos modifica la colonizacion
de la raiz para el otro, lo que repercute positivamente en las
variables morfométricas y fotosintéticas.
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CONCLUSIONES

Existe similitud entre los microorganismos simbidticos
en los campos de cultivo de Vicia faba de Libres, Zaragozay
Xochitlan de Vicente Suéarez, Puebla. En las tres localidades
se encontraron esporas de hongos con la misma
morfologia y bacterias con caracteristicas bioquimicas
iguales. La concentracion de nitrégeno fue mayor cuando
se inocularon bacterias fijadoras de nitrégeno u hongos
micorrizicos arbusculares y cuando se inocularon ambos
incrementd significativamente la biomasa. Los resultados
sugieren que la respuesta no esta relacionada con el origen
geografico de las cepas.
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