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RESUMEN

La presente Investigacion se llevo a cabo con la finalidad de evaluar el efecto de un
bioinoculante a base de bacterias diazotréficas simbidticas sobre parametros
morfologicos, biomasa y rendimiento agricola en el cultivo de frejol comdn variedad
bola 60. La investigacion tuvo lugar a nivel de campo en el Sector San José-
Catamayo, se empled un disefio de bloques al azar con 2 tratamientos y 4 réplicas. A
los 8, 15 y 21 dias después de la siembra (DDS), se realiz6 la evaluacion de los
parametros morfolégicos: altura (cm) y el nimero de hojas de las plantas. A los 30 y
60 dias (DDS), se evalud los parametros de nodulacion, biomasa y rendimiento
agricola. Los andlisis fisicos, quimicos y microbioldgicos se realizaron al inicio vy al
final del experimento. En cuanto al analisis econémico se llevd a cabo con los
valores promedios ajustados de los rendimientos, costos e ingresos obtenidos segun
tratamiento a través de todo el ciclo del cultivo. Tanto los parametros de nodulacion,
biomasa, componentes de rendimiento y rendimiento agricola total se vieron
incrementados con la inoculacién del Bioinoculante con valores promedios de 6,92 t
ha' y de 4,59 t ha™ con respecto al Control. Asi mismo el porcentaje de nitrégeno
total se vio incrementado con la aplicacion del Bioinoculante en 3,05 y 3% tanto en
masa fresca y seca. Las propiedades fisicas del suelo se mantuvieron igual, tanto al
inicio como al final del experimento. No asi las propiedades quimicas donde la
aplicacion del Bioinoculante influy6 positivamente en la reduccion de pH alcalino
del suelo, se incrementaron la materia organica y el N. Los resultados obtenidos con
respecto al analisis microbioldgico muestran un efecto positivo en el incremento de
la carga microbiana para bacterias al final del experimento. El analisis econdmico
reporta una tasa marginal de retorno para el tratamiento Bioinoculante de 845,90 %
con correlacion al Control, esta relacion de beneficio neto marginal con los costos
marginales/tratamiento, demuestra que el productor accedera a utilizar el
Bioinoculante, ya que por cada 1,0 $USD invertido en este producto bioldgico, hay
un margen de utilidad de 8,45 $USD, siendo el beneficio-costo (B/C) de 6,97 $USD
con la utilizacion del Bioinoculante y de 2,90 $USD con respecto al Control.

Palabras clave: nodulacion, bioinoculante, diazotroficas, simbioticas.
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SUMARY

This research was conducted in order to evaluate the effect of a Biological Inoculum
based on symbiotic bacterial diazotrophs on morphological parameters, biomass and
crop yield in the cultivation of the 60 ball common bean. The research took place in
the filed within the San Jose-Catamayo, and used a randomized block design with 2
treatments and 4 repetitions. At 8, 15 and 21 days after sowing (DAS), evaluation of
the morphological parameters was performed based on height (cm) and the number
of leaves per plant. At 30 and 60 days (DAS), the nodulation, and biomass
parameters as well as crop yield were also evaluated. Physical, chemical and
microbiological analyses were performed at both the beginning and end of the
experiment. With respect to the economic analysis this was carried out using mean
values adjusted in terms of yields, costs and revenues obtained according to the
treatment throughout the crop cycle. As to the nodulation and biomass parameters
together with the yield components and total agricultural yield this manifested an
increase after the Biological Inoculum of average values of 6.92 t ha-1 compared to
the control of 4.59 t ha-1. Likewise, the percentage of total nitrogen also increased
with the application of the Biological Inoculum to 3.05% and 3% in both fresh and
dry weight. The soil physical properties remained the same, both at the beginning
and end of the experiment. In addition, the chemical properties where the application
of Biological Inoculum took place positively contributed to the reduction of alkaline
in the soil pH, and increased organic matter and nitrogen. The results obtained with
respect to microbiological analyses showed a positive effect on the increase in the
microbial load for bacteria at the end of the experiment. The economic analysis
reported a marginal rate of return for treatment using the Biological Inoculum at
845.90% compared to the control. The marginal net benefit ratio to marginal costs /
treatment demonstrated that the producer using the Biological Inoculum for every $
1.0 invested in this biological product, would make a profit of $ 8.45, thus the cost-
benefit (C / B) was $ 6.97 for the use of the Biological Inoculum and $ 2.90 with
respect to the Control.

Keywords: Nodulation, Biological Inoculum, diazotrophs, Symbiotic.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, el fréjol comun es considerado la leguminosa mas importante para
el consumo humano directo, no solamente por la superficie cultivada, sino
también por ser un cultivo que garantiza la seguridad y soberania alimentaria de
miles de familias de pequefios productores y consumidores (INEC-ESPAC,
2013). Las leguminosas en la region interandina son sembradas especialmente
por el pequefio y mediano agricultor, en suelos bajos en contenido de

nutrientes especialmente nitrogeno y algunos micronutrientes (INIAP, 2001).

En el afio 2000 la superficie sembrada de frejol ocupaba 105.127 ha con una
produccién de 18.051 TM y para el afio 2012 llegaba solo a 38.154 ha con una
produccién de 9.900 TM (SINAGAP, 2013). Como puede apreciarse, existe una
alta tendencia a la disminucion del cultivo de este grano, fundamentalmente en
los Gltimos 10 afios. Tanto el area cosechada como sus producciones son las mas
bajas en este periodo, comportandose de este mismo modo sus rendimientos
agricolas, los cuales alcanzan un promedio de 0,28 TM ha® (ESPAC, 2013).
Paraddjicamente el fréjol comin es el Unico capaz de devolver al suelo y a la
atmosfera niveles de nitrégeno que contribuyen a la estabilidad del ciclo de este

vital elemento para la biosfera.

Sumado a esto, la utilizacién desmedida de fertilizantes quimicos para reponer los
nutrientes removidos del suelo a través de la cosecha han producido que cada afio
se siga utilizando méas y mas cantidades de fertilizantes nitrogenados, debido a su
sistemético uso con el fin de obtener los rendimientos deseados. Teniendo en
cuenta estas proyecciones, con una creciente demanda de alimentos, se hace
evidente que es preciso cambiar el paradigma de la produccion agricola y la
bldsqueda de alternativas que contribuyan a reducir la produccion y aplicacion de

fertilizantes sintéticos y a la vez sanear nuestras producciones agricolas.

Los inoculantes microbianos representan una nueva tecnologia conducente a
mejorar la productividad del sistema agropecuario a largo plazo. Puede ser
considerada como una tecnologia limpia, alineada con principios de la agricultura
sustentable, frente al aumento desmedido de la utilizacion de pesticidas y

fertilizantes en estos ultimos tiempos. Varios microorganismos son utilizados en



la practica agricola habitual, y otros tienen potencialidad para ser utilizados en el
futuro (Maddonni et al., 2004; Naiman et al., 2009).

La incorporacion de microorganismos seleccionados como Bioinoculantes por
sus funciones en diversos procesos gue contribuyan a la implantacién, desarrollo
y produccion de cultivos es una alternativa que permite lograr aumentos en el
crecimiento radical, y por ende el incremento de biomasa foliar. Dentro de estos
organismos benéficos las bacterias fijadoras de nitrégeno particularmente las del
genero Rhizobium contribuyen a la nutricién de las plantas, tanto en ecosistemas

agricolas como naturales (Smith y Read 2008).

La produccion y comercializacién de Bioinoculantes estd encaminado al
fortalecimiento de sistemas de produccion sostenible, esto en respuesta a la
preocupacion que a nivel mundial se ha generado en la demanda de productos
alimenticios, que no repercuten en la contaminacion ambiental en la que

actualmente estamos inmersos (Dibut, 2010).

Frente a estas consideraciones favorables para la agricultura sostenible, en el

presente estudio se validd el bioinoculante RIZOSUR producido en la

Universidad Nacional de Loja bajo condiciones de campo, con el fin de evaluar

su efecto en pardmetros morfoldgicos, biomasa y rendimiento agricola en una

variedad local de frejol comun. Para el cumplimento de estas actividades se
plantearon los siguientes objetivos.

e Evaluar el efecto del bioinoculante sobre parametros de nodulacion, biomasa,
componentes de rendimiento, porcentaje de N total y rendimiento agricola de
la variedad bola 60 en condiciones de campo.

e Determinar la influencia de la aplicacion del bioinoculante sobre las
propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo en el éarea de
experimentacion.

e Realizar un andlisis de beneficio-costo de la aplicacion del bioinoculante

frente a la fertilizacion quimica.



2.1.1

REVISION DE LITERATURA
GENERALIDADES DE LAS LEGUMINOSAS

Las leguminosas constituyen un gran grupo de organismos vegetales,
dentro de los que se destacan arboles, arbustos, hierbas y enredaderas. La
familia Leguminosa es la tercera familia méas grande de las plantas con
flores con distribucion en todo el mundo (Contreras et al., 2007). Existen
7000 géneros y 14000 especies de leguminosas y lo méas probable es que
se usen 100 leguminosas importantes para la agricultura, pero no se han
analizado todas para establecer su capacidad de fijar nitrégeno (Romero,
2009).

Esta diversidad permite una notable adaptabilidad genética; por ello, cada
regién con sus caracteristicas pedoclimaticas especificas puede cultivar
una o varias especies de leguminosas con éxito (Lafarga y Delgado, 2007),
su nombre deriva del latin legumen (semilla con vaina) y presentan una
importancia particular en la alimentacion humana (granos) y animal
(forraje), ademas de ser fuente de maderas tropicales valiosas, drogas para
la medicina, plantas ornamentales, resinas, al igual que en la economia del

nitrégeno del suelo (Contreras et al., 2007).

El fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

El centro de origen del fréjol es la region de Mesoamérica (Vargas-
Vazquez et al., 2008), investigaciones arqueoldgicas han permitido ubicar
restos en diversos sitios de Estados Unidos, México y Perd (Voysest,
2000). A pesar que, como puede verse, en Ameérica Latina el fréjol ha
venido cultivandose desde tiempos ancestrales no se sabe cuando el fréjol
escapO de la parcela familiar para convertirse en un cultivo de importancia

econdmica (Rivas, 2004).

El fréjol comun por la superficie cultivada, es la tercera leguminosa mas
importante a nivel mundial, superado solamente por la soya (Glycine max
L. Merr) y el mani (Arachis hipogea L.) (Cevallos, 2008). Su importancia
radica por el alto contenido de carbohidratos, principalmente en forma de
almidén como fuente de energia, por su contenido de fibra dietética,



2.1.2

2.1.3

especialmente fibra soluble, y por el aporte de proteina, lipidos, asi como
de minerales y vitaminas (Silva, 2007). Ademas, esta leguminosa
constituye un complemento nutrimental al consumo de los cereales,
especialmente del maiz (Pérez et al., 2002). Es cultivada principalmente
por sus vainas verdes, granos tiernos y granos secos, aunque en algunos
paises de Latinoamérica y Africa se consumen las hojas y flores jovenes y
tiernas como vegetales frescos. Ademas, las hojas verdes, los tallos y las
vainas son alimento para el ganado, al igual que los rastrojos de las plantas
secas que son usados también como abono para aumentar la materia

organica del suelo (Rodifio, 2000)

Clasificaciéon taxondmica

Nombre vulgar: Frijol, frejol, poroto etc.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Phaseolus

Especie: vulgaris

Nombre binomial: Phaseolus vulgaris L.

Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO, 2009)

Requerimientos edafo-climaticos

El fréjol voluble o trepador, esta localizado en las provincias de Carchi,

Imbabura, Pichincha, Chimborazo, Bolivar y Loja, el requerimiento en
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cuanto a la altitud es 2 000 - 2 900 msnm. El suelo apto para el desarrollo
de este cultivo es el franco, suelto, permeable con buen drenaje con un pH
entre 5.5 - 6.8, se desarrolla en zonas con temperaturas que van de 13 a 26
°C con una pluviometria de 800 - 2000 mm anuales (Quishpe, 2012).

Descripcion botanica

El fréjol generalmente se lo considera como una planta anual, cuyo ciclo
vegetativo lo cumple entre 70 y 140 dias dependiendo de la variedad. Como
se conoce, por habito de crecimiento de los fréjoles se clasifica en tres grupos:
arbustivos, semiguiadores y guiadores (Garcia 1989 citado por Sol6rzano y
Orellana 1991).

La planta de fréjol cuenta con un sistema radicular bien ramificado (Diaz,
2010). El tallo joven es herbaceo y semilefioso, al final del ciclo puede ser
identificado por el eje central de la planta el cual estd formado por una
sucesion de nudos y entrenudos (Fernandez, 2008), donde se insertan las hojas
y los diversos complejos axilares. Las hojas estan compuestas por tres foliolos
con extremos acuminados, enteros ovales y terminados en punta, son
acorazados, de consistencia aspera y de bordes lisos, peciolados y con

estipulas angostas en la base (Rivas, 2004).

Las flores son pequefias, labiadas y su color varia del blando al azul. Las
flores se autopolinizan, por lo cual la semilla generalmente conserva los
buenos caracteres hereditarios. Las flores polinizadas producen legumbres
de forma recta o encorvada, de 10 a 15 centimetros de longitud, que
contienen entre 5 y 10 semillas (Diaz, 2010). La semilla se origina de un
ovulo encorvado, no posee albumen, por lo que sus reservas nutritivas se
concentran en los cotiledones (Cevallos, 2008) y pueden ser consumidas

tanto inmaduras como secas (Rodriguez et al., 1997).

2.1.5 Morfologia
2.1.5.1Raiz

En los primeros estados de crecimiento, el sistema radical esta formado

por la radicula del embrion, la cual luego se convierte en la raiz principal o



primaria, a partir de la cual aparecen las raices secundarias y luego, de

estas las terciarias (Debouck et al., 2004).

La raiz de la planta de fréjol es fibrosa y presenta gran cantidad de
nodulaciones, debido a la simbiosis bacterial localizada en la corteza de las

ramificaciones laterales (Vega y Chiriboga, 2004).
2.1.5.2 Tallo

El tallo es herbaceo y con seccion cilindrica o levemente angular. Puede
ser erecto, semipostrado o postrado, se origina del meristema apical del
embrion de la semilla (Debouck et al., 2004). El tallo en la planta madura
es aristado o cilindrico y posee la médula hueca, cuya pared externa puede

ser pubescente o lisa (Ruiz y Rincon, 2006).

Al inicio de la fase reproductiva de la planta el tallo termina en una
inflorescencia (racimo) cuyas inserciones se desarrollan primero en flores

y después en vainas (Debouck et al., 2004).
2.1.5.3 Hojas

La planta de fréjol posee hojas simples y compuestas, insertadas en los
nudos del tallo y ramas, las hojas simples sélo aparecen en el primer
estado de crecimiento de la planta y se acomodan en el segundo nudo del
tallo; las hojas compuestas son trifoliadas de diversos tamafios (Ortube y
Aguilera, 2007). Los foliolos de las hojas son acuminados y asimétricos,
de forma alargada a triangular. Las hojas siempre estdn asociadas con

estipulas presentes en los nudos, a nivel de las hojas primarias son bifidas.
2.1.5.4 Flor

La flor es hermafrodita, zigomorfa, papilonacea, de colores variados; los
6rganos masculinos y femeninos se encuentran encerrados en una
envoltura floral, ofreciendo pocas posibilidades para el cruzamiento entre
variedades; la polinizacion ocurre uno o dos dias antes de la apertura de las
envolturas florales (Debouck et al., 2004). La flor comprende dos estados

de desarrollo



botdn floral y flor abierta, el primero presenta una envoltura de bracteolas

de forma ovalada o redonda, al abrirse la flor estas bracteolas cubren solo
el caliz. La flor presenta simetria bilateral, y su morfologia favorece la
autopolinizacién (Ortube y Aguilera, 2007).

2.1.5.5 Fruto

El fruto es una vaina con dos valvas, las cuales provienen de un ovario
comprimido. Las valvas se unen por dos suturas: una dorsal y otra ventral.
Los ovulos, futuras semillas estan adheridos alternadamente a la sutura

ventral y por ende alternan en las dos valvas (Debouck et al., 2004).

2.1.5.6 Semillas

2.1.6

La semilla se origina de un 6vulo campilotropo, no posee albumen, por lo
que sus reservas nutritivas se concentran en los cotiledones. En base a
materia seca el 9 % representa la testa o cubierta, los cotiledones
representan un 90 %, siendo el 1 % correspondiente al embrion (Debouck
et al, 2004). La semilla en el fréjol comun tiene diferentes formas desde
esférica hasta casi cilindrica, su coloracion externa también varia mucho,
de negro a blanco y pasa practicamente por todos los colores y puede ser
uniforme, jaspeada, punteada o manchada (Ruiz y Rincon, 2006). Esta
gran variabilidad de los caracteres externos de la semilla se tiene en cuenta
para la clasificacion de variedades de fréjol como consecuencia de la gran

diversidad genética que existe dentro de esta especie (Brauer ,2000).
Fases fenoldgicas

El desarrollo de la planta de fréjol se divide en dos fases sucesivas
principales: fase vegetativa y fase reproductiva. La fase vegetativa se
inicia con la germinacion de la semilla y termina con la aparicion de los
primeros botones florales. Por su parte, la fase reproductiva da inicio con
la aparicion de los botones florales, hasta la madurez de cosecha
(Fernandez et al., 1991 citado por Chavarin et al., 2008).



2.1.7

2.2

El ciclo bioldgico del fréjol cambia segun el genotipo y los factores del
clima; durante el desarrollo de la planta se presentan cambios
morfoldgicos y fisioldgicos que sirven de base para identificar las etapas
de desarrollo del cultivo (Expdsito, 2011). En fréjol existen 10 etapas que
conforman la escala de desarrollo de la planta, delimitadas por eventos

fisiolégicos importantes en el proceso (Rodriguez et al., 1997).

CIAT (1986), sefiala que las primeras cinco correspondientes a la etapa
vegetativa: germinacion (VO0), emergencia (V1), hojas primarias (V2),
primera hoja trifoliada (V3) y tercera hoja trifoliada (V4); y las cinco
etapas restantes, a la etapa reproductiva: prefloracion (R5), floracion (R6),
formacion de vainas (R7), llenado de vainas (R8) y madurez fisioldgica
(R9).

Rendimiento

Segln INEC (2013), la superficie sembrada de fréjol en cultivo solo fue de
38 858 ha de las cuales se cosecharon 32 960 ha equivalentes a 10 774
Tm; mientras que en asocio la superficie sembrada fue de 27 682 ha y la
cosechada de 22 304 lo que equivalen a 4 357 Tm. El promedio nacional
de produccién por hectarea de frejol seco es de 18 qq ha™ (0.0018 Tm ha’
1), mientras que en tierno es de 38 qq ha™ (0.0038 Tm ha®) (INEC,
2013).En la provincia de Loja la superficie sembrada de fréjol es de 3 483
ha, de las cuales 1 099 ha son en cultivo solo con una produccion de 122
Tm, y en asocio 2 384 ha con una produccion de 357 Tm de fréjol tierno
(INEC, 2013).

IMPORTANCIA DE LA FIJACION DE NITROGENO

Segun (Baca et al., 2000) en climas templados, la fraccion de materia
organica de los suelos denominada humus, constituye una abundante
reserva de nitrogeno relativamente estable. El nitrogeno del humus llega a
estar disponible para ser incorporado por los organismos vivos s6lo tras
una lenta mineralizacion (transformacion que no es mediada por
microorganismos), proceso que suele demandar décadas o siglos. En las

regiones de clima



tropical, en cambio, la temperatura y humedad favorecen el proceso de
mineralizacion.

Entretanto, las bacterias fijadoras de N, en vida libre reducen el N, a NH**
por medio de una reaccidn enziméatica muy costosa energéticamente y de
esta forma incorporan N inorganico. EI NH* * incorporado es asequible
para otros grupos bacterianos, que pueden oxidarlo a nitritos (NO%) y
nitratos (NO*). Los iones NH*", NO?* y NO* , se combinan para formar
sales muy solubles en agua y consecuentemente se distribuyen en la
ecosfera en soluciones acuosas, formando pequefios reservorios de
reciclado activo. Pero al ser estos compuestos muy importantes para el

crecimiento vegetal se agotan rdpidamente. (Baca et al., 2000).

Las bacterias fijadoras en simbiosis transforman por medio de la misma
reaccion el N, en NH** que es incorporado a aminoécidos y ureidos, que
en este caso son cedidos a la planta, de la cual obtienen a cambio carbono
(C) como nutriente. Esta capacidad de reducir el N, se ha explotado en la
agricultura realizando biofertilizaciones del cultivo de leguminosas con su
par simbi6tico. Existen tres formas de incorporacion de N; a la bidsfera: el
proceso industrial de Haber-Bosch, en el cual se utilizan altas presiones y
temperaturas para transformar el N, a NH*" (proceso principalmente
empleado para producir fertilizantes), la fijacion natural que ocurre como
consecuencia de las descargas eléctricas y la fijacion bioldgica de N
(Baca et al., 2000).

El uso de fertilizantes quimicos, por ejemplo urea, genera lixiviacion,
eutrofizacion de ambientes terrestres y acuaticos, pérdida del ozono
estratosférico (Gruber y Galloway, 2008) y consume recursos no
renovables. Por ello, es deseable que la incorporacion del N ocurra por
medio de biofertilizantes, que resultan mas econdémicos y no contaminan el
medio ambiente. Entre los biofertilizantes mas importantes encontramos a

los rizobios. (Baca et al., 2000).



2.2.1 Ciclo del Nitrogeno
El ciclo del nitrogeno en el suelo representa solamente una parte del ciclo
total del nitrogeno en la naturaleza. La disponibilidad de este elemento es
de gran importancia para las plantas, ya que el 78 % del N se encuentra en
el aire, presentandose en forma molecular (N2) (Paredes, 2013), pero es
dificil que los organismos lo asimilen, ya que primero debe ser desdoblado
y empezar asi la sintesis de amino&cidos, proteinas, acidos nucleicos
(ADN y ARN) y otras moléculas fundamentales para el metabolismo
(Salazar y Ordédfiez, 2013), ya que, segun Castillo et al. (2005), En la
naturaleza, la mayor parte del nitrégeno disponible se encuentra en forma

inorganica, como amoniaco (NH3), nitratos (NO3), o dinitrégeno (N2).

Los microorganismos, particularmente las bacterias, juegan un importante
papel en todas las principales transformaciones del nitrégeno. El ciclo del
nitrégeno consta de las siguientes etapas:

e Fijacion: Consiste en la incorporacién del nitrogeno atmosférico a
las plantas, gracias a algunos microorganismos, como bacterias y
cianobacterias que se encuentran presentes en el suelo y en
ambientes acuaticos. Esta fijacion se da por medio de la conversion
de nitrégeno gaseoso (N2) en amoniaco (NH3) o nitratos (NO3-)
por medio de la enzima nitrogenasa. La relacion entre Rhizobium y
su huésped es mutualista: las bacterias reciben carbohidratos
elaborados por la planta, y la planta recibe nitrogeno en una forma
asimilable (CICEANA, 2007).

e Nitrificacion: Segun Pelczar et al (1993), la oxidacion del
amoniaco a nitritos se llama nitrificacion. Esta fase se da en los
siguientes pasos: Un grupo de bacterias (Nitrosomonas sp. y
Nitrococcus sp.) oxidan el amoniaco a nitrito (NO2-); luego otra
bacteria del suelo (Nitrobacter sp.) oxida el nitrito en nitrato, por
este motivo no se encuentra nitrito en el suelo, que ademas es

toxico para las plantas. La modificacion de NH4+ a NO3- depende
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de la temperatura del suelo; la conversion se da mas rapida cuando
la temperatura esta sobre los 10° C y el pH esta entre los 5.5-6.5
(CICEANA, 2007).

Asimilacién: La asimilacion ocurre cuando las plantas absorben a
través de sus raices, nitrato (NO3-) o amoniaco (NH3), elementos
formados por la fijacion de nitrégeno o por la nitrificacion. Luego,
estas moléculas son incorporadas tanto a las proteinas, como a los

acidos nucleicos de las plantas (Salazar y Ordofiez, 2013).

Amonificacion: La amonificacion comienza cuando organismos
producen desechos que contienen nitrégeno como la urea (orina) y
desechos de aves u organismos muertos (Salazar y Ordéfiez, 2013)
y son degradados a compuestos simples por los organismos que
viven en el suelo (bacterias y hongos), llevando a cabo la digestion
enzimatica por lo que el amonio se degrada a compuestos
aminados, como proteasas, peptonas y al final, en aminoacidos.
Una vez concluida la etapa, las bacterias fijadoras liberan el exceso
de nitrégeno como amoniaco (NH3) o amonio (NH4) (Pelczar et
al., 1993; Baca et al., 2000).

Desnitrificacion: El proceso de desnitrificacion consiste en la
transformacion de los nitratos a nitrégeno gas, en ausencia de
oxigeno (Arriechi et al., 2011). Este proceso se denomina
desnitrificacion y conlleva a perdidas de nitrogeno en el suelo.
Algunos de los microorganismos relacionados en la reaccion son
Thiobacillus denitrificans (autotrofo), Micrococcus denitrificans
(heterotrofo) y algunas especies de heterotrofos mas comunes
perteneciente a los géneros Serratia, Pseudomonas, Yy
Achromobacter. La desnitrificacion se disminuye en suelos
aireados con cantidades moderadas de materia organica y nitratos,
suelos saturados de agua (anaerobios) y ricos en sustancias

organicas (Pelczar et al., 1993; Baca et al., 2000).
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2.3

El hombre también interviene en este ciclo y lo desequilibra a
través de la fijacion industrial del nitrogeno, por medio de la

sintesis de abonos y fertilizantes (Seodnez et al., 2000).

FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO EN LEGUMINOSAS

Las rizobiaceas son un grupo muy heterogéneo de bacterias que se han
dividido en cuatro familias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae,
Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae (Madigan et al., 2000). Dentro
de estas familias s6lo unos determinados géneros son capaces de efectuar

el proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno como el caso de:

Rhizobium, Sinorhizobium, Meshorizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobiu
m yAllorhizobium. Con el fin de simplificar la lectura nos referiremos a

todos estos géneros como Rhizobium.

A diferencia de las cianobacterias y los actinomicetos pertenecientes al
género Frankia, las rizobiaceas no pueden generar un ambiente anaerobio
0 microaerobio en donde poder realizar la fijacion de nitrogeno por si
mismas. Para llevar a cabo el proceso estas bacterias han de encontrarse en
las inmediaciones de plantas de la familia de las fabaceas e interactuar con
las mismas, originando una serie de reacciones en la planta que
desencadenaran la formacion de un oOrgano mixto nuevo, el nodulo
simbidtico, en el cual se proporciona un entorno controlado, asi como los
nutrientes necesarios para que la bacteria pueda efectuar el proceso de
fijacion. (FAO, 1995; Burdman et al., 2000; Quintero, 2000).

Antes de llegar a la consecucion del nédulo, tanto la planta como la
bacteria han de seguir un protocolo, de tal manera que, si cualquiera de
ellos incumple alguna de las condiciones establecidas, la formacion del

nodulo abortard. Dicho protocolo se puede resumir en:

o Intercambio de sefiales de naturaleza quimica entre la planta y el

microorganismo.

12



2.4

24.1

. Activacion del ciclo celular en células del cortex e iniciacion del
nuevo o6rgano en la planta.

. Infeccion por parte de la bacteria, formacion del canal de infeccion
e invasion de los tejidos recién formados.

o Diferenciacion de la bacteria a forma especializada. (FAO, 1995;
Burdman et al., 2000; Quintero, 2000).

FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO

La simbiosis es una de las méas importantes interacciones biolégicas. Los
organismos que participan en ella se benefician mutuamente en situaciones
en las que ninguno de ellos podria realizar una funcion vital o sobrevivir
aisladamente (Vance C.P., 2001). Para que una simbiosis tenga lugar, dos
0 mas organismos diferentes deben vivir en inmediata proximidad.
Algunas simbiosis microbianas involucran solo a microorganismos,
mientras que en otras existen asociaciones de microorganismos con

insectos, plantas o animales superiores. (Vance C.P., 2001).

Un ejemplo de simbiosis es la fijacion simbidtica de nitrogeno. En ella se
establece una relacion de este tipo entre bacterias heterotrofas (esto es, que
dependen de un sustrato organico como principal fuente de carbono) de los
géneros Rhizobium y Bradyrhizobium (denominados colectivamente
rhizobios) y plantas leguminosas. Los microorganismos son albergados
por raices o tallos y asi logran, mediante sistemas enzimaticos especificos,
que el nitrogeno gaseoso (N,) que no es aprovechable por las plantas se
transforme en amonio que puede ser utilizado por ellas. La asociacién es
mutuamente beneficiosa porque permite que las bacterias obtengan
hidratos de carbono del vegetal mientras que este se beneficia
incorporando nitrogeno del aire. Esto a su vez impide que el suelo pierda

sustancias como el nitrégeno (Vance C.P., 2001).
Fijacion Simbidtica de Nitrdégeno en Leguminosas

La fijacion simbiotica de nitrégeno en los nodulos de las leguminosas es el

resultado de una serie de complejas interacciones entre la bacteria y las
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2.5

raices de la planta entre las que se distinguen las siguientes etapas, el
aumento en el numero de los rhizobios que ingresardn a los pelos
radiculares de la leguminosa. Esto es posible gracias a sustancias
excretadas por las raices. (Qifu et al. 1998).

La adhesién entre las bacterias y las células superficiales de los pelos
radiculares de las raices. Esto ocurre por multiples mecanismos, en la
mayoria de ellos la planta produce proteinas que se unen a los hidratos de

carbono de la superficie de las bacterias.

En los primeros pasos de la infeccion los pelos radiculares se curvan
deformandose. De este modo encierran y atrapan los rhizobios que se
hubieran adherido a ellos (Qifu et al. 1998).

Penetracion de las bacterias. Esta se produce a través de la pared de los
pelos radiculares mediante la formacion de un cordén de infeccion tubular

por donde las bacterias penetran las células de las raices. (Qifu et al. 1998).

Diferenciacion de los nédulos radiculares. Una vez que las bacterias han
invadido las células radiculares estas Gltimas proliferan con la consiguiente

emergencia de tejido nodular infectado con rhizobios.

La fijacion de nitrogeno se produce varios dias después de la entrada de
las bacterias a las raices. Al hacerlo las bacterias fijan nitrdgeno
atmosférico y excreta amoniaco en el citoplasma de la célula el que sera
utilizado por la planta como fuente para la sintesis de sustancias que

contienen nitrogeno. (Qifu et al. 1998).

LOS BIOFERTILIZANTES

La interpretacion del término biofertilizante es muy amplia, representando
desde microorganismos, abonos verdes y estiércoles, hasta extractos de
plantas. De manera sintetizada, podemos decir que son productos que
contienen microorganismos, que al ser inoculados pueden vivir asociados
0 en simbiosis con las plantas y le ayudan a su nutricion y proteccion

(Vessey, 2003). Estos microorganismos se encuentran de forma natural en
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el suelo y abarcan diversos grupos; sin embargo, su poblacién es afectada
por el manejo de suelo y uso excesivo de agroquimicos (Caballero-
Mellado et al., 1992; Grageda Cabrera et al., 2003).

A finales del siglo XIX, la practica de mezclar suelo con semillas, se
convirti6 en un metodo recomendado para inocular leguminosas en
Estados Unidos; poco después, Nitragin registré la primer patente para
inocular plantas con bacterias del género Rhizobium spp. En los afios
1930°s y 1940’s, la inoculacion con bacterias rizosféricas asociativas con
cepas de los géneros Azotobacter y Bacillus fue utilizada a gran escala en
Rusia y Europa del Este. Sin embargo, estas practicas no tuvieron éxito y
fueron abandonadas durante la Segunda Guerra Mundial (Barea et al.,
2005; Bashan, 2008).

Todo apuntaba que el futuro de los biofertilizantes era promisorio en el
desarrollo de la agricultura del siglo XX. Sin embargo, la asombrosa
industrializacion y urbanizacion que surgié después de 1945, demandd una
gran cantidad de materias primas y alimentos. Es aqui donde la demanda
de los fertilizantes, que son capaces de generar una rapida respuesta
productiva, tuvieron su extensa utilizacion (Duxbury, 1994). Aunque por
casi 100 afios se han producido comercialmente inoculantes a base de
Rhizobium spp., con las crisis energéticas en la década de 1970, el estudio
de los biofertilizantes avanz6 rapidamente en algunos paises europeos y
asiaticos; sin embargo, el avance fue menor en México y paises

latinoamericanos (Okon y Labandera Gonzalez, 1994).

Actualmente, existe una gran variedad de biofertilizantes con diversas
funciones y atendiendo al tipo de cultivo. En general, los biofertilizantes
mas difundidos se componen de hongos micorrizicos y bacterias (All-
Taweil et al., 2009; Pooja et al., 2007).
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2.6

USO DE BIOINOCULANTES EN LA AGRICULTURA

La factibilidad del uso de microorganismos como una opcidn para aumentar la

productividad agricola ha resurgido en virtud de la problematica actual en torno a

los precios del petréleo, asi como también por el creciente interés por tecnologias

para la produccion de alimentos libre de pesticidas, compatible con la

conservacion de los recursos naturales (INIAP 2008).

2.6.1

2.6.2

Efecto de los Bioinoculantes

Entre los defectos directos que ejerce el Bioinoculante en el estado
nutrimental de la planta estan los siguientes:

o Favorecen el reabastecimiento de los nutrimentos del suelo. La
fijacion bioldgica de nitrégeno por cultivo que pertenecen a la familia de
las leguminosas, como el fréjol, el garbanzo y las habas es un ejemplo de
ello.

o Aumentan la disponibilidad de estos nutrimentos, por ejemplo a
través de la solubilizacion de fosfatos.

o Amplian el acceso de las plantas a estos nutrimentos aumentando el
volumen de la raiz o modificando su morfologia. Ademas, algunos
bioinoculantes pueden controlar algunos patdgenos de las plantas, lo que
les confiere un valor agregado.

Ventajas del Uso de Bioinoculantes

La labranza y el uso de fertilizantes, pesticidas y otros quimicos reducen la
poblacion natural microbiana, limitan la disponibilidad de nutrimentos y
son la principal fuente de contaminacién en terrenos agricolas. Los
Bioinoculantes constituyen una alternativa viable para reducir costos de
produccién y el impacto ambiental asociado a la fertilizacion quimica
(INIAP 2008). Mediante el uso de bioinoculantes es posible incrementar el
rendimiento de los cultivos entre 17% y 50%, mejorar la fertilidad y
reducir las poblaciones de microorganismos que causan enfermedades en
las plantas. Ademas, los inoculantes microbianos constituyen una
tecnologia compatible con sistemas de produccion agricola organica
(INIAP 2008).
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2.6.3 Formas de Aplicacion

2.7

La presentacién de los bioinoculantes puede ser liquida o sélida. La forma,
el tiempo y la frecuencia de aplicacion dependeran del tipo Bioinoculante
empleando y del cultivo. Los bioinoculantes sélidos se aplican
comunmente en la semilla antes de la siembra, mientras que los liquidos se
pueden aplicar en la semilla, en el suelo, en las plantulas o propagulos al
momento de la siembra y en las plantas ya establecidas mediante aspersion

por mochilas, o en los sistemas de riego (INIAP 2008).

IMPORTANCIA DE LOS BIOFERTILIZANTES EN LA

AGRICULTURA

Del é&rea total del planeta (510 072 000 km2), la parte acuética representa
71% y la terrestre 29%; de la parte terrestre, s6lo 13% se puede utilizar
para la produccion agricola. Aun asi, el 98% de los alimentos proviene del
area agricola y un 2% de la acuética (FAO, 2002). En los ultimos afios, la
tasa de crecimiento de la produccion agricola ha disminuido; existen tres
fuentes principales de crecimiento en la produccion de cultivos: aumento
de la tierra cultivada, incremento de la frecuencia de las cosechas y
aumento de los rendimientos. Hay indicios de que podriamos estar

llegando al limite de las posibilidades para las tres fuentes (FAO, 2002).

Entre los afios sesenta y noventa, la tierra de cultivo en el mundo sélo
crecid 11% mientras que la poblacién mundial casi se duplic. Como
resultado, la tierra de cultivo per capita disminuy6 40%, pasando de 0.43
ha a s6lo 0.26 ha. No obstante, a lo largo de este mismo periodo, los
niveles de nutricion mejoraron considerablemente y disminuyé el precio
de los alimentos. La explicacién es que el crecimiento de la productividad
redujo la cantidad de tierra necesaria para producir la misma cantidad de
alimentos en un 56%. Esta reduccion, facilitada por el aumento del
rendimiento e intensidad de cultivos, compensé sobradamente la

disminucion de superficie per cépita (FAO, 2002).
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En las ultimas decadas se ha tomado conciencia del agotamiento de los
recursos naturales debido a la explotacion desmesurada de los mismos. En
el &mbito agricola, el objetivo es lograr altos rendimientos por unidad de
superficie para satisfacer la creciente demanda de alimentos, sin considerar
la sostenibilidad de la produccion (viabilidad técnica, rentabilidad
econdmica y sin contaminacion). Los éxitos de esta estrategia han sido
importantes, pero es una agricultura muy ineficiente y altamente
contaminante, la cual ha ocasionado la pérdida de la diversidad bioldgica,
disminucion de los recursos forestales, erosion del suelo, cambios
climaticos, (FAO, 2002).

Esta situacion ha disminuido la superficie apropiada para la agricultura,
causando graves problemas ecoldgicos, econdmicos y sociales. Por tal
motivo, es necesario encontrar soluciones de produccion adecuadas. Las
nuevas tecnologias deben estar orientadas a mantener la sostenibilidad del
sistema mediante la explotacion racional de los recursos naturales y
aplicacion de medidas adecuadas para preservar el ambiente (FAO, 2002).
Uno de los requerimientos mas importantes es el mantenimiento de la
fertilidad del suelo. Tradicionalmente, la deficiencia de nutrimentos,
especialmente la de N, es corregida a través de la adicion de fertilizantes.
Sin embargo, los altos costos limitan su uso, sobre todo en los paises en
desarrollo, donde la necesidad de incrementar la produccion de alimentos

es mas urgente.

La importancia que tienen los microorganismos en la naturaleza y en sus
relaciones con el hombre es cada dia méas evidente. Cuando la agricultura
tiene la necesidad de adoptar medidas conservacionistas, los
microorganismos utilizados como biofertilizantes tienen un papel
sustancial. El desarrollo y uso de los biofertilizantes se contempla como
una importante alternativa para la sustitucion parcial o total de los
fertilizantes minerales (FAO, 2002).
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2.8

Los beneficios que presenta el uso de microorganismos en la agricultura
pueden concretarse de la siguiente manera: a) Fitoestimulantes, estimulan
la germinacion de las semillas y el enraizamiento por la produccién de
reguladores del crecimiento, vitaminas Yy otras sustancias; b)
Biofertilizantes, incrementan el suministro de los nutrimentos por su
accion sobre los ciclos biogeoquimicos, tales como la fijacion de N2 , la
solubilizacion de elementos minerales o la mineralizacién de compuestos
organicos; c) Mejoradores, mejoran la estructura del suelo por su
contribucion a la formacion de agregados estables; d) Agentes de control
bioldgico de patdgenos, desarrollan fendmenos de antagonismo microbio-
microbio; e) Biorremediadores, eliminan productos xenobidticos tales
como pesticidas, herbicidas y fungicidas; y f) Mejoradores ecofisiolégicos,
incrementan la resistencia al estrés tanto biético como abio6tico (Bowen y
Rovira, 1999).

LOS BIOFERTILIZANTES

La interpretacion del término biofertilizante es muy amplia, representando
desde microorganismos, abonos verdes y estiércoles, hasta extractos de
plantas. De manera sintetizada, podemos decir que son productos que
contienen microorganismos, que al ser inoculados pueden vivir asociados
0 en simbiosis con las plantas y le ayudan a su nutricion y proteccion
(Vessey, 2003). Estos microorganismos se encuentran de forma natural en
el suelo y abarcan diversos grupos; sin embargo, su poblacion es afectada
por el manejo de suelo y uso excesivo de agroquimicos (Caballero-
Mellado et al., 1992; Grageda Cabrera et al., 2003).

A finales del siglo XIX, la practica de mezclar suelo con semillas, se
convirti6 en un método recomendado para inocular leguminosas en
Estados Unidos; poco después, Nitragin registré la primer patente para
inocular plantas con bacterias del género Rhizobium spp. En los afios
1930°s y 1940’s, la inoculacion con bacterias rizosféricas asociativas con

cepas de los géneros Azotobacter y Bacillus fue utilizada a gran escala en
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Rusia y Europa del Este. Sin embargo, estas practicas no tuvieron éxito y
fueron abandonadas durante la Segunda Guerra Mundial (Barea et al.,
2005; Bashan, 2008).

Todo apuntaba que el futuro de los biofertilizantes era promisorio en el
desarrollo de la agricultura del siglo XX. Sin embargo, la asombrosa
industrializacion y urbanizacion que surgid después de 1945, demando una
gran cantidad de materias primas y alimentos. Es aqui donde la demanda
de los fertilizantes, que son capaces de generar una rapida respuesta
productiva, tuvieron su extensa utilizacion (Duxbury, 1994). Aunque por
casi 100 afios se han producido comercialmente inoculantes a base de
Rhizobium spp., con las crisis energéticas en la década de 1970, el estudio
de los biofertilizantes avanzé rapidamente en algunos paises europeos y
asiaticos; sin embargo, el avance fue menor en México y paises

latinoamericanos (Okon y Labandera Gonzalez, 1994).

Actualmente, existe una gran variedad de biofertilizantes con diversas
funciones y atendiendo al tipo de cultivo. En general, los biofertilizantes
méas difundidos se componen de hongos micorrizicos y bacterias (All-
Taweil et al., 2009; Pooja et al., 2007).
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3.11

MATERIALES Y METODOS
UBICACION GENERAL

El presente trabajo se llevd acabo en dos fases experimentales para dar
respuesta a los objetivos de la presente investigacion, la primera fase de
experimentacion a nivel de campo tuvo lugar en una finca particular
ubicada en el sector San José, canton Catamayo donde se evaluaron los
parametros morfolégicos y rendimiento del cultivo frejol bola 60, en
inoculacién con el Bioinoculante RIZOSUR. La segunda fase se llevd a
cabo en el Laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de
Biotecnologia y Laboratorio de Suelos y Bromatologia de la Universidad
Nacional de Loja, donde se determiné la poblacion microbiana: bacterias,
hongos y actinomicetos del suelo antes y después de la experimentacion en
campo, asi como los anélisis de suelo y N total.

Ubicacion Politica y Geogréfica

El Sector San José, se encuentra ubicado al sur del pais, Canton Catamayo
perteneciente a la provincia de Loja con las siguientes coordenadas

geograficas.

Latitud: 04° 50’ 00” S
Longitud: 79° 30° 00” W

Altitud: 1232 msnm

El laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia se
encuentra ubicado al sur de la ciudad de Loja, cantdon y provincia del

mismo nombre. En las siguientes coordenadas geograficas.

Latitud: 04° 08° 00 S
Longitud: 79° 12° 00” W

Altitud: 2134 msnm
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3.2
3.21

3.2.2

3.3
3.3.1

MATERIALES
Materiales, equipos y reactivos utilizados para la fase de laboratorio

Destilador de agua, Agitador calentador, Autoclave, Camara de flujo
laminar, Incubadora, Incubadora con agitacion, Balanza analitica,
Contador de colonias, Centrifuga, Vortex, Micropipetas (1000 ul), Puntas
de micropipetas (1000 ul), Papel Iluminico, Enlermeyer, Matraces,
Beakers, Cajas de Petri, Agar Nutriente, Agar-Agar, Extracto de levadura,

Manitol, Cloruro de Sodio, Triptona, Desinfectantes de laboratorio.

Materiales para la fase de campo

Semilla, Insumos agricolas, Bioinoculante, Etiquetas, Camara fotogréfica,

Lampas, Azadones.

METODOLOGIA

Metodologia para el primer objetivo

“Evaluar el efecto del bioinoculante sobre parametros de nodulacion,
biomasa, componentes de rendimiento, porcentaje de N total y

rendimiento agricola de la variedad bola 60 en condiciones de campo”

Realizacion del experimento

El montaje del experimento en condiciones de campo se realizé en el
sector San Jose-Catamayo, empleando la variedad fréjol bola 60, mediante
la aplicacidn de un disefio experimental de bloques al azar con 4 réplicas
por tratamiento. Cada uno de los ensayos tuvo un area de 25 m? (5*5 m),
con una distancia de 2 m entre parcelas y 1 m entre réplicas. Al
tratamiento con la inoculacion del Bioinoculante, se adiciono el
tratamiento Control fertilizacion (testigo). En todo el desarrollo del cultivo
se realizaron monitoreos constantes en las labores agrotécnicas de

irrigacion, deshierbas, manejo de plagas y enfermedades.

Peletizacion de las semillas de frejol
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3.3.2

La peletizaciéon del Bioinoculante RIZOSUR en las semillas de frejol se
realiz6 bajo la sombra, en un balde se mezclé la cantidad necesaria de agua
con los 0,015 kg de azlcar para formar una pasta y en este depositar los 2
kg de semilla y los 0,5 kg del Bioinoculante, para luego homogenizar
todos los componentes y poner a secar por el tiempo de dos horas, al cabo
de este tiempo se realizd la siembra respectiva a chorro continuo (Torres-
Gutiérrez, 2008).

Evaluaciones del cultivo

A los 8 dias después de la siembra (DDS), se realizo la evaluacién de los
pardametros morfolégicos: altura (cm) y el niamero de hojas de las plantas.
Estos pardmetros de evaluacion se continuaron a los 15 y 21 dias
respectivamente. A los 30 y 60 dias (DDS), se evalu6 los parametros de
nodulacion: ndmero de nodulos totales (NN) y peso fresco y seco de los
nodulos (PFN, PSN) y los parametros de biomasa: peso fresco y seco de la
raiz (PFR, PSR) y peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF). Para estas
evaluaciones se tomaron como muestra 5 plantas por parcela y tratamiento,
de igual manera para los componentes de rendimiento, en las cuales se
evaluaron: numero de vainas por planta, peso de vainas por planta y
namero de granos por vaina y para determinar el rendimiento agricola se
seleccionaron 40 plantas por parcela (Torres-Gutiérrez, 2008). Al final de
las evaluaciones se calculé el contenido de N total de las semillas. Este

analisis se realizo mediante el método de Kjeldahl (Herrera et al., 1980).

Metodologia para el segundo objetivo

“Determinar la influencia de la aplicacion del Bioinoculante sobre las
propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo en el area de

experimentacion”

Para la realizacion de este objetivo se tomaron muestras de suelo antes y
después de la experimentacion. Para evaluar las caracteristicas fisicas y

quimicas del suelo, se tomaron muestras a una profundidad de 20 cm de
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cada una de las réplicas, seguidamente se mezclaron todas las muestras
con el fin de obtener una muestra homogénea de 1 kg. Obtenidas las
muestras estas se secaron por un periodo de 72 horas para posteriormente
realizar el tamizado de las mismas; este procedimiento consistié en pasar
la muestra por dos tamices, el primero util para eliminar el material mas
grueso (terrones) y el segundo tamizado para recolectar el material que se
utiliz6 para el analisis de macro y micro elementos, conductividad

eléctrica, pH, y clase textural.

Analisis fisicos y quimicos del suelo

Para el analisis fisico del suelo se valor6 mediante técnicas de laboratorio
tomando en cuenta los siguientes parametros: Tipo y subtipo de suelo,
textura, estructura, coeficiente de permeabilidad y porosidad. Mientras
que para el andlisis quimico del suelo fueron: pH, conductividad eléctrica
(CE), porcentaje de nitrogeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro,
cobre, manganeso y zinc. Todos estos analisis se realizaron en el

laboratorio de suelos de la Universidad Nacional de Loja (UNL).
Analisis microbioldgicos

Los analisis microbiolégicos de suelo se realizaron en el Centro de
Biotecnologia de la UNL. Para el efecto se cuantificaron en Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) bacterias, hongos y actinomicetos,
mediante la siembra en medios de cultivo generales y a partir de las
diluciones seriadas desde 10™ a 10”. Para el anélisis de las bacterias se
utiliz6 el medio de cultivo Agar Nutriente. Para la cuantificacion de los
hongos se utilizd el medio de cultivo PDA (papa, dextrosa, agar).
Finalmente en el medio de cultivo Agar caseina se cuantifico el
crecimiento de actinomicetos. Para bacterias y actinomicetos se inoculo a
partir de la dilucién 10° a 107 y para hongos desde la dilucién 102 a 10°,
en todos los casos se realizd cuatro replicas por dilucién y se cuantifico la

poblacién microbiana a partir de las 72 horas en UFC ml™ (Mayea, 1998).
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3.3.3 Metodologia para el tercer objetivo

“Realizar un andlisis de beneficio-costo de la aplicacién del

bioinoculante frente a la fertilizacion quimica”

Mediante este objetivo se determin6 el comportamiento econémico de la
utilizacion de inoculantes biologicos en fréjol en comparaciéon con la
fertilizacion quimica. Para él efecto se siguio la metodologia propuesta por
el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT,
1998), donde se tuvo en cuenta el presupuesto parcial, precios de campo,

costos de campo y andlisis marginal como puntos basicos.

El analisis se llevo a cabo con los valores promedios ajustados de los
rendimientos, costos e ingresos obtenidos segln tratamientos a través de
todo el ciclo del cultivo. El andlisis de dominancia se establecié en la
técnica de presupuesto parcial, por lo que para obtener el costo variable
Unicamente se incluyeron aquellos costos que variaron entre tratamientos,
es decir, mano de obra para aplicar el fertilizante y el bioinoculante;
también el costo de los insumos (bioinoculante y fertilizante). El beneficio
neto constituyo por lo tanto la diferencia entre los ingresos totales y los
costos variables totales. La tasa marginal de retorno se calculd con base en
el coeficiente obtenido de la diferencia del beneficio neto y el costo

variable entre tratamientos de un beneficio neto inferior a otro mayor.

e DISENO EXPERIMENTAL

El experimento en condiciones de campo se realiz6 utilizando un disefio

experimental de bloques al azar con 4 réplicas por cada tratamiento.
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e ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se procesaron utilizandose el paquete SPSS v.22 IBM
para Windows. Para determinar las diferencias estadisticas entre los
tratamientos y la interaccion de estos factores en los parametros de fijacion
bioldgica del N y la biomasa de las plantas, se realizd un andlisis de
varianza simple (One Way ANOVA), donde se determind el grado de
independencia de los tratamientos y el genotipo evaluado, utilizandose la

prueba paramétrica de Tukey HSD con nivel de significacion p<0.05.
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4. RESULTADOS

41 EFECTO DEL BIOINOCULANTE SOBRE PARAMETROS
MORFOLOGICOS, NODULACION, BIOMASA, COMPONENTES DE
RENDIMIENTO, PORCENTAJE DE (N) TOTAL Y RENDIMIENTO
AGRICOLA DE LA VARIEDAD BOLA 60 EN CONDICIONES DE
CAMPO.

4.1.1 Caracteristicas morfoldgicas

En el caudro 1, se presentan los resultados correspondientes a los
pardmetros morfologicos a los 8, 15 y 21 dias despues de la siembra
(DDS). Los mejores resultados en todos los tiempos de evaluacion

corresponden a la inoculacion con el Bioinoculante.

Cuadro 1. Evaluacién de parametros morfoldgicos de la variedad frejol bola 60

8 DDS 15 DDS 21 DDS

TRATAMIENTOS  Altura N° Altura N° Altura N°
(cm) Hojas (cm) Hojas (cm) Hojas

T1 (Bioinoculante) 555  4,49° 1205° 545° 1655 5,85°
T2 (Control) 39" 34> 94> 5158 105" 44
Error estandar 0,28* 0,19* 0,79* 0,19* 0,95*  0,30*

Letras desiguales en la columna difieren para p<0,05 por Tukey. (*) error estandar

4.1.2 Parametros de nodulacion
En la figura 1, se muestran los resultados obtenidos con respecto al
nimero de nodulos totales para la variedad frejol bola 60. El tratamiento
con la inoculacion del Bioinoculante presenta los mejores resultados con

10,50 nddulos y 4,85 con respecto al Control.

27



10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,00 -

NuUmero de nodulos

Control Bioinoculante

Figura 1. Namero de nédulos totales de la variedad frejol bola 60. Tratamientos: Control

y Bioinoculante RIZOSUR. Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05

Tukey.

En la figura 2, se presentan los resultados de PFN y PSN. A pesar que los
valores obtenidos con el tratamiento Bioinoculante son superiores al
compararlos con el Control, no se evidencia diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos para ambas variables evaluadas.
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Figura 2. Peso fresco y seco de nodulos (PFN y PSN) en la variedad frejol bola 60.
Tratamientos: Control y Bioinoculante RIZOSUR. Letras desiguales en las columnas
difieren para p<0,05 Tukey.

4.1.3 Determinacion de la biomasa en frejol variedad bola 60

En la figura 3, se muestran los valores para el PFF y PSF. Para ambas

variables evaluadas los mejores resultados se obtienen con la inoculacion
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del Bioinoculante, mientras que el tratamiento Control en todos los casos

presento los valores mas bajos.

® PFF m PSF
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o
|

Control Bioinoculante

Figura 3. Peso fresco y seco del follaje en la variedad de frejol bola 60. Tratamientos:
Control y Bioinoculante RIZOSUR. Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.

En la figura 4, se muestran los resultados para el PFR y PSR. A pesar que
los valores medios para el tratamiento Bioinoculante son mejores que el
tratamiento Control, no se evidencia diferencia estadisticas significativa
entre los tratamientos evaluados con respecto a las variables peso fresco y

peso seco de la raiz.
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Figura 4. Peso fresco y peso seco de la raiz (PFR y PSR) en la variedad de frejol bola 60.
Tratamientos: Control y Bioinoculante RIZOSUR. Letras desiguales en las columnas

difieren para p<0,05 Tukey



4.1.4 Componentes del Rendimiento

En el cuadro 2, se presentan los valores estadisticos para los componentes
de rendimiento (NVP, PVP, NGV, NGP y RDTO), en el NVP se evidencia
diferencias significativas entre el tratamiento Bioinoculante y el Control,
con valores promedios de 11,6 y 5,85 respectivamente, siendo el

tratamiento con el Bioinoculante el de mejores resultados.

Cuadro 2. Componentes de rendimiento de la variedad Bola 60.

TRATAMIENTOS NVP PVP NGV Ngp  RDTOTotal
(TM ha'l
T1 (Control) 585° 285" 376° 27,3° 4,60°
T2 (Bioinoculante) 11,6 55,92 515° 41,45° 6,92°
Error estandar 578* 27,41* 139* 14,15% 2,32%

Letras desiguales en la columna difieren para p<0,05 por Tukey. (*) Error estandar.
Tratamientos: Control y Bioinoculante RIZOSUR. Abreviaturas. NVP: nimero de vainas
por planta; PVP: peso de vainas por planta; NGV: nimero de granos por vaina, NGP:
numero de granos por planta y RDTO: rendimiento total.

Para el PVP, se evidencia diferencias estadisticas significativas entre el
tratamiento Bioinoculante frente al Control con 55,92 y 28,50 ¢
respectivamente, de igual manera para la variable NGP el tratamiento
Bioinoculante influye significativamente con respecto al Control. Mientras
que para la variable NGV ningin de los tratamientos difieren
estadisticamente entre si. En ambos casos el tratamiento Control presentd
los valores més bajos. Para el rendimiento total, es evidente el efecto positivo
con la inoculacién del Bioinoculante sobre frejol comdn variedad bola 60, los
resultados de 6,92 t ha™ son altamente significativos en peso fresco frente al

Control.

4.1.5 Contenido total de nitrégeno

El contenido de nitrogeno total se presenta en la figura 5. Los valores
analizados corresponden al porcentaje % en grano fresco y seco. Se

destaca los valores medios con el tratamiento Bioinoculante en
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comparacion con el tratamiento Control. La diferencia de fijacion de N

para el tratamiento con el Bioinoculante frente al control es de 14,6 %.

31 - m % fresco  m % seco
' 3,05 3

2,9 -
-218 T

26 -
2,5 -
24 -
2,3 -

Control Bioinoculante

Figura 5. Porcentaje (%) de nitrégeno total fijado por cada tratamiento en semilla en

fresco y seco. Tratamientos: Control y Bioinoculante RIZOSUR.

42 DETERMINAR LA INFLUENCIA DE LA APLICACION DEL
BIOINOCULANTE SOBRE LAS PROPIEDADES FISICAS, QUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS DEL SUELO EN EL SECTOR DE LA
EXPERIMENTACION.

4.2.1 Propiedades Fisicas del suelo

Los andlisis correspondientes a las propiedades fisicas del suelo
determinaron que la aplicacion del Bioinoculante no influy6 en la Textura
del suelo en la zona de experimentacién, ya que los analisis de suelo antes
y después de la siembran confirman la misma textura inicial (Franco-

Acrcillosa).

4.2.2 Propiedades Quimicas del suelo

En cuanto a las propiedades quimicas, se determind que la aplicacién del
Bioinoculante influy6 positivamente sobre el suelo. EI % de MO paso6 de
3,29 a 5,11 y el N de 59,31 se incrementd a 64,46 ppm. Los analisis
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4.2.3

completos se adjuntan en Anexos, con toda la informacion correspondiente
a pH, CE, MO, N-P-K, y micro elementos (Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn).

Evaluacion Microbioldgica

En el cuadro 3, se presenta los resultados en unidades formadoras de
colonias (UFC) por cada gramo de suelo tanto de bacterias, hongos y
actinomicetos. Para bacterias en el primer andlisis de suelo se obtienen
1,75 e+08 UFC g s y con la aplicacién del Bioinoculante este valor se ve

incrementado a 1,06 e+10.

Cuadro 3. Unidades formadoras de colonias en los andlisis de suelo realizados en

el lugar del experimento.

MI(SRRCL)JI;OANO TRATAMIENTO ANALISIS1 ANALISIS 2
Bacterias Bio(i:r;oncf[l;cl)?nte 1,75 e+08 ;32 g:(l)g
Hongos Bio(i:r:)onctlrjcl)?nte 2,72 e+07 gég :82

Actinomicetos Bio(i:r:;)nctl:cl)zimte 5,75 e+07 228 218;

Anadlisis 1: suelo antes de la siembra; Analisis 2: suelo después de la siembra

4.3

Para hongos se determind un total de 2,72 e+07 UFC g s antes de la
siembra y una disminucion considerable al final del experimento con 3,25
e+06 UFC g s™. Valores similares se obtuvieron en el analisis de
actinomicetos con 5,75 e+07 antes del ensayo y 3,30 e+07 UFC g s™ al

final.

ANALISIS DE BENEFICIO-COSTO DE LA APLICACION DEL

BIOINOCULANTE FRENTE A LA FERTILIZACION QUIMICA

Los valores obtenidos de los 400 m? en la zona de experimentacion fueron
extrapolados para una hectarea tomando en cuenta los costos fijos y
variables de los tratamientos. Para determinar la relacion beneficio costo,
se partié de los ingresos por la produccion y de los costos totales de la

misma. Como se detalla en la tabla 4, los mayores ingresos producto de las
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ventas se obtuvieron con la aplicacion del bioinoculante, el cual tuvo un
total de 10,380.00 USD, mientras que con la aplicacion de fertilizantes

minerales se obtuvo 6,900.00 USD de ingresos.

Cuadro 4. Ingresos por tratamiento de la variedad fréjol bola 60

Tratamiento Produccilén Precio ventla Ingreso Total
(kg ha™) (USD Kg™) (USD)
Fertilizado 4600,00 1,50 6900,00
Bioinoculante RIZOSUR 6920,00 1,50 10380,00

La utilidad neta mediante las ventas favorecié a la aplicacion del producto
bioldgico, teniendo una diferencia de 3,480.00 USD en comparacion con

la aplicacion de Urea para el area analizada (400 m?).

Se destaca gque en este analisis no se tomo en cuenta el incremento de la
produccion que se puede obtener con la aplicacion del Bioinoculante, sino

que solamente se analiza la produccion obtenida en el ensayo.

En la tabla 5, se observa la dominancia de los tratamientos empleados en la
presente investigacion, evidencidndose que el beneficio neto del

tratamiento Bioinoculante con respecto al Control es de 176 %.

Cuadro 5 Analisis de dominancia de la rentabilidad en el cultivo de frejol bola 60

Tratamiento Cost(_)’de R Ingreso Total Beneficio Neto
produccién ha (USD) (USD)
Fertilizado 1768,82 6900,00 5131,18
Bioinoculante
RIZOSUR 1302,27 10380,00 9077,73

En el cuadro 6, se presenta la Tasa Marginal de Retorno la misma de un

845 % con el tratamiento Bioinoculante.
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Cuadro 6 Analisis marginal de la aplicacion del Bioinoculante con respecto a la

fertilizacion quimica.

Total Costos  Benefici  Beneficio Tasa Benefici
Tratamient  Costos  Marginale 0 Neto Marginal o/
0 produccion S Neto Marginal de Retorno Costo
(USD) (USD) (USD) (USD) (%)
Fertilizado 1768,82 5131,18 2,901
RIZOSUR 1302,27 466,55  9077,73 3946,55 845,9 6,971

En cuanto al indice de la relacién B/C, el mayor beneficio se obtiene con

el tratamiento Bioinoculante con 6,97 USD y para el Control de 2,90 USD.

Como se evidencia, en los dos casos se obtienen ganancias, sin embargo el

tratamiento con el Bioinoculante es el més rentable ya que por cada dolar

invertido se obtiene una ganancia de 5,97 USD por cada campafia de

siembra. En cuanto a

la rentabilidad marginal

obtenida con el

Bioinoculante es de 845,9 % con relacion a la fertilizacion quimica.

34



DISCUCIONES

En cuanto a los parametros de nodulacion se observo que el Bioinoculante
tuvo una influencia positiva en las plantas inoculadas, es decir, que hubo
una interaccion beneficiosa Bioinoculante a base de bacterias de
Rhizobium con la leguminosa frejol bola 60, lo cual se evidencio con los
valores encontrados en el analisis de varianza para el nimero de nédulos
(NN). EIl tratamiento Bioinoculante presentd mayor nimero de nodulos
totales (35 nédulos planta™), con respecto al Control, similares resultados
reportan Gonzélez et al., (2012) y Cayo et al., (2004) los cuales registraron
valores promedio de 8,31 y 24-94 nédulos planta™ respectivamente.

Para el peso fresco y seco de los nodulos los valores medios obtenidos son
significativos con el tratamiento Bioinoculante, a pesar de ello no se
evidencia diferencias estadisticas con el tratamiento Control. Similares
resultados reporta Brunet (1999), que todas las cepas probadas presentaron
buena infeccién en la variedad de fréjol utilizada, el cual se evidenci6 con el
increment6 del PFN y PSN conforme avanza la edad de la planta, lo que
indica la efectividad de las cepas estudiadas. Subia (2001) corrobora que el
desarrollo nodular y por ende el PSN y el PFN dependen tanto de la cepa
inoculada como de la variedad del hospedero, evento que pudo estar de
manifiesto en nuestra investigacion, por un lado se puedo ver la interaccion
beneficiosa bacteria-leguminosa en la formacion de nddulos y por otro la
obtencion de valores altos en el peso seco de nodulos en los dos tratamientos

evaluados.

En cuanto a los parametros de biomasa, tanto para el PFF y PSF el mejor
tratamiento se obtiene con la aplicacién del Bioinoculante con valores
promedio de 31,95 y 11,119 respectivamente, estos valores significativos
puede relacionarse con la disponibilidad de nitrégeno en el suelo dada por la
accion de las bacterias, lo que ocasion6 plantas vigorosas con gran cantidad
de follaje. Sierra et al., (2012) concuerda que al emplear cepas aisladas de
Rhizobium en fréjol determind que de acuerdo al analisis de varianza
realizado, existio una diferencia significativa en el incremento de la biomasa

foliar con respecto al tratamiento con adicién de N y el tratamiento que no
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recibid la aplicacion de nitrégeno. Mientras que para el peso fresco y seco de
la raiz (PFR-PSR) no existieron diferencia estadisticas entre los
tratamientos evaluados, evento que pudo estar dado por una mayor
asimilacion de nutrientes hacia la parte foliar por parte de las bacterias y

no asi hacia la raiz.

En cuanto a los componentes de rendimiento. Para el nimero de vainas por
planta (NVP) y peso de vainas por planta (PVP), los mejores resultados se
obtienen con la aplicacion del Bioinoculante, el mismo que ejerce un
efecto positivo en una mayor numero de vainas y peso respectivamente
con respecto al Control, siendo esta diferencia de un 50% para ambas
variables evaluadas. Estos valores significativos pueden estar dados por la
optimizacion de las bacterias diazotréficas como Rhizobium en la fijacion
de N y absorcién de otros elementos nutritivos que estimulan el desarrollo
vegetal y por ende sus componentes de rendimiento como en el caso del
frejol (Valdivia, 2011).

Para la variable numero de granos por planta (NGP) los valores obtenidos
son significativos con la aplicacion del Bioinoculante con respecto al
Control, es evidente el efecto del Bioinoculante en la formacion de un
mayor nimero de granos por planta, y no asi con en el nimero de granos
por vaina. EI numero de granos por planta son los componentes del
rendimiento mas estables y estan mas relacionados con las caracteristicas
propias del cultivar (Gutierrez-Rodriguez et al., 2004) caso que se puso de

manifiesto en nuestra investigacion.

Los valores mas altos en cuanto al rendimiento agricola se obtuvieron con
el tratamiento Bioinoculante con un promedio de 6,92 t ha™, mientras que
con el tratamiento Control 4,59 t ha™. Avila-Serrano et al., (2005), reporta
gue en cuanto al rendimiento, no todas las cepas de Rhizobium son capaces
de producir una fijacion efectiva y mostrar habilidades para nodular; por lo
que, mientras mayor sea el nimero de nddulos, habra mayor uso del
nitrégeno atmosférico presente en el suelo y por ende influird en la

produccion de biomasa y produccion de grano (rendimiento). En nuestra
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investigacion se pudo corroborar que los pardmetros antes mencionados
influenciaron positivamente en mayor biomasa y rendimiento. Segln
ESPAC (2013), la produccion media nacional de fréjol fresco es de 5,1
toneladas métricas por hectarea, que al comparar con el rendimiento

obtenido en nuestra investigacion, los valores son superiores con un 26 %.

Los valores del porcentaje de nitrogeno total se ven incrementados con la
aplicacion del Bioinoculante en 3,05 y 3% tanto en masa fresca y seca
respectivamente. Las diferencias en porcentaje de fijacion de N, con
respecto al control son de 5y 14 %. Segln (Ochoa y Ruilova, 2014) EI
porcentaje de nitrogeno total y proteina bruta se lo realiz6 en grano, el
mismo que no presentd diferencias significativas para ambas variedades,
es importante tomar en cuenta que esta variable permite determinar si hubo
el efecto o no de las cepas de Rhizobium inoculadas en fréjol rojo y fréjol

negro.

Las propiedades fisicas del suelo no cambiaron con la aplicacién del
bioinoculante, ya que la textura franco-arcillosa se mantuvo tanto al inicio
como al final de la experimentacion. En cuanto a las propiedades quimicas
la aplicacién del bioinoculante influyo positivamente en las condiciones
del suelo, ya que se incremento el N, K y Ca. (Ochoa y Ruilova, 2014)
Mencionan que en cuanto al analisis fisico, quimico y microbiolégico,
correspondiente al tercer objetivo de su investigacion, no evidenciaron la
influencia de Rhizobium sobre las propiedades fisicas del suelo, ya que los
valores obtenidos en los analisis se mantuvieron estables y por lo tanto no
hubo variabilidad en cuanto a las propiedades analizadas. Se puede sefialar
que el uso de microorganismos diazotroficos como es el caso de
Rhizobium, no modifican las caracteristicas fisicas del suelo, por el
contrario, la capacidad de estas bacterias para desarrollar eficientemente el

proceso de FBN depende del suelo en el cual se desarrolla.

Los resultados obtenidos con respecto al analisis microbiolégico muestran
un efecto positivo en la carga microbiana para bacterias después de la

terminacion del ensayo, la misma incrementandose significativamente de
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1,75 e+08 a 1,06 e+10. Sin embargo, esto no sucede para hongos y
actinomicetos, los cuales se ven disminuidos despues de la
experimentacion. Segun (Ochoa y Ruilova, 2014) EI analisis
microbiolégico, muestran un efecto positivo, en el cual podemos
determinar que en cuanto al numero de UFC de bacterias, se observa un
incremento en el segundo analisis de 2,75 x 109 UFC en fréjol negro y en
fréjol rojo un incrementd de 2,95 x 10° UFC, lo que beneficia a los
procesos bioquimicos adicionales que se encuentran asociados con otros

microorganismos presentes en el suelo.

En cuanto al andlisis econémico se reporta una tasa marginal de retorno
para el tratamiento Bioinoculante de 845,90 % con correlacién al Control.
Esta relacion de beneficio neto marginal con los costos
marginales/tratamiento, demuestra que el productor accedera a utilizar el
Bioinoculante, ya que por cada 1,0 USD invertido en este producto
bioldgico, hay un margen de utilidad de 8,45 USD. En cuanto al beneficio-
costo (B/C), el mejor tratamiento corresponde al Bioinoculante con 6,97;
frente al Control con 2,90 USD, estos valores se atribuyen a que en el
tratamiento con el Bioinoculante presenté mayor rendimiento y por ende

mayores ingresos.
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CONCLUCIONES

De los resultados obtenidos en la presente investigacion podemos llegar a

las siguientes conclusiones:

En todos los procesos de evaluacion, el bioinoculante influyo
significativamente en el incremento de nddulos, biomasa y rendimiento

agricola para la variedad frejol bola 60.

Los valores de fijacion de N; en las plantas de frejol fue significativa con

3,05 y 3 % respectivamente en masa fresca y seca.

El bioinoculante en la zona de experimentacién influyo positivamente en
las condiciones del suelo ya que incremento en el contenido de N, k y Ca

en el suelo.

El beneficio neto con el tratamiento bioinoculante fue de a 6,97 USD y

mientras que con respecto al fertilizacion quimica fue de 2,90 USD.
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7. RECOMENDACIONES

e Dada la importancia del cultivo para los agricultores de esta zona, es
trascendental seguir realizando investigaciones sobre este tema, con el
fin de seguir validando este producto bioldgico, no solo en la parte
econdmica, rendimientos, sino también en la parte ambiental, como

alternativa frente a la utilizacion desmedida de fertilizantes quimicos.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo para el aislamiento de microorganismos del
suelo.
Bacterias: AGAR NUTRIENTE

o Agar nutriente 28 gr/1000 ml

Hongos: PDA (Papa-Dextrosa-Agar)

. Papa 200 gr
. Dextrosa 10 gr/1000 ml
o Agar 18 gr/1000 ml

Actinomicetos: AGAR CASEINA

. Peptona 5 gr/1000 ml

. Cloruro de sodio (NaCl) 5 gr/1000 ml

. Agar nutriente 23 gr/1000 ml

. Agar 4 gr/1000 ml

J Leche descremada 10 ml

Anexo 2. Preparacion de soluciones para determinar el porcentaje de

Materia Organica.

— Solucion de Dicromato de Potasio 1 N
Para la elaboracion de un litro de la solucion dicromato de potasio 1 N se
pesd 49.04 gr de dicromato de potasio (K2Cr207), se conserva en un

desecador y se afora a 1 000 ml con agua destilada.

— Difenilamina
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Disolver 0.5 gr de difenilamina en 100 ml de acido sulfarico concentrado,
esto se debe
vertir en 20 ml de agua destilada, una vez obtenida la solucion se

recomienda conservar en frascos 0Scuros.

Solucion de Sal de Morh 0.5 N

Para la elaboracion de la sal de Morh, se pes6 139.01 gr de sulfato de
hierro Il heptahidratado, agregar 500 ml de agua destilada y 15 ml de acido
sulfurico concentrado, a esta mezcla aforar a 1000 ml con agua destilada.
Para determinar la normalidad de la sal de Morh, se mide 5 ml de
dicromato de potasio 1 N y se aflade 100 ml de agua destilada, 5 ml de
acido fosforico y 5 gotas de difenilamina. Se determind el viraje de color
de azul a verde para calcular el factor de correccion de la normalidad
(INIAP, 2000).

Formula para el célculo de M.O.

MO (%) =[(Vo-V) * N*0.39* 1.72* 1.1] / PM

De donde:

Vo = Volumen gastado en la titulacién del blanco (sin suelo).

V = Volumen gastado en la titulacion de la muestra.

N = Normalidad exacta del sulfato de hierro.

0.39 = Peso quimico equivalente del carbono.

1.72 = Constante de conversion de carbono a materia organica sobre la
hipbtesis de que la materia organica contiene 58 % de carbono en la
generalidad de suelos encontrados en el Ecuador.

1.1 = Error de conversion de carbono a materia organica (10 %).

PM= Peso de la muestra de suelo.

Anexo 3. Preparacion de soluciones para determinar Nitrdgeno Amoniacal

en Suelos.

Preparacion del fenol basico
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En 500 ml de agua destilada disolver 100 gr de hidroxido de sodio
(NaOH), dejar enfriar y seguidamente afadir 138 gr de fenol en cristales o
130 ml de fenol liquido al 92 %. Aforar a un volumen de 1 litro.

2. Solucion patrén de nitrogeno

Pesar 9.69 gr de cloruro de amonio (NH4CI) y disolver en agua destilada
hasta un volumen de 1 litro, dicha solucién tiene una concentracion de 2
500 pg/ml. De la solucion antes mencionada tomar 10 ml y llevar a un
volumen de 1 litro con la solucidon extractante a fin de llegar a una

concentracion de 25 pg/ml.

Anexo 4. Preparacion de soluciones para determinar fosforo en Suelos.

Solucién de reactivo concentrado

Disolver 0.250 gr de potasio y antimonio en 100 ml agua destilada;
mientras se estd mezclando afiadir 41.25 ml de acido sulfdrico (H2SO4)
concentrado y dejar enfriar. En un frasco volumétrico disolver 1.875 gr de

molibdato de amonio en aproximadamente 90 ml de agua destilada.

Solucidn, reactivo de color para fosforo
Diluirl gr de goma de acacia y 1 gr de acido ascorbico por litro, mezclar
estas 2 soluciones afiadir 150 ml de solucion Ay llevar a un volumen de 1

litro con agua destilada.

Solucion patron de fésforo

Pesar 4.39 gr de fosfato de potasio (KH2PO4) y disolver en agua destilada
hasta un volumen de 1 litro, esta solucion contiene 1 000 ug/ml de P, de
donde se toma una alicuota de 12 ml y llevar a un volumen de 1 litro con
la misma solucion extractante para obtener una concentracion final de 12

pg/ml de P.
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Anexo 5. Preparacion de soluciones para determinar potasio, calcio y
magnesio en Suelos.

Oxido de lantano al 1 %

En 50 ml de agua destilada disolver 58.64 gr de 6xido de lantano (La203)
y agregar 100 ml de &cido clorhidrico (HCI) concentrado al 37 %, para
posteriormente la mezcla aforarla a un volumen de 5 litros de agua
destilada.Se recomienda que el é&cido clorhidrico sea agregado
cuidadosamente al 6xido de lantanopara evitar su reaccion.

Solucién patron: 5 000 pg/ml de K, 12 500 pg/ml de Ca, 5 000 pg/ml de
Mg

Pesar 9.53 gr de KCI, 45.253 gr de CaCl2, 2H20, 41.793 gr de MgClI2
6H20 vy disolver por separado a un volumen de 1 litro (1 000ml) para
obtener soluciones madres de las anteriores concentraciones. De dichas
soluciones madres tomar 10 ml de potasio, 20 ml de la de calcio y 10 ml
de magnesio, llevar a un litro con la solucion extractante para obtener las
concentraciones finales de: 50 pg/ml de potasio, 250 pg/ml de calcio y 50

ug/ml de magnesio.
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Anexo 6. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 30

DDS en frejol bola Variedad 60, con tratamientos y réplicas.

Trat Replica NN PFN(g) | PFR(g) | PFF(g) | PSN(g) | PSR(g) | PSF(g)
1 1 9 0,0096 1,03 10,62 | 0,0035 0,25 2,63
1 2 3 0,0064 | 0,98 28,63 0 0,22 5,03
1 3 7 0,0089 1,07 18,47 | 0,0044 0,29 1,19
1 4 4 0,0076 0,69 3,34 | 0,0014 0,1 0,51
1 5 0 0 1,1 12,73 0 0,47 3,13
1 1 0 0 1,3 10,25 0 0,36 4,34
1 2 1 0,0011 1,37 30,71 0 0,56 8,15
1 3 0 0 1,36 19,61 0 0,35 59
1 4 6 0,1903 1,07 24,04 | 0,0182 0,37 9,32
1 5 0 0 1,15 8,68 0 0,25 1,37
1 1 2 0,0034 1,39 23,5 | 0,0001 0,34 8,97
1 2 6 0,0088 1,29 26,86 | 0,0028 0,39 7,81
1 3 5 0,0122 1,42 23,44 | 0,0057 0,53 6,66
1 4 8 0,056 1,44 30,99 | 0,0147 0,37 13,41
1 5 9 0,023 1,88 25,32 | 0,0073 0,4 11,4
1 1 6 0,0097 1,13 22,87 | 0,0019 0,27 10,7
1 2 7 0,0044 2,42 22,93 | 0,0009 0,31 8,61
1 3 10 0,0191 1,07 24,65 | 0,0072 0,3 10,4
1 4 6 0,0094 1,32 24,49 | 0,0022 0,31 9,61
1 5 8 0,0105 1,15 22,85 | 0,0076 0,29 8,66
2 1 0 0 1,66 15,58 0 0,49 3,08
2 2 0 0 0,9 12,28 0 0,22 4,98
2 3 0 0 1,47 22,71 0 0,51 10,18
2 4 10 0,399 1,3 36,9 | 0,0079 0,32 16,47
2 5 3 0,0115 1,08 24,58 | 0,0025 0,31 14,88
2 1 35 0,2564 1,27 16,22 | 0,0581 0,3 8,69
2 2 23 0,0786 1,52 28,12 | 0,0152 0,53 10,86
2 3 27 0,1118 1,23 28,28 | 0,023 0,35 16,13
2 4 14 0,0135 1,08 36,02 | 0,0094 0,27 22,42
2 5 5 0,0084 | 0,98 25,82 | 0,00022 0,2 11,7
2 1 9 0,00258 | 1,38 33,25 | 0,0089 0,32 5,54
2 2 7 0,0387 1.2 26,62 | 0,0055 0,35 10,58
2 3 5 0,0057 1,71 46,38 0 0,69 8,38
2 4 11 0,0085 1,8 50,4 | 0,0023 0,5 31,7
2 5 13 0,0954 1,28 41,19 | 0,0216 0,31 12,44
2 1 27 0,1336 1,96 24,8 | 0,0039 0,71 5,03
2 2 0 0 0,95 63 0,0055 0,28 10,88
2 3 1 0,026 2,71 58,08 0 0,91 9,7
2 4 17 0,087 1,76 25,33 | 0,0023 0,21 4,33
2 5 3 0,0094 1,34 23,51 | 0,0216 0,47 4,38

NN: Numero de nodulos, PFN: Peso fresco de los nédulos, PSN: Peso seco nddulos PFR:
Peso fresco de la raiz, PSR: Peso seco de raiz, PFF: Peso fresco del follaje, PSF: Peso
Seco del follaje
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Anexo 7. Componentes de rendimiento variedad bola 60 en condiciones de

campo.

Trat Replica NVP PVP(0) NGV NGP PGP(g)
1 1 6 30,9 5,00 30 14,3
1 2 5 28,7 5,00 25 15,3
1 3 7 30,7 2,57 18 11,4
1 4 4 23,5 5,75 23 18,7
1 5 3 16,8 6,00 18 20
1 1 9 36,4 2,67 24 12,2
1 2 6 23,3 3,67 22 22,8
1 3 8 32,7 4,38 35 26,9
1 4 4 22,9 4,00 16 13
1 5 7 30,5 571 40 22,2
1 1 8 25,5 4,00 32 18
1 2 4 15,5 5,25 21 11,5
1 3 10 58 2,80 28 19,5
1 4 5 27,5 6,00 30 18,7
1 5 6 31 5,67 34 19,7
1 1 2 18,18 13,50 27 21,96
1 2 3 21,74 5,00 15 11,4
1 3 8 33,07 5,38 43 23,22
1 4 7 32,84 5,57 39 29,23
1 5 5 30,43 5,20 26 15,44
2 1 12 64,8 2,83 34 30
2 2 6 23,8 4,33 26 26,6
2 3 4 7,8 5,75 23 14,2
2 4 11 39,7 3,27 36 25,7
2 5 10 39,4 2,90 29 26
2 1 8 25,26 3,00 24 19,44
2 2 14 56,86 2,64 37 23,73
2 3 10 57,32 4,20 42 26,72
2 4 8 40,99 2,88 23 8,35
2 5 13 66,42 3,54 46 31,73
2 1 13 52,5 2,46 32 18,2
2 2 11 63,8 3,45 38 22,5
2 3 19 85,6 2,21 42 26,7
2 4 15 89,4 4,07 61 29,2
2 5 15 89,8 4,27 64 38,5
2 1 12 63,4 4,33 52 29,4
2 2 16 76,4 2,75 44 34,4
2 3 10 41,4 3,10 31 18,7
2 4 8 45,8 8,88 71 53,6
2 5 17 88 4,35 74 48,5

NVP: Numero de vainas por planta, PVP: Peso de vainas por planta, NGV:
Numero de granos por vaina, NGP: Numero de granos por planta, PGP: peso de
granos por planta
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Anexo 8. Rendimiento agricola de variedad bola 60 en condiciones de

campo.
Trata Replica RDTO
1 1 781,6
1 2 883,7
1 3 620,6
1 4 655,6
2 1 1427,8
2 2 903
2 3 11247
2 4 974,1
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Anexo 9. Andlisis fisico y quimico del suelo con sus interpretaciones

LABORATORIO DE ANALISIS FISICO-QUIMICO DE SUELOS, AGUAS Y BROMATOLOGIA
AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES

Provincia: Loja FECHA DE INGRESO: 04/05/2015
Cantén: Catamayo FECHA DE EGRESO: 29/06/2015
PROYECTO: “Bioinoculante para fréjol

1. RESULTADO DE ANALISIS

Continuacion del anexo 9.

Analisis
C6d Céd. Mecanico % M.O N P20s5 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
-ab. cam. oA e i meg/10 | meg/10 m m mmho
Ao | Lo | Ac % ppm ppm ppm O?nl O?nl ppm PP pp A
Chana | 366 | 23,8 | 39,6 | FoA 511 | 6446 | 642 | 9054 | 809 | 0,87 | 3957 | 439 | 1,99
1614 | poesera | : ' OAC | g7 | > ' : : : : : ' : 0.338
siembra
Catamayo Fo Ac
1618 TestiQOIZ 40,8 | 23,6 | 35,6 8.22 | 3,29 | 65,86 7,77 53,62 7,92 6,41 44,16 5,83 2,56 0.342
control
Catamayo Fo Ac
1621 | Bioinoculant | 40,6 | 23,8 | 35,6 8.07 | 5,73 | 59,31 24,79 62,34 7,87 0,30 40,97 2,93 2,56 0.962
e
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2.

INTERPRETACION DE ANALISIS

céd céd M.O N P20s5 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
' ' Textura pH
. . /10 /10 m mmhos/cm
C'Tltamalyo Franco Medianam
noc. . . . . . . .
1614 A';i‘ismﬂ?a""‘ Arcilloso Aligfﬁ]o Alto Alto Bajo Bajo Alto Bajo Medio Bajo Medio | No Salino
Catamayo Franco Medianam Alto
1618 Testgo 2 i ente Medio Bajo | Bajo | Medio | Alto Alto | Medio | Medio | No Salino
contro Arcilloso Alcalino
Franco
Catamayo
1621 Testls Arcilloso Alcalino Alto Medio | Medio | Bajo | Medio | Bajo Alto Bajo Medio | No Salino
Bioinoculante
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Anexo 10. Porcentaje (%) de nitrogeno fijado por cada tratamiento ya sea en semilla en fresco y seco

MS " 89,26% 100,00% %N
Semilla en o
3914 H fresco 10,74
N. Total (Inoculado)
PC 16,74% 18,75% 3,00%
MS " 89,04% 100,00%
Semilla en o
3915 H seco 10,96%
N. Total (Inoculado)
PC 16,97% 19,05% 3,05%
MS " 88,59% 100,00%
Semilla en o
3916 H fresco 11,41%
N. Total (control)
PC 14,19% 16,02% 2,56%
MS " 88,13% 100,00%
Semilla en
11,879
3917 H seco 87%
N. Total (control)
PC 16,03% 18,19% 2,91%
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Anexo 11. Triptico del dia de campo

Resultados
PESO SECONODULOS
0,015
0,01
0,005
0+
Control (Inoculo) R. lusitanum-
Saraguro

Figura 3. Peso (g) seco de nédulos totales, var. Bola

PESO SECO RAIZ
05 0,4125
04 0,3365
03
0,2
0,1
0 T
Control (Inoculo) R. lusitanum-Saraguro
Figura 4. Peso (g) seco de raiz, var. Bola 40
PESO SECO FOLLAJE
15
11,1175
10 ——
6,89
5 - -7
0 T .
Control (Inoculo) R. lusitanum-
Saraguro

Figura 5. Peso (g) seco del follaje, var. Bola 40

Resultados
NUMERO VAINAS / PLANTA
20
L 11,6
10
5B5
5
0 T
Control (Inoculo) R. lusitanum-Saraguro

Figura 6. NOmero vainas por planta, var. Bola 40

PESO VAINAS / PLANTA
80
& 55,9225
40 0
20
0
Control (Inoculo) R. lusitanum-
Saraguro

Figura 7. Peso de vainas por planta, var. Bola 60

PESO GRANOS / PLANTA
40,000
30,000
20,000
10,000 ¢
0,000
Control (Inoculo) R. lusitanum-
Saraguro

Figura 8. Peso (g) de vainas por planta, var. Bola 60
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Continuacion anexo 11

Infroduccion

La sustitucién parcial o total de agroquimicos por mi-
croorganismos, manteniendo altos rendimientos de los
cultivos, es una alternativa viable para lograr una pro-
duccién sostenible y amigable con el ambiente, o
utilizacién de microorganismos benéficos ha tenido
una amplia difusidn en los Jltimos afics, debido a su
efecto positivo sobre el rendimiento de muchos culti-
vos en distintas situaciones y a la factibilidad de permi-
tir desarrollar una agricultura orgdnica. Los inoculantes
microbianos representan una nueva tecnologia con-
ducente a mejorar la productividad del sistema agro-
pecuario a largo plazo. Puede ser considerada como
una tecnologia limpia, alineada con principios de la
agricultura sustentable, frente al aumento desmedido
de la utiizacidén de pesticidas y fertiizantes en estos
Jlfimos fiempos. La incorporacidn de microorganismos
seleccionados como Biocinoculantes por sus funciones
en diversos procesos que contribuyan a la implanta-
cidn, desarrollo y produccidn de cultivos es unda dlter-
nativa que permite lograr aumentos en el crecimiento
radical, y por ende el incremento de los cultivos como
el caso del frejol comin .

Objetivos

Objetivo General

e Evaluar el efecto de un bicinoculante o base de
bacterias diczotrdficas simbidticas sobre pardmetros
mortfoldgicos, biomasa vy rendimiento en fréjol co-
mUn variedad bola 60.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del bicinoculante sobre pardime-
tros de nodulacion, biomasa, componentes de ren-
dimiento, porcentaje de N total y rendimiento agri-
cola de la variedad bola 60 en condiciones de
campo.

e Determinar Ia influencia de la aplicacidn del bioino-
culante sobre las propiedades fisicas, guimicas v
microbiolégicas del suelo en el drea de experimen-
tacién.

e Redlizar un andllisis de beneficio-costo de la aplica-
cién del bicinoculante frente a la fertilizacién quimi-
CCk:

Metodologia

Metodologia para el primer objetivo
Montaje del experimento con 4 replicas por tratamiento.

Alos 7, 15y 21 dias después de Ia siembra (DDS), se
analizo los pardmetros morfoldgicos.

A los 30y 60 dias (DDS), se evalud los pardmetros de
nodulacidn y biomasa del cultivo de frejol.

Al final de los 60 (DDS) se evalud el contenido de N
total de las semillas.

Metodologia para el segundo objetivo

Se tfomaran muestras a una profundidad de 20 cm en la
rizosfera del suelo de cada una de las réplicas.

En el andilisis fisico del suelo, se evaluaran : Tipo y subtipo
de suelo, textura, estructura, coeficiente de permeabili-
dad y porosidad. El andlisis gquimico del suelo serdin: pH,
conductividad eléctrica (CE), % MO, N, P, K, Ca, Mg, Fe,
Co, Mn.

El andilisis microbiolégico corresponderd al conteo de
bacterias, hongos y actinomicetos (UFC gs-1)

Metodologia para el tercer objetivo

Determinar el comportamiento econdmico de o utiliza-
cién de inoculantes bioldgicos en fréjol en comparacién
con la fertilizacién quimica (CIMMYT, 1998), donde se
tendrd en cuenta el presupuesto parcial, precios de
campo, costos de campo y  andilisis marginal .
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Resultados

8 DDS 15DDsS 21 DDs
TRAT.
Altura NH Altura NH Altura NH
1 5,55« 4,49« 12,05« 5,45« 16,55« 5,85«
2 3,9 3.4e 940 5.15a 10,50 4,40
3 0,28* 0,19* (07 Q,19* 0,95* 0,30*
Tabla 1. Pard Sgi ientos: 1 (I ) 2

(Testigo) 3 (eror estdndan, NH (numero de hojas)

NUMERO NODULOS

14,00 -
12,00 10TSG
10,00

8,00 +

6,00 aks

4,00

2,00 T

0,00 . i

Control (Inoculo) R. lusitanum-
Saraguro
Figura 1. NOmero de nédulos totales, var. Bola 60
PESO FRESCO NODULOS
0,1

0,08 U,UDT 304

0,06

004 0,01902

0,02

0 T ]
-0,02 -
Saraguro

Figura 2. Peso (g) fresco de nédulos totales, var. Bola




Anexo 12. Evidencia fotogréfica.

EVIDENCIA FOTOGRAFICA DEL TRABAJO INVESTIGATIVO

Tema: “VALIDACION DE UN BIOINOCULANTE A BASE DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS EN EL CRECIMIENTO, DESARROLLOY

RENDIMIENTO AGRICOLA DE (Phaseolus vulgaris L.)”

Figura N°

Imagen

Descripcion

ANALISIS DE PARAMETROS DE NODULACION
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Recoleccion  de
muestras, en el
Canton Catamayo

Barrio San José

Lavado de las
muestras

recolectadas



Continuacion anexo 12

Secado de la raiz
con los nddulos
previo al conteo

de los mismos

3
Conteo de
Nodulos de las
muestras

4
recolectadas
ICOS
Evaluacion de la
altura de las
plantas de frejol

5 bola 60.
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Continuacion anexo 12

Conteo del
numero de hojas
de frejol de la
variedad de bola
60.

Peso del follaje
de frejol de la
variedad bola 60

Peso radicular de
la variedad de
frejol bola 60

PARAMETROS DE RENDIMIENTO
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Continuacion anexo 12

10

11

Cosecha del
cultivo de frejol
bola para el
analisis del

rendimiento

Conteo de vainas
y conteo de
granos por vaina

de frejol.

Peso de frejol
bola 60.

ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL SUELO
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Continuacion anexo 12

12

13

14

15

63

Reactivos
utilizados para los
medios de

cultivos.

Pesaje de agar
nutriente, para la
preparacion  del

medio de cultivo.

Mezcla de los
reactivos para la
preparacion  del
medio de Cultivo.

Autoclave para la
esterilizacion del

medio.



Continuacién anexo 12
Pesaje de un

16
gramo de suelo

para realizar las

diluciones.

17 Tubos de ensayo
para realizar las

diluciones.

Extraccion de
Iml de dilucién,

18
colocada en la
caja petri.

19 Incubacién de
cajas petri.
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Continuacion anexo 12

20

21

22

23

65

Placa con
colonias de
bacterias

Placa con colonia

de hongos

Placa de colonia
con

actynomicetos

Exposicion  del
dia de campo en
el médulo IV de
la carrera de
Ingenieria

Agronoma.



66



