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RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo con la finalidad de determinar a eficiencia de
bacterias diazotrdficas sobre parametros de nodulacion, caracteristicas morfoldgicas,
biomasa, componentes del rendimiento y rendimiento agricola en fréjol rojo y fréjol
negro. Se seleccionaron los mejores aislados de bacterias obtenidas en condiciones de
laboratorio. El total de tratamientos empleados en la investigacion fue de cinco: T1-
Rhizobium etli bv. mimosae, T2-Rhizobium phaseoli, T3-Rhizobium leguminosarum,
T5-fertilizacion y T6-testigo. A nivel de campo se emple6 un disefio de bloques al azar
con 4 réplicas por tratamiento. Previamente a la siembra se elabord el indculo para
posteriormente realizar la peletizacion de la semilla de los genotipos en estudio. Para
cada uno de los parametros a evaluar, se seleccionaron 5 plantas al azar de cada réplica
de los tratamientos. Las evaluaciones realizadas inicialmente fueron altura de plantas y

namero de hojas a los 7, 14 y 21 dias después de la siembra (DDS).

A los 30 y 60 DDS, se evaluaron los parametros de nodulacion (nimero de nédulos-
NN, peso fresco de los nddulos-PFN vy el peso seco de los nodulos-PSN) en fréjol rojo y
fréjol negro. Del material recolectado para evaluar los pardmetros de nodulacion, se
extrajo la raiz y la parte foliar para determinar el parametro de biomasa (peso fresco del
follaje-PFF, peso seco del follaje-PSF, peso fresco de la raiz-PFR y peso seco de la raiz-
PSR).

Una vez obtenidos los parametros de nodulacion, se Para todas la va a laboratorio. Para
la segunda evaluacion realizada a los 60 DDS, se sigui6 el mismo procedimiento.

Los componentes del rendimiento se los obtuvo al final de la fase de campo, para lo
cual fue necesario tomar 5 plantas al azar con el fin de evaluar: longitud de vainas por
planta-LVP, nimero de granos por vaina-NGV, numero de granos por planta-NGP,
peso de vainas por planta-PVP, nimero de vainas por planta-NVP y peso de granos por
planta-PGP. El rendimiento agricola se lo obtuvo tomando 40 plantas por réplica de
cada tratamiento, se extrajo el grano y se lo pesoé; los valores obtenidos se los extrapold
aTM ha,

En cuanto al analisis fisico, quimico y microbioldgico, se lo realizé al inicio y al final

del experimento, en el cual se seleccion6 1 muestra de suelo de 1 kg por cada uno de los

Vi



tratamientos, al final se mezclaron para obtener una muestra homogénea de cada
variedad. Los andlisis fisico-quimico se lo realizd en el laboratorio de Suelo, Agua y
Foliares de AGROCALIDAD vy en el Laboratorio de Andlisis Fisico, Quimico de
Suelos, Aguas y Bromatologia de la Universidad Nacional de Loja. El analisis
microbioldgico de bacterias, hongos y actinomycetos se lo desarrollé en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional de Loja, en donde se realizaron
diluciones cuantitativas de las muestras de suelo, y para la siembra de cada

microorganismo se elaboraron medios de cultivo especificos para cada uno.
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SUMMARY

This research was conducted in order to determine efficiency of diazotrophic bacteria on
nodulation parameters, morphological, biomass, yield components and crop yield in red
beans and black beans. Best bacterial isolates obtained under laboratory conditions were
selected. The total number of treatments used in the study was five: T1-Rhizobium etli
bv mimosae, T2-Rhizobium phaseoli, T3-Rhizobium leguminosarum, T5-fertilization
and T6-control. A field-level block design with 4 replicates randomly per treatment was
used. Before sowing the seed for later perform pelletizing seed genotypes under study
was developed. For each of the parameters evaluated 5 randomly selected plants in each
replicate were chosen treatments. Evaluations were performed initially plant height and
number of leaves at 7, 14 and 21 days after sowing (DAS).

At 30 and 60 DAS, the parameters of nodulation (nodule number, NN, nodule fresh
weight and dry-weight NFP lymph-PSN) red beans and black beans were evaluated.
Collected to evaluate the parameters of item nodulation, root and leaf portion was
extracted to determine the parameter of biomass (fresh weight-PFF foliage, foliage dry
weight-PSF, fresh root weight and dry-weight PFR root-PSR). Once the parameters
obtained nodulation is for all the laboratory will. For the second evaluation at 60 DDS,

the same procedure was followed.

Yield components were obtained at the end of the field phase, it was necessary to take 5
random plants in order to assess: length-LVP pods per plant, number of grains per pod-
NGV, number of grains by plant-NGP, weight of pods per plant-PVVP, number of pods
per plant and NVP-grain weight per plant-PGP. Agricultural output is obtained by
taking the 40 plants per replicate of each treatment, the grain was removed and weighed
it; the values obtained were extrapolated TM ha™.

Regarding the physical, chemical and microbiological analysis, it was made at the
beginning and end of the experiment, in which one sample of soil from 1 kg was
selected for each of the treatments, eventually mixed to obtain a homogeneous sample
of each variety. The physico-chemical analysis was conducted in the laboratory of Soil,
Water and Foliar AGROCALIDAD and Physical Analysis Laboratory, Chemical Soil,

Water and Food Science, National University of Loja. Microbiological testing of
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bacteria, fungi and actinomycetes it developed in the Laboratory of Plant Protection,
National University of Loja, where quantitative dilutions of soil samples were
performed, and the planting of each organism specific culture media were prepared for

each.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, un ecosistema saludable para las generaciones futuras y una produccion
sostenible de alimentos son cuestiones importantes para la sociedad mundial; por lo tanto es
indispensable buscar alternativas para que el aumento de la produccion agricola esté
garantizado asi como la calidad ambiental, ya que la utilizacion masiva, a nivel mundial, de
fertilizantes nitrogenados, no sélo afecta a la economia desde el punto de vista de su
adquisicién, sino que trae desequilibrios en el suelo perjudicando su fertilidad, por las grandes
cantidades de nitrogeno aplicado (aproximadamente 77x10° toneladas de nitrogeno afo™

como fertilizante).

En el Ecuador y particularmente en la provincia de Loja, la agricultura depende en gran
medida del uso de fertilizantes quimicos para mantener altas producciones agricolas, es por
ello, pertinente destacar la importancia de las leguminosas y principalmente del fréjol, ya que
este constituye parte fundamental en la dieta humana de pequefios productores y familias
ecuatorianas de escasos recursos econdémicos por ser fuente de proteinas y carbohidratos.
Segln el INEC (2011), del total del area de cultivos transitorios sembrada en el Ecuador, el
fréjol tierno ocupa 5 748 ha con una produccion de 11 429 TM; y en la provincia de Loja, la
produccién de fréjol en grano seco abarca 350 ha con un rendimiento de 177 TM y en vaina

tierna 302 ha con un rendimiento de 249 TM.

Ademas de la importancia alimenticia destacada anteriormente, el beneficio ecoldgico que
brinda este cultivo, es que forma parte esencial dentro de los agro-ecosistemas, debido a que
reducen requerimientos de N quimico, proveen N en rotacion, asociacion y cobertura, mejoran
la calidad del suelo, contribuyen a recuperar suelos acidos, mejoran el ciclo del fosforo,

mejoran el control de plagas, controlan malezas (cobertura) y mejoran la captura de carbono.

Los beneficios mencionados anteriormente, se deben principalmente, a la caracteristica que
posee el fréjol en el proceso de fijacion biologica de nitrégeno (FBN), el mismo que consiste
en establecer una simbiosis con bacterias del género Rhizobium y captar N2 de la atmdsfera
para transformarlo en formas asimilables para la planta (nitratos y nitritos). Dependiendo de la
eficiencia en la interaccion, se pueden alcanzar niveles promedio de fijacion de

300 kg ha afio®; en el caso del fréjol la cantidad de nitrogeno fijado es de 25-100 kg ha afio™



Por otra parte, el papel que desempefia Rhizobium en el proceso de FBN trae consigo
beneficios que estdn enmarcados en el mejoramiento de las caracteristicas fisicas y biologicas;
en el primer aspecto desempefian un papel importante en la descomposicion de residuos
organicos y en la formacion de humus mejoran la estructura y la agregacion de las particulas
del suelo, reducen su compactacion, incrementan los espacios porosos y mejoran la
infiltracion del agua y en el aspecto biologico, suprimen o controlan las poblaciones de
microorganismos patogenos que se desarrollan en el suelo; incrementan la biodiversidad
microbiana e inhiben el desarrollo de microorganismos inductores de enfermedades, lo que

genera las condiciones necesarias para que los microorganismos benéficos nativos prosperen.

Es por ello que el presente trabajo contribuira con estudios de combinaciones eficientes
bacteria-leguminosa en condiciones de campo y esto permita dilucidar el efecto de estas
bacterias sobre el cultivo de fréjol, con el fin de en lo posterior producir bioinoculantes
eficientes para estos cultivos. Todo esto se traduce en producciones sanas y accesibles al
agricultor, buscando con ello una produccién sostenible y amigable con el ambiente, pero

sobre todo con bajos costos y mejores rendimientos.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, los objetivos que se cumplieron en la presente

investigacion fueron:

1. Determinar el efecto de aislados de Rhizobium nativos de la region Sur del Ecuador
sobre parametros de nodulacién de los genotipos fréjol rojo, fréjol negro y blanco

belén en condiciones de campo.

2. Evaluar el efecto de los aislados de Rhizobium sobre pardmetros morfolégicos,
biomasa, componentes de rendimiento, contenido total de N y rendimiento agricola de

los genotipos de fréjol, objetos de estudio.

3. Evaluar la influencia de la aplicacion de los aislados sobre las propiedades fisicas,

quimicas y microbioldgicas del suelo en el area de experimentacion.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE LAS LEGUMINOSAS

Las Leguminosas pertenecen a una gran familia de plantas que incluye una amplia variedad
de especies y comprende tanto arboles, arbustos, hierbas y cultivos. EI nombre "leguminosa”
viene de su principal caracteristica, que es su fruto en forma de una vaina, conocida como

legumbre (Guerrero, 2010).

Las leguminosas de grano comestible (fréjol, arveja, haba, lenteja, chocho) constituyen el
alimento basico en la canasta familiar ecuatoriana; pueden cubrir una parte considerable de las
necesidades dietéticas, debido al alto contenido de proteinas, carbohidratos, minerales y fibra,
lo que determina su valor e importancia en la alimentacion humana; ademas este grupo de
leguminosas juegan un papel importante en los sistemas de produccion, seguridad y soberania
alimentaria (INIAP, 2010).

Ecuador es parte del centro de origen de las plantas cultivadas. En esta parte del mundo
fueron domesticadas importantes especies como la papa, el maiz, el fréjol y otras
innumerables especies, en las que se destacan los granos andinos: quinua, chocho y amaranto.
El pais, en la sierra dispone de aproximadamente cien mil hectareas con condiciones de suelo
y clima aptos para el cultivo de granos andinos, es decir sin limitaciones de suelo y clima
(INIAP, 2007).

2.1.1. Fréjol

2.1.1.1. Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Subreino: Embriobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Subfamilia: Phaseolae



Familia: Fabaceae

Tribu: Papilionoidae
Género: Phaseolus
Especie: vulgaris

Nombre cientifico:  Phaseolus vulgaris L
Fuente: Ulloa, Ramirez et al., 2011.

2.1.1.2. Historia e importancia

Los estudios arqueolodgicos indican que el fréjol comun (Phaseolus vulgaris), es originario del
continente americano. Se han encontrado evidencias, con antigiiedad de 5000 a 8000 afios, en
algunas regiones de México, Estados Unidos y Pera (FENALCE, 2010).

El fréjol es, dentro de las leguminosas de grano, la especie mas importante para el consumo
humano. Se cultiva practicamente en todo el mundo, en 129 paises de los cinco continentes,
se reporta la produccion de fréjol, segin la FAO. Ameérica Latina es la zona de mayor
produccion y consumo, se estima que mas del 45% de la produccion mundial proviene de esta
region, donde es considerado como uno de los productos béasicos de la economia campesina
(FENALCE, 2010).

En el Ecuador se cultivan dos tipos de fréjol comun: arbustivos y volubles (asociados con
maiz, en espalderas o tutores). Los dos tipos de fréjol son muy importantes en la alimentacion
tanto humana como animal, ya que contienen grandes cantidades de proteinas que sirven
como alimento para toda la poblacion, sobre todo la que cuenta con escasos recursos
econdmicos y no tiene un facil acceso a otras fuentes proteicas como es la alimentacion
animal. A mas de ser parte del alimento diario en zonas productoras, el fréjol comun es
también comercializado en los mercados locales o exportado a Colombia. La forma de

consumir y comercializar puede ser como grano fresco o seco (Peralta et al., 2012).

Aproximadamente el 90 % del area sembrada con fréjol, se encuentra a cargo de los pequefios
productores, especialmente de la sierra ecuatoriana; ademas el 40 % del area cultiva

constituye un sistema de produccién en asocio con maiz (Voysest, 2000).



2.1.1.3. Caracteristicas agronémicas

Es una planta anual perteneciente a la familia de las leguminosas.

- Raiz: Sistema radical superficial, pero hay variaciones dentro de una misma variedad.

En las raices encontramos los nédulos de bacterias que fijan nitrégeno.

- Tallo: Herbaceo, tierno y ramificado. Puede ser de crecimiento determinado o
indeterminado. Cuando es de crecimiento determinado las plantas son enanas y de tallos
erectos de 20 a 60 cm de alto, y cuando son de crecimiento indeterminado, las plantas tienen

un tutor y alcanzan de 2 a 3 metros de longitud.

- Hojas: Compuestas, alternas, trifoliadas, de color verde o morado, con 0 sin

pubescencia o vellos.

- Flores: Estan dispuestas en racimos terminales o axilares, segun su crecimiento

(determinado o indeterminado), de color blanco rosado o de tonalidad morada.

- Fruto: Es una vaina con dos valvas (una dorsal y la otra placental) indehiscentes, en
ella se encuentran las semillas, que en estado maduro se abre para dejarlas libres (FAO,
2006).

2.1.1.4. Requerimientos edafo-climaticos

Segun el INIAP (2009) en el Ecuador las zonas productoras de fréjol arbustivo se localizan
tanto en valles, como en las estribaciones de la cordillera, a alturas que oscilan entre los 1 000

y 2 500 msnm en valles y entre los 800 y 1200 msnm.

En cuanto al fréjol voluble o trepador, esté localizado en las provincias de Carchi, Imbabura,
Pichincha, Chimborazo, Bolivar y Loja, el requerimiento en 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 800-2 000 mm anuales (Quishpe, 2012).



» Caracteristicas del fréjol blanco belén (INIAP 422)

Presenta un habito de crecimiento determinado arbustivo, es decir, florece de arriba hacia
abajo. El rango de adaptabilidad es de 1000a 2500 msnm en areas de valle como El Chota,
Mira y Salinas (Carchi, Imbabura), Guayllabamba y Tumbaco (Pichincha), Patate
(Tungurahua), Gualaceo y Yunguilla (Azuay), Vilcabamba, Catamayo, Malacatos (Loja) y
800 a 1 200 msnm en estribaciones como: Intag (Imbabura), Noroccidente de Pichincha, El
Corazon (Cotopaxi), Chanchan y Huigra (Chimborazo), Pallatanga (Chimborazo y Bolivar) y
Chillanes (Bolivar), Javin y Chontamarca (Cafiar).. El clima apto para su desarrollo son zonas
con precipitaciones de 300 a 700 mm en el ciclo, temperaturas de 16-20 °C y suelos francos,
arenosos, con pH de 5.5-7.5 (INIAP, 2010).

» Caracteristicas del fréjol rojo

Esta variedad presenta un habito de crecimiento indeterminado tipo Il con guia pequefia. La
maduracion es uniforme. En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas en cuanto al color,
forma y tamafio del grano es rojo-moteado, arrifionado, grande. La época adecuada para la
siembra es en los meses de febrero a marzo y septiembre a octubre. El rango de adaptabilidad
a los ambientes de valles y estribaciones es de 1400 a 2400 msnm (INIAP, 2012).

» Caracteristicas del fréjol negro afroandino (INIAP 482)

Presenta un habito de crecimiento indeterminado arbustivo tipo Il, con una guia pequefia,
florece de abajo hacia arriba. Tiene una maduracién uniforme, tolera la falta de agua y suelos
pobres. Se adapta a los valles de: EI Chota, Mira y Salinas (Carchi, Imbabura), Guayllabamba
y Tumbaco (Pichincha), Patate (Tungurahua), Gualaceo y Yunguilla (Azuay), Vilcabamba,
Catamayo, Malacatos (Loja), y estribaciones de Intag (Imbabura), Noroccidente de Pichincha,
El Corazon (Cotopaxi), Chanchan y Huigra (Chimborazo), Pallatanga (Chimborazo y Bolivar)
y Chillanes (Bolivar), Javin y Chontamarca (Cafar). El rango altitudinal varia entre 1200 a
2500 msnm (areas de valle) 1000 a 2200 msnm (estribaciones), con precipitaciones de 300 a
700 mm, temperatura del6 a 20° C y suelos francos-arenosos, con pH de 5.5 a 7.5 (INIAP,
2010).



2.1.15. Fases fenoldgicas

Las etapas de desarrollo del cultivo son diez, cinco de desarrollo vegetativo y cinco de
desarrollo reproductivo. La primera fase culmina entre los 16 y 23 dias y la segunda fase
concluye con la maduracién a los 62 y 77 dias después de la siembra.

En el siguiente cuadro se muestran las fases, etapas y periodos de crecimiento.

Tabla 1. Fases fenologicas del cultivo de fréjol.

FASE ETAPA DIAS
Germinacion 0-5
Emergencia 5-7
Vegetativa Hojas primarias 7-11
Primera hoja trifoliada 11-16
Tercera hoja trifoliada 16-23
Prefloracion 23-32
Floracion 32-26
Reproductiva Formacion de vainas 36-44
Llenado de vainas 44-62
Maduracion 62-77

Fuente: Garcia et al., 2009.

2.1.1.6. Rendimiento

Segun INEC (2010), la superficie sembrada de fréjol en cultivo solo fue de 5 748 ha de las
cuales se cosecharon 5 388 ha equivalentes a 11 439 TM; mientras que en asocio la superficie
sembrada fue de 39 218 ha y la cosechada de 37 476 lo que equivalen a 8 017 TM. El
promedio nacional de produccién por hectarea de frejol seco es de 18 qgha™(0.0018 TM ha™l),
mientras que en tierno es de 38 gg ha(0.0038 TM hal) (INEC, 2012).

En la provincia de Loja la superficie sembrada de fréjol es de 4 282 ha, de las cuales 302 ha
son en cultivo solo con una produccion de 249 TM, y en asocio 4 282 ha con una produccion
de 1 017 TM de fréjol tierno (INEC, 2011).



El cultivo de fréjol constituye actualmente el 0.84% del total de superficie arable en el
Ecuador, segun el Tercer Censo Nacional Agropecuario (2000), los rendimientos promedio
estuvieron en el orden de los 0.2 TM ha* en lo que a grano seco se refiere, mientras que en
verde los rendimientos alcanzaron los 0.62 TM ha (SICA, 2006).

» Rendimiento de fréjol blanco belén

Produce aproximadamente 15 vainas por planta. Su rendimiento en vaina verde es de 5 y 8
TM hal, mientras que en grano seco es de 2,193 kg ha. El elevado rendimiento depende
también del buen manejo agronémico que se le dé a esta variedad, en cuanto a irrigacion,

fertilizacion, aporques, manejo de plagas y enfermedades (INIAP-PROMSA, 2003).

» Rendimiento de fréjol rojo

Es una variedad de alta calidad, ademas de la buena cantidad de vainas que produce (10 a 12)
por planta, presenta buenos rendimientos en grano seco: 1,437 TM ha? en promedio. Con
buen manejo agronémico, es decir, seleccionar semilla de buena calidad, fertilizacién, control
de malezas, deshierba, aporque oportuno, control de plagas y enfermedades y buena humedad
en el suelo, los rendimientos en grano seco son de 1,072 TM ha* a 1 802 TM ha (INIAP,
2010).

» Rendimiento de fréjol negro afroandino

Esta variedad posee alto rendimiento en grano seco 1,894 TM ha(41.7 qq ha*) en promedio.
Con buen manejo agronémico, es decir, seleccionar semilla de buena calidad, fertilizacion,
control de malezas, deshierba, aporque oportuno, control de plagas y enfermedades y buena
humedad en el suelo, los rendimientos en grano seco son de 1,26 TM ha' a 2,52 TM ha! (2
865 qq ha™)

2.2. IMPORTANCIA DEL NITROGENO

El nitrdgeno molecular es el principal constituyente de la atmosfera. La concentracion de
nitrégeno es resultado del balance entre la fijacion del nitrdgeno atmosférico por accion

bacteriana, eléctrica y quimica, y su liberacion se realiza a través de la descomposicion de

8



materias organicas por bacterias o por combustion. Es un constituyente esencial de moléculas
fundamentales de todos los seres vivos: aminoacidos, proteinas, &cidos nucleicos, vitaminas,
entre otros. En estado combinado, el nitrégeno se presenta en diversas formas. Para que el
nitrégeno pueda ser asimilado, es necesario que sea reducido, los Unicos seres vivos capaces
de realizar esta reaccion son las Eubacteria y Archaea, por el proceso denominado fijacion
bioldgica de nitrégeno (FBN) (Baca et al., 2000).

2.2.1. Ciclo del Nitrogeno

El ciclo del nitrégeno en el suelo representa solamente una parte del ciclo total del nitrdgeno
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 Ordofiez, 2013), ya que, segun
Castillo et al. (2005), En la naturaleza, la mayor parte del nitrégeno disponible se encuentra

en forma inorgéanica, como amoniaco (NHz), nitratos (NOs), o dinitrégeno (Nz).

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

etapas:

» Fijacion: Consiste en la incorporacion del nitrégeno 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 (NOs-) por medio de la enzima nitrogenasa. La
relacién entre Rhizobium y su huésped es mutualista: las bacterias reciben carbohidratos
elaborados por la planta, y la planta recibe nitrégeno en una forma asimilable (CICEANA,
2007).

» Nitrificacion: Segun Pelczar et al (1993), la oxidacion del amoniaco a nitritos se Ilama
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,

9



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

» Asimilacion: La asimilacion ocurre cuando las plantas absorben a través de sus raices,
nitrato (NO3-) o amoniaco (NHs), 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 Orddiiez, 2013).

» Amonificaciéon: La amonificacién comienza cuando organismos producen desechos
gue contienen nitrégeno como la urea (orina) y desechos de aves u organismos muertos
(Salazar y Ordédfiez, 2013) y son degradados a compuestos simples por los organismos que
viven en el suelo (bacterias y hongos), llevando a cabo la digestion enzimética por lo que el
amonio se degrada a compuestos aminados, como proteasas, peptonas y al final, en
aminoéacidos. Una vez concluida la etapa, las bacterias fijadoras liberan el exceso de nitrégeno

como amoniaco (NHs) o amonio (NH.) (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 desnitrificacién y conlleva a pérdidas de nitrégeno en el suelo. Algunos de los
microorganismos relacionados en la reaccién son Thiobacillus denitrificans (aut6trofo),
Micrococcus denitrificans (heterétrofo) y algunas especies de heterétrofos mas comunes
perteneciente a los géneros Serratia, Pseudomonas, y 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).

El hombre también interviene en este ciclo y lo desequilibra a través de la fijacion industrial

del nitrégeno, por medio de la sintesis de abonos y fertilizantes (Seoanez et al., 2000).
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2.3. FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO (FBN)

El hecho de que el cultivo de leguminosas enriquece el terreno es conocido desde hace mucho
tiempo, habiéndose derivado del mismo la técnica de alternar cultivos de afio en afo

siguiendo rotaciones en las que obligadamente interviene una leguminosa (Cerda, 2008).

Hasta la primera mitad del siglo pasado no se conocia que la accion fertilizante de las
leguminosas se debia principalmente al incremento de nitrégeno en el suelo. La demostracion
de que la asimilacién del nitrégeno atmosférico es realizado por ciertas bacterias Rhizobium
que viven en simbiosis con las leguminosas formando nudosidades en sus raices, fue realizado
a la mitad el siglo XX (Nadal et al., 2004).

El proceso global microbiano de fijacion del nitrogeno, es realmente un proceso complicado
que es objeto de una amplia investigacion. La fijacion bioldgica del nitr6geno es un proceso
bioquimico importante en el medio ambiente y esencial para el crecimiento de las plantas en

ausencia de fertilizantes sintéticos (Manahan, 2007).

Todos los organismos pueden convertir el amoniaco en nitrogeno organico, pero pocos tienen
la capacidad de sintetizar NHs y compuestos orgénicos nitrogenados a partir del Na. La
reduccion de N2 a NHs, denominada fijacion bioldgica del nitrogeno, es realizada por algunas
especies procariotas, a veces en relacion simbiotica con las plantas. Otras formas inorganicas
del nitrégeno, como el nitrato (NHz3) y el nitrito (NH2) pueden ser reducidas e incorporadas a
la materia organica por la mayoria de los microorganismos y plantas. Entre las bacterias
fijadoras de N hay algunas que viven en los suelos como Azotobacter, otras son
cianobacterias (algas verde-azuladas) Oliveira et al (2006) y hay otras que viven en simbiosis
con las leguminosas e inducen a la formacién de nddulos radicales como es el caso de
Rhizobium (Pereté et al., 2007).

La fijacion efectuada por microorganismos de vida libre (viven independientemente en el
suelo y en el agua) se llama fijacion asimbidtica, y las que se asocian a especies leguminosas
se denomina fijacion simbiotica (género Rhizobium-leguminosa). Todos los microorganismos
fijadores tiene una enzima comun, la nitrogenasa, que regula el proceso de fijacidn

transformando el nitr6geno atmosférico en amoniaco (Oliveira et al., 2006).
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En lo que respecta a la fijacion biologica del nitrogeno, Pedraza et al. (2010) menciona que,
ademas de su importancia en la fertilidad del suelo, es uno de los mecanismos de reposicion
del nitrogeno que se pierde mediante la desnitrificacion, absorcion de los cultivos, percolacion
y erosion; por lo tanto es un proceso basico para que la vida continde en la tierra. Este proceso
bioldgico es considerado el segundo mas importante en el planeta después de la fotosintesis,

junto con la descomposicion de la materia organica.

2.3.1. Microorganismos diazotroéficos simbioticos

Las bacterias diazotréficas simbidticas son aquellas que son capaces de fijar nitrogeno
atmosférico en simbiosis con las raices de plantas leguminosas. Estas raices presentan nodulos
en cuyas celulas se alojan las bacterias fijadoras de nitrogeno; toman acidos organicos de las
plantas y contribuyen con compuestos nitrogenados y amidas de reserva. Este tipo de fijacion
de nitrogeno es muy eficiente al recibir las plantas los compuestos nitrogenados directamente

de los microorganismos nitro-fijadores que viven en simbiosis (Espin, 2002).

Se han descrito 40 especies en nueve géneros de bacterias que forman nddulos en
leguminosas, no obstante, existen bacterias simbidticas que pueden colonizar otras plantas;
por ejemplo: Rhizobium leguminosarum y cepas fotosintéticas de Bradyrhizobium sp
encontradas en raices de arroz (Yanni et al., 2001); y Rhizobium etli en raices de maiz
(Gutierrez y Martinez, 2001).

Las asociaciones fijadoras de nitrégeno entre rizobios y leguminosas tienen importancia en el
ciclo global del nitrégeno en la agricultura. Segin Ronald y Bartha (2006), mencionan que
hasta hace poco todas las bacterias fijadoras de nitrdgeno que producen noédulos en
leguminosas se clasificaban en un Gnico género, Rhizobium, seglin Taiz y Zerger (2006), la
simbiosis se produce entre los miembros de la familia Leguminosae y las bacterias del suelo
del género: Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium
(Ledn, 2013).

Las bacterias que viven libres en el suelo o en simbiosis son esenciales para fijar el nitrogeno
atmosférico originan compuestos solubles por las plantas, como amoniaco. Con posterioridad,
el amoniaco entra en la cadena alimenticia mediante su incorporacion a los aminoacidos y

proteinas y asi formar parte de la composicion del suelo o de los seres vivos (Calvo, 2011).
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Segun Calvo (2011), el complejo enzimatico nitrogenasa que es la enzima implicada en el
proceso de fijacion del nitrogeno en la transformacion en amoniaco del nitrégeno presente en
la atmosfera, se inactiva irreversiblemente en presencia de oxigeno. Por lo tanto, la presencia
de grandes cantidades de oxigeno en el nodulo radicular restringe la fijacion de nitrogeno; es
por ello que este proceso tiene lugar en condiciones anaerdbicas. Segin Rivera (2012),
aproximadamente el 80 % del nitrégeno fijado bioldgicamente en la agricultura proviene de la

simbiosis entre las leguminosas y las especies anteriormente sefialadas.

Si tenemos en cuenta que la familia leguminosae incluye numerosas plantas de gran interés
agronoémico y ecoldgico, queda claro el valor econdmico de la FBN en el cultivo de
leguminosas es muy importante, ya que enriquecen en nitrégeno los suelos, recuperandolos
para la practica agricola (la FBN incorpora a la biosfera 180 x 10° toneladas de nitrégeno al
afio) (Leon, 2013).

Se estima que los sistemas simbi6ticos fijan entre 75 y 300 kg de N ha afio™®, mientras que los
no simbidticos no superarian los 15 kg de N ha™. A pesar de estas diferencias, la fijacion
libre, sola, representa a nivel global algo menos de la mitad de los 200-250 millones de
toneladas de N fijado por afio, ya que la simbidtica (aunque sea mas eficiente) esta limitada a

unas pocas especies vegetales, entre ellas las leguminosas (Abela, 2012).

2.4. GENERALIDADES DEL GENERO RHIZOBIUM

Nombre genérico con el que se designa a las bacterias formadoras de nédulos fijadoras de
nitrégeno atmosférico principalmente en las plantas pertenecientes a la familia de las
leguminosas. Son bacterias de tipo Gram negativas y aerobias obligadas dotadas de flagelos

para facilitar su movilizacion en el suelo (Nadal et al., 2004).
Segun Silva y Vinueza (2007), las bacterias que ocupan los nodulos de las plantas

leguminosas son un grupo polifilético colectivamente llamado rizobios, la caracteristica

fenotipica que las distingue de otras bacterias es desarrollar érganos llamados nodulos.
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2.4.1. Clasificacion taxondmica de Rhizobium

Madigan, et al. (2009), sefiala que Rhizobium se encuentra dentro de la siguiente clasificacion

taxonomica:
Filum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium
Especies: alamii, alkalisoli, cellulosilyticum, daejeonense, endophyticum, etli,

galegae, gallicum, giardinii, hainanense, herbae, huautlense,
indigoferae, leguminosarum, loessense, lusitanum, mesosinicum,
miluonense, mongolense, multihospitium, oryzae, phaseoli, pisi,
tibeticum, sullae, tropici, tubonense, undicola, vignae, yanglingense.

(http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia).

2.4.2.  Descripcion microscopica y macroscopica

Son bacilos de 0.5-1.0 x 1.2-3.0 um, Gram negativos, moviles por flagelos peritricos (varios
alrededor). Las colonias son usualmente blancas o beige, circulares convexas, semitraslicidas
u opacas, a veces mucoides, usualmente de 2-4 mm de didmetro dentro de 3-5 dias de
incubacion en medio YMA (Yeast-Mannitol-Agar) o LMA (Levadura-Manitol-Agar) (Rivera,
2012).

2.4.3. Metabolismo de Rhizobium

El género Rhizobium es aerobio, su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre 25y
30 °C; algunas especies pueden crecer a temperaturas de 40 °C. El pH varia dependiendo de la
especie, asi R. lupini y R. japonicum se adaptan a pH que van desde 3.2 a 4.2, mientras que la
mayoria de las especies se desarrolla mejor en suelos proximos a la neutralidad (Gomez,
2005). El tiempo de generacién de las cepas de Rhizobium sp esta entre 1.5-5.0 horas (Rivera,
2012).
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Es quimiorganoheterdtrofo (obtienen energia, carbono y equivalentes reductores para las
reacciones biosintéticas de compuestos organicos), utiliza un amplio rango de carbohidratos y
sales de &cidos organicos como unica fuente de carbono, sin formacion de gas. No son
capaces de metabolizar la celulosa y el almidon. Producen una reaccion acida en medio
mineral que contenga sales y manitol u otros carbohidratos. Las sales de amonio, de nitrato y
la mayoria de los amino&cidos pueden servir como fuente de nitrégeno (Rivera, 2012).

2.4.4. Ecologia de Rhizobium

Beijerinck (1888), obtuvo el primer cultivo bacteriano puro de un nédulo de raiz de
leguminosa y lo llamé Bacillus radicicola. Posteriormente, Frank propuso el nombre
Rhizobium para estos aislados. Basada en la especificidad de los huéspedes para 1929 ya se
habian reconocido seis especies: R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R.
japonicum y R. lupini. En esta clasificacion, cada especie se componia de cepas que
compartian un grupo de leguminosas huésped. Mas tarde, en 1974, Jordan y Allen dividieron

estas especies en dos grupos (Carranza, 2004):

» Grupo I: de crecimiento rapido, productoras de acido, con dos a seis flagelos, A este
grupo pertenecen Rhizobium leguminosarum, R. phaseoli, R. trifolii, R. meliloti.
» Grupo Il: de crecimiento lento, productores de bases, con flagelos. Aqui se encuentra

Bradyrhizobium japonicum, Microvirga lupini (Weir, 2013).

Segun Hernandez (2004), indica que las bacterias del grupo Rhizobium, pueden desarrollarse
como organismos de vida libre y son capaces de formar asociaciones con plantas de la familia
de las leguminosas, a la vez que conecta la capacidad fotosintética de la planta con la
capacidad de las bacterias de reducir el nitrégeno atmosférico, en donde, posteriormente se
desarrolla un intercambio de sefiales quimicas entre ambas partes que permite el
reconocimiento e invasion de la leguminosa apropiada por el rizobio, seguido por la
proliferacion y diferenciacion de una estructura altamente especializada denominada

“nodulo”, en la cual las bacterias son transformadas en bacteroides.

Los rizobios cubren un espectro ecologico muy amplio: se les encuentra como saprofitos en el
suelo, viven como rizobacterias en la zona radical de las leguminosas y otras plantas, y

pueden colonizar el nicho ecoldgico Unico de los nodulos (Silva et al., 2007).
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2.4.5. Simbiosis, infeccion y formacion de nédulos

La capacidad de fijacion nitrgeno, estd limitada por un grupo de microorganismos con
estructura celular procariota (bacterias y cianobacterias), de vida libre o simbidticas. Los
rizobios son de gran importancia porque establecen interacciones simbidticas con las raices de

las plantas, esta interaccion se lleva a cabo en los nédulos (Anaya, 2003).

El intercambio de sefiales moleculares entre los rizobios y la leguminosa, puede ser
ejemplificado por medio de las relaciones simbidticas, como la de las bacterias fijadoras de
nitrogeno Gram negativas del género Rhizobium y las plantas de la familia leguminosae
(Anaya, 2003).

El grado de especificidad de los rizobios hacia sus plantas hospederas particulares varia
mucho. Cierta clase de Rhizobium es capaz de producir nédulos en 35 géneros diferentes de
leguminosas, mientras que hay rizobios que estan restringidos solamente a una especie vegetal
o, incluso, a ciertas variedades de especies cultivadas (Thompson, 2003). A continuacién se
detalla cada uno de los pasos en el proceso de simbiosis de rizobios-leguminosas, infeccion y

formacion de los médulos:

» La bacteria Rhizobium migra hacia la zona radicular, por medio de una respuesta
quimiotéctica (Anaya, 2003). Segin Thompson (2003), este proceso se inicia debido a que las
raices de la planta exudan flavonoides, que son compuestos fendlicos no nitrogenados que
sirven de atrayentes para las bacterias (Rocha et al., 2006).Los genes nod dirigen basicamente
todas las etapas de la nodulacion, en los rizobios que se encuentran en el suelo cerca de la
planta (Castillo et al., 2005).

» Los exudados (flavonoides), son usados como un indicio de la disponibilidad de un
hospedero y para activar los genes nod de la simbiosis, que deben responder a la presencia de

los flavonoides apropiados (Castillo et al., 2005).
» Cierta proteinas producidas por la bacteria, como la ricadesina o las lectinas

sintetizadas por las plantas, participan en el proceso de adhesion de las bacterias a la raiz;

produciéndose la colonizacion de los pelos radiculares (Rocha et al., 2006).
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» Se piensa que la bacteria infecciosa secreta ciertos factores que estimulan las
divisiones celulares subepidérmicas en la raiz. Estas células en division, determinan la

formacion de pelos radicales que se convierten en blanco para la infeccién (Anaya, 2003).

Segun Rocha et al., (2006), las bacterias hidrolizan la pared celular, y por invaginacion de la
membrana celular, penetran en la raiz. Como respuesta, la planta deposita alrededor de la
lesion compuestos de pared celular, formando el llamado hilo de infeccion, en donde las

bacterias se dividen para luego ingresar a las células del cortex.

» A partir de una sefial no determinada desde la planta, rapidamente, las bacterias cesan
su division y empiezan a aumentar de tamarfio y a diferenciarse en organulos endosimbioticos
fijadores de nitrogeno Ilamados bacteroides. La membrana que rodea a los bacteroides se

Ilama membrana peribacteroidal (Taiz et al., 2006).

» Debido a que la fijacion de nitrégeno es un proceso sensible al oxigeno, las células
vegetales sintetizan una proteina llamada leghemoglobina, que tienen la funcién de
transportar oxigeno a través de los tejidos vegetales, liberando el oxigeno suficiente para
mantener el proceso respiratorio de las bacterias (Rocha et al., 2006).

2.45.1. Flavonoides

La formacidn del noédulo radicular es un proceso coordinado mediante una serie de etapas, que
implican sefializacion por parte de la planta y por parte del microsimbionte. En el caso de la
planta, esta pasa por una serie de fases o etapas. La primera etapa consiste en un proceso de
reconocimiento en donde la planta lanza sefiales, principalmente quimioatractantes, como son
los flavonoides (Calvo, 2011).Entre estos elementos los flavonoides (por ejemplo: luteolina,
narigenina y genisteina) que especificamente interactian con proteinas bacteriana NodD
activando la expresion de los genes (nod), dando lugar a la formacion y secrecion de los

factores de nodulacion (Rivera, 2012).

2.45.2. Acido indol acético (AIA)

El &cido indol acético (AIA) es la auxina mas estudiada debido a su clara accién en la

formacion de dominios apicales, diferenciacion vascular y en el desarrollo de organos. La
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sintesis de AIA en rizobacterias, estd ligada principalmente a tres rutas metabdlicas
ampliamente conocidas por tener como precursor al triptéfano. La primera ruta es la del acido
indol-3-piruvico (IP y A), presente en plantas y en varios microorganismos como en el caso
de Azospirillum sp. y Pseudomonas sp. En la segunda ruta la formacion de la triptamina
(alternativa para la produccién de AIA). La produccion de AIA en algunas cepas
fitopatdgenas, como Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens y Erwinia herbicola,
presenta en comun la sintesis de AIA via indol-3-acetamida (IAM). Sin embargo, esta ruta
metabolica también ha sido estudiada en bacterias simbioticas como Rhizobium spp (Camelo
etal, 2011).

2.4.6. Papel de la Nitrogenasa

Todos los microorganismos que convierten el N2 en amoniaco lo hacen gracias a la actividad
del complejo enzimatico Nasa; la enzima requiere de la colaboracion de otras dos proteinas
Ilamadas ferrodoxina y flavodoxina; éstas actian como donadores de electrones y reductores
de la naturaleza Nasa. Para el funcionamiento de este complejo enzimatico, es importante la
presencia de un donador de electrones de bajo potencial, de la hidrdlisis de Adenina Trifosfato
(ATP) y de un ambiente anaerobio (Baca et al., 2000). Segun Tortora et al. (2007), todas las
bacterias responsables de la fijacion del nitrégeno, utilizan la misma enzima, nitrogenasa, la

caracteristica principal de esta enzima es que el oxigeno la inactiva.

El complejo enzimatico nitrogenasa puede separarse en dos componentes, la proteina Fe y la
proteina Mo-Fe, ninguna de las cuales tiene actividad catalitica por si sola. La reductasa de la
nitrogenasa, o proteina Fe (componente 1), es la mas pequefia de los dos componentes, es
muy sensible al O2 y se inactiva de manera irreversible en su presencia, con una vida media
de 30-45 segundos; mientras que la proteina Mo-Fe es inactivada por el oxigeno con una vida
media en aire de 10 minutos (Taiz et al., 2006).

La presencia de molibdeno en esta enzima nitrato reductora explica el requerimiento de
molibdeno para la asimilacion de N2> y NO. La nitrogenasa es extremadamente sensible al
oxigeno, razon por la cual los organismos fijadores de nitrdgeno que son aerobios, han
desarrollado adaptaciones especificas para proveerse de oxigeno, a la vez que protegen la
enzima del oxigeno libre. Los nddulos de las leguminosas contienen leghemoglobina, la cual

cumple esta funcion (Sierra 2005).
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2.5. EFECTO DE LOS MICROORGANISMOS SOBRE LA CALIDAD DE LOS
SUELOS

Los fertilizantes minerales usados indiscriminadamente llegan a generar serios desequilibrios
en los agroecosistemas por contaminacion del suelo, el agua, el aire y los alimentos, pudiendo
provocar la degradacion de los suelos y la resistencia a plagas, la destruccion de los controles
naturales y hasta poner en peligro la salud humana; por ello es de gran interés restaurar la
microflora del suelo mediante estrategias que permitan mejorarlo en relacion a la

productividad agricola y de una manera no contaminante (Neyra et al., 2013).

En los suelos agricolas naturalmente existe rizobios pero la poblacion resulta siempre
insuficiente para fijar nitrégeno atmosférico y suplir las cantidades necesarias para el cultivo
(Castro, 2012). El uso de microorganismos en la agricultura constituye una alternativa
promisoria frente a los fertilizantes minerales, para satisfacer las necesidades nutrimentales de
los cultivos y obtener elevados niveles de rendimiento y calidad de los productos asi como
también posibilita el ahorro de fertilizantes minerales, incrementando los procesos bioldgicos

en el suelo como indice de sostenibilidad del proceso agricola (Corbera y Napoles, 2000).

2.5.1. Efecto de Rhizobium en suelos agricolas

Los suelos de Latinoamérica se caracterizan por ser deficientes en nitrdgeno y tener, en
términos generales, niveles bajos de fosforo y pH &cido, lo cual, ademas de constituirse como
factores limitantes de la productividad de las plantas, afectarian el desarrollo de la simbiosis

Rhizobium-leguminosa (Cuadrado, 2009).

El uso de cepas nativas de Rhizobium inoculadas representa una posibilidad de fertilizacion
biolégica, con la finalidad de suplementar el nitrogeno, asi como, activar procesos
bioquimicos adicionales asociados con otros microorganismos presentes en el suelo
(Rodriguez y Ldpez 2009). Con lo mencionado anteriormente, se hace necesario emplear
técnicas que permitan incorporar al suelo microorganismos que fijen nitrogeno, para ello, se
inocula la bacteria (Rhizobium) en la semilla de las leguminosas antes de la siembra y

asegurar la fijacién bioldgica de nitrégeno (Castro, 2012).
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Sin embargo, para lograr resultados eficientes de Rhizobium en la calidad del suelo, se debe
tomar en cuenta los diversos factores pueden afectar la simbiosis impidiendo la aparicion de
nodulos, salvo que el suelo sea muy rico en derivados nitrogenados. Dentro de estos se

encuentran: 1) factores quimicos: concentracion de cloruro de sodio, metales, temperatura,

pH, niveles tdxicos de aluminio 0 manganeso y bajos niveles de calcio, magnesio, potasio y

molibdeno; 2) factores fisicos: la erosion, presencia de malezas, compactacion,

hidromorfismo, entre otros y 3) factores bioldgicos: presencia de virus y bacterias que inhiben
la nodulacion (Cuadrado, 2009).

Por lo mencionado con respecto a las limitantes sefialadas, se justifica el beneficio sobre el
uso de estos microorganismos en el suelo, ya que el objetivo fundamental es incrementar el
namero de estos rizobios en el medio y acelerar los procesos microbianos, de tal forma que se
aumenten las cantidades de nutrientes que pueden ser asimilados por las plantas o se hagan
mas rapidos los procesos fisioldgicos que influyen en el desarrollo y el rendimiento de los
cultivos (Sanchez et al., 2011).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en la Estacion Experimental “La Argelia” en el
sector Moraspamba de la Universidad Nacional de Loja y en el Laboratorio de Microbiologia
del Centro de Biotecnologia de la misma entidad, en el periodo comprendido de junio de 2013
a enero de 2014, y es parte del proyecto “POTENCIACION DE INOCULANTES
BIOLOGICOS NATIVOS PARA LEGUMINOSAS, GRAMINEAS Y SOLANACEAS
A PARTIR DE BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO Y HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES”, la misma que se encuentra enmarcada dentro del
Programa de Investigaciones de la Universidad Nacional de Loja, denominado “Biodiversidad

de plantas, animales y microorganismos promisorios”.
3.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO
3.1.1. Ubicacion Politica

Este trabajo se llevd a cabo en dos fases experimentales: la primera fase de campo se realiz6
en el sector de Moraspamba de la Estacion Experimental “La Argelia”, donde se evalud el
efecto de aislados de Rhizobium sobre parametros de nodulacion, fisioldgicos y fijacion de
nitrégeno en tres variedades de frejol comdn y la segunda fase de laboratorio en el Centro de
Biotecnologia de la Direccion de Investigaciones de la Universidad Nacional de Loja, donde
se realizo el analisis microbioldgico(conteo de bacterias, hongos y actinomicetos) antes y

después de los suelos de la zona de experimentacion.
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Figura 1. Mapa de ubicacion del area de estudio. A Contexto de la Republica del
Ecuador. B. Contexto de la Provincia de Loja. C. Contexto de la Universidad

Nacional de Loja.
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3.1.2. Ubicacion Geografica

v La Quinta Experimental “La Argelia” presenta la siguiente ubicacion geogréafica:

Latitud (S)

Longitud (W)

Altitud

04°57°20”

79°12°47"

2 138 msnm

v El Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja presenta la siguiente

ubicacion geografica:

Latitud (S)

Longitud (W)

Altitud

04°23°35”

79°11°55”

2 138 msnm

3.1.3. Ubicacion Ecologica

Segun la clasificacion de Holdridge, la zona de vida es Bosque seco Montano Bajo (Bs-MB),

con una temperatura anual promedio de 15,62 °C, precipitacion de 812,6 mm afio™*, humedad

relativa de 71,96 %; evaporacion media de 111,33 mm y una velocidad maxima del viento de

5,44 ms! y minima de 3,64 ms. Se ubica en el area de clima templado andino.

3.2. MATERIALES

Los materiales, equipos y reactivos que se emplearon para el desarrollo del presente trabajo,

todos estuvieron a disposicion en el Centro de Biotecnologia y con recursos del Proyecto

Bioinoculantes.

3.2.1. Materiales y equipos
x  Destilador de agua
= Agitador calentador

x  Autoclave
% Flujo laminar
x  Incubadora

x  Estufa

x  Balanza analitica y precision

Contador de colonias
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x  Probeta

x  Erlenmeyer

% Vaso de precipitacion

x  Micropipetas (2, 10, 20, 100, 200 y 1000 ul)
x  Cajas Petri

x  Tubos de ensayo

x  Agar Nutriente

x  Peptona

= Cloruro de sodio

x  Agar-Agar

x  Extracto de levadura

% Semilla (fréjol blanco, fréjol rojo y fréjol negro)
x  Lampas

x  Machetes

x  Flexémetro

% Baldes plasticos

x  Turba

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. METODOLOGIA PARA EL PRIMER OBJETIVO

“Determinar el efecto de aislados de Rhizobium nativos de la region Sur del Ecuador sobre
pardmetros de nodulacién de los genotipos fréjol rojo, fréjol negro y blanco belén en

condiciones de campo”.

Dando cumplimiento a la primera fase de la investigacion se disefid un experimento en
condiciones de campo en el sector Moraspamba de la Estacion Experimental “La Argelia”, de
la Universidad Nacional de Loja, donde se evaluo el efecto de los aislados de Rhizobium
sobre pardmetros de nodulacion, fisioldgicos y fijacion de nitrdgeno en tres variedades de

fréjol comun.
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3.3.1.1. Montaje del Ensayo

El experimento se desarrolld utilizando un disefio experimental de bloques al azar con 4
réplicas por tratamiento; cada unidad experimental ocup6 un area de 9 m?, con una distancia

de 1 m entre parcelas y tratamientos y 2 m entre variedades (fréjol rojo, negro y blanco belén).

Las cepas bacterianas utilizadas como tratamientos fueron las de mejores resultados obtenidas
a nivel de condiciones controladas de la tesis “Identificacion y caracterizacion de cepas
nativas de Rhizobium en genotipos de fréjol comdn en diferentes zonas agroecoldgicas de la
provincia de Loja”, un tratamiento con fertilizacién quimica (urea) y el tratamiento sin
fertilizacion ni inoculacion. La tabla 2 muestra las cepas utilizadas en el experimento en

condiciones de campo, asi como las zonas de procedencia de donde se aislaron estas bacterias.

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en el experimento en condiciones de campo

No IDENTIF'ICACIC')N , PROCEDENCIA
GENETICA CANTON LOCALIDAD

1 Rhizobium etli bv. mimosae Loja Virgenpamba

2 Rhizobium phaseoli Loja Virgenpamba

3 Rhizobium leguminosarum Loja Reina del Cisne (Zalapa)

Tabla 3. Requerimientos edafo-climaticos de los genotipos de fréjol empleados en la

investigacion en condiciones de campo.

VARIEDAD HABITODE ALTITUD TEMP PRECIPIT. pH TIPO DE

CRECIM. (msnm) (mm/ciclo) SUELO
BLANCO suelos
i _ 1 000-2 5.5-
BELEN (INIAP  Arbustivo 500 16-20 °C 300-700 . francos,
422) ' arenosos
. Indeterminado suelos
FREJOL _ 1 400-2 5.5-
tipo Il con 16-20 °C 300-700 francos,
ROJO ) N 400 7.5
guia pequefia arenosos
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VARIEDAD HABITODE ALTITUD TEMP PRECIPIT. pH TIPO DE
CRECIM. (msnm) (mm/ciclo) SUELO

NEGRO Arbustivo tipo 1 200-2 16 a 20° 300-700 55a suelos
AFROANDINO Il, con una 500 C 7.5 francos-
(INTAP 482) guia pequefa arenosos

Fuente: INIAP, 2010.

3.3.1.2. Elaboracion del in6culo y peletizacién en las semillas de fréjol comun

Para el efecto se procedid a la preparacion del pre-inoculo, el cual se dispuso de 10 ml en
tubos de ensayo con medio extracto de levadura y malta (YM) liquido por cada una de las
cepas objeto de estudio (T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T2-Rhizobium phaseoli, T3-
Rhizobium leguminosarum). Ajustado el pH a 7, los tubos se incubaron a 30 °C por 24 horas
en incubadora giratoria. Transcurrido el tiempo necesario para el crecimiento de las bacterias,
cada una de las cepas del pre-inoculo se inocularon en 250 ml con medio de cultivo (YM)
liquido para asi obtener el inoculo final, el cual se incub6 a 30 °C durante 48 horas en
incubadora giratoria a 230 rpm. Pasado este tiempo del indculo final se cuantificd por
espectrofotometria las células viables por cada una de las cepas objeto de estudio, ajustandose
las densidades Opticas para contar con titulos de 102 - 10° unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC ml). Seguidamente del indculo final para cada cepa se tomaron las cantidades
resultantes de la calibracion y se completaron con cultivo de medio YM para contar en cada
una de las bolsas con 62,5 ml de medio bacteriano para depositarlo en fundas aluminadas que
contenian 250 gramos (g) de turba previamente esterilizada. De esta forma se obtuvo el
bioinoculante para la peletizacion en las semillas de frejol. Tanto la fundas como la turba
fueron esterilizadas en rayos UV y autoclave respectivamente. Al cabo de una semana se
cuantifico la poblacién de bacterias viables dentro del indculo mediante el método de
diluciones cuantitativas, esto con el fin de asegurar la cantidad necesaria de bacterias al
momento de la inoculacién por peletizacién y posterior siembra de las semillas en el campo

de experimentacion (Torres-Gutierrez, 2008).
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3.3.1.3. Determinacion de los parametros de nodulacion

A los 30 y 60 dias despues de la siembra (DDS), se determind los parametros de nodulacién
en cada una de las variedades, para el efecto se tomd 5 plantas al azar de cada una de las
réplicas de los diferentes tratamientos, las mismas que fueron identificadas en campo (M1,
M2, M3, M4, M5) para posteriormente llevarlas al laboratorio del Centro de Biotecnologia y
evaluar las variables: numero de nodulos totales (NN) y peso fresco y seco de los nédulos
(PFN, PSN en gramos).

Una vez obtenido el PFN, se colocaron las muestras en fundas de papel con la identificacion
(variedad, tratamiento y réplica) para posteriormente llevarlas a la estufa por 72 horas a una
temperatura de 70° C.

3.3.2. METODOLOGIA PARA EL SEGUNDO OBJETIVO

“Evaluar el efecto de los aislados de Rhizobium sobre las caracteristicas morfoldgicas,
biomasa, componentes de rendimiento, contenido total de N y rendimiento agricola de los

genotipos de frejol, objetos de estudio”.

3.3.2.1. Evaluacion de los pardmetros morfologicos y biomasa

La evaluacion de los pardmetros morfoldgicos se realizo a partir de los 7, 15 y 21 dias
después de la siembra (DDS). Para el efecto se analizaron las variables altura y numero de
hojas. En cuanto a la evaluacion de los pardmetros de biomasa esta se realiz6 a partir de los 30
y 60 (DDS) analizando las variables peso fresco y seco de la raiz (PFR, PSR en gramos) y
peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF en gramos). Tanto para evaluar los parametros
morfolégicos y biomasa se dispuso de 5 plantas al azar de cada réplica en cada uno de los

tratamientos y variedad.

3.3.2.2. Evaluacion de los componentes del rendimiento, nitrégeno total vy

rendimiento agricola de los genotipos de frejol comun.

Para determinar los componentes del rendimiento se tomaron como muestras 5 plantas por

réplica y por tratamiento, en las cuales las variables a evaluar fueron: nimero de vainas, peso
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de vainas por planta, longitud de vainas por planta, nimero de granos por vaina y peso de 100

semillas.

El andlisis del porcentaje de N total se lo realizo a partir de la semilla de fréjol por cada uno
de los tratamientos y variedades. Para dichos andlisis se dispuso de 200 g de semilla y se
envié a un laboratorio particular acreditado (SEIDLABORATORY Cia. Ltda.) Para esta
determinacion se utilizé el método nitrogeno total, Kjeldahl, citado por Herrera et al., (1980).

Para determinar el rendimiento agricola se seleccionaron 40 plantas por réplica y por

tratamiento (Torres-Gutiérrez, 2008).

3.3.3. METODOLOGIA PARA EL TERCER OBJETIVO

“Evaluar la influencia de la aplicacion de los aislados sobre las propiedades fisicas,

quimicas y microbioldgicas del suelo en el drea de experimentacion”.

Para el desarrollo del presente objetivo, se realizo el analisis del suelo antes y después de la
investigacion. Para ello, se tomd 1 muestra de suelo a una profundidad de 20 cm de cada una
de las réplicas, seguidamente se mezclaron todas las muestras de la misma variedad con el fin
de obtener 1 muestra homogénea de 1 kg. Se realizé el mismo procedimiento de recoleccion

de las muestras en los dos analisis.

Las muestras recolectadas se las secd por un periodo de 72 horas para posteriormente
tamizarlas; este procedimiento consistié en pasar la muestra por dos tamices de (0.25 mm), el
material recolectado del primer tamiz nos sirvié para determinar el porcentaje de materia
organica mientras que el material del segundo tamiz se usé para realizar el analisis de macro y

micro elementos, conductividad eléctrica, pH, y clase textural.

3.3.3.1. Analisis gquimico

Los parametros que se tomaron en cuenta fueron: pH, conductividad eléctrica (CE),
porcentaje de materia orgénica (% MO), porcentaje de nitrogeno (% N), fosforo, potasio,
calcio, magnesio, hierro, cobre, manganeso y zinc. Este analisis que se lo realiz6 en la
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD) y en el
Laboratorio de Analisis de Suelo, Agua y Bromatologico de la Universidad Nacional de Loja.
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Tabla 4. Parametros evaluados en el andlisis quimico.

MA Pot* Cond* \Volx Col* AA*

oH CE Mo | N p Ke | car [ Mg | e [ M [ o | zw
(ds/m) % % ppm (cmd/kg) ppm

MA: metodo aplicado, Pot*:Potenciometrico, Cond*:conductimetrico, Vol*: volumetrico, Col*: colorimetrico, AA*: absorcion atomica, CE: conductividad electrica,

MO: Materia organica, N: Nitrogeno,P: Fosforo, K: Potasio, Ca: Calcio, Mg: Magnesio, Fe: Hierro, Mn: Manganeso, Cu: Cobre, Zn: Zinc, cmol /Kg: centimoles por

kilogramo, dm/m: deciSiemens por metro

Fuente: AGROCALIDAD, 2013

> Potencial hidrégeno (pH)

Se tomaron 20 g de suelo y se agregaron 50 ml de agua destilada, se colocaron en el agitador
magnético por un tiempo de 5 min a 400 revoluciones por minuto (rpm), se dejo en reposo por
30 minutos para luego con el potencidmetro previamente estandarizado medir el pH de cada

muestra.

La interpretacion de los resultados se la realizd en base a la tabla que se muestra a

continuacion:

Tabla 5. Parametros de interpretacion de resultados de pH.
INTERPRETACION DE RESULTADOS. REGION COSTA-SIERRA

Ligeramente Practicamente Ligeramente
acido neutro alcalino
pH 55 5.6-6.4 6.5-7.5 7.6-8.0 8.1

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.

Acido Alcalino

» Conductividad Eléctrica (CE)

Se tomaron 100 g de suelo del tamiz de 2 mm, se agreg6 aproximadamente 25 a 30 ml de
agua destilada agitando constantemente con una varilla de vidrio hasta que el suelo forme una

pasta brillante a la reflexion de la luz y se dej6 reposar las muestras por 24 horas.

Para la obtencién del extracto de suelo, se colocd papel filtro sobre el embudo buchner,
seguidamente se coloco la pasta de suelo y se conecto el sistema de filtracion al vacio para
obtener un aproximado de 20 ml de extracto. El producto obtenido de la extraccion se lo
colocé en tubos de ensayo, previo a la utilizacion del medidor de conductividad se calibré el
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conductimetro con solucion estandar. La interpretacion de los resultados se la realizd en base

a la tabla que se muestra a continuacion:

Tabla 6. Pardmetros de interpretacion de resultados de conductividad eléctrica Regidn Costa-

Sierra.
INTERPRETACION DE RESULTADOS. REGION COSTA-SIERRA
) Ligeramente ) Muy salino
No salino ) Salino (S)
salino (LS) (MS)
CE* (ds/m) <20 2.0-3.0 3.0-4.0 4.0-8.0

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.

» Materia Organica (MO)

El suelo que se utiliz para la obtencién de la materia orgéanica, fue el obtenido del tamiz de
0.25 mm. Se pes6 0.5 g de suelo, agregando 5 ml de dicromato de potasio 1 normal (ver
anexo 2) y 10 ml de acido sulfarico concentrado al 97 % a cada una de las muestras. Se agitd
suavemente durante 1 min a fin de homogenizar la muestra, se dej6 en reposo durante 30 min
para posteriormente agregar 100 ml de agua destilada, 5 ml de acido fosférico al 85 % y 10-
15 gotas de difelamina (ver anexo 2), siguiendo el orden indicado. Al disminuir el exceso de
dicromato de potasio por medio de la solucion de sal de Morh de concentracion 0.5 normal

(ver anexo 2) se consiguio el viraje del color de azul hasta verde.

La interpretacion de los resultados se la realiz6 en base a la tabla que se muestra a

continuacion:

Tabla 7. Parametros de interpretacion de resultados del porcentaje de materia organica.

PARAMETRO MO (%)
Bajo <1.0
Medio 1-2.0
Alto >2.0

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.
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> Porcentaje de nitrogeno total (% N)

Se tomo 2.5 g de suelo, se agregdé 25 ml de solucién extractante (OLSEN modificado), se
agito por 10 minutos y se filtro, se tomo6 2 ml de la muestra filtrada a esta se le agregd 8 ml de
fenol bésico (ver anexo 3) (100 g de hidroxido de sodio (NaOH) en 500 ml agua destilada),
138 g de fenol en cristales o 130 ml de fenol liquido al 92 % para 1 litro y 10 ml de
hipoclorito de sodio (NaClO); sin exponerlo a la luz directa, se lo dejo reposar por 3 horas con

el fin de mantener el color estable por més tiempo.
La curva de calibracion se la realiz6 tomando en cuenta las concentraciones: 0-62.5-125-
187.5 y 250 partes por millon (ppm). La interpretacion de los resultados se la realizé en base a

la tabla que se muestra a continuacion:

Tabla 8. Parametros de interpretacion de resultados del porcentaje de nitrégeno total.

PARAMETRO N (%)
Bajo 0-0.15

Medio 0.16-0.3
Alto >0.31

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.

» Determinacion de fosforo

Se coloc6 2.5 g de suelo y 25 ml de la solucidn extractante, se agitd por 10 minutos a 400 rpm
y se filtrd. Se tomd 2 ml de alicuota del filtrado, afiadiendo 8 ml de agua destilada y 10 ml del
reactivo B de molibdato de amonio (ver anexo 4), se dej6 reposar por un periodo de 1 hora
hasta hacer la curva de calibrado en el espectrofotémetro AA con las concentraciones 0-30-
60-90 y 20 ppm, para lo cual se tomé como punto alto la solucion de 12 pugmi de fésforo y
como cero la solucidn extractante.

La interpretacion de los resultados se la realizd en base a la tabla que se muestra a

continuacion:
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Tabla 9. Parametros de interpretacion de resultados de fosforo.

PARAMETRO P (ppm)
Bajo 0-10
Medio 11-20
Alto >21

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.

» Determinacion de potasio, calcio, y magnesio

Se tom0 2.5 g de suelo, se adicion6 25 ml de solucién extractante (ver anexo 5), se agito y se
filtro; del producto filtrado se tom6 1 ml al cual se agreg6é 9 ml de agua destilada y 15 ml de

oxido de lantano al 1 %. Se realizé las mismas diluciones para cada una de las muestras.

Seguidamente se realiz6 la curva de calibrado tomando como punto alto las soluciones
patrones de 50-250-50 micro gramos por mililitro (ug mI™) de K, Ca y Mg respectivamente y
como cero la solucion extractora. Las lecturas se las realizd en el espectrofotometro de
absorcion atomica utilizando las condiciones y concentraciones que se presentan a

continuacion.

Tabla 10. Cuadro de calibracién del espectrofotémetro.

@ —_ -
o 5 O g' S ° S E
2 § 28 _ E_. 2&£ 8¢ s 3 S
g % O g - <E( S .S o % c & 3

A - C - o 2 5 =
g g f° £g= <8 ¥F3  G%%

z 4 O 4 O £
K 1 766.5 5 0.5 Air-C2 H2 0-0321-0641-0.962-1.282
Ca 2 4227 6 0.5 Air-C2 H2 0-3.122-6.25-9.375-12.5
Mg 3 285.2 4 0.5 Air-C2H2  0-1.042-2.083-3.125-4.167

La interpretacion de los resultados se la realiz6 en base a la tabla que se muestra a

continuacion:
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Tabla 11. Pardmetros de interpretacion de resultados de potasio, calcio y magnesio.

PARAMETRO K (cmol/kg) Ca (cmol/kg) Mg (cmol/kg)
Bajo <0.2 <1l <0.33
Medio 0.2-0.38 1-3 0.34-0.66
Alto >0.4 >3 >0.66

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.
» Determinacion de hierro, cobre, manganeso

Se colocd 2.5 g de suelo y 25 ml de la solucion extractante, se agitd por 10 min a una
velocidad de 400 rpm y se filtrd. Se realizé la curva de calibrado utilizando como punto alto
la solucion de 3-10-2 pgml™ de cobre-hierro, manganeso y cero la solucion extractante. Se
realizé las lecturas en el espectrofotometro AA (absorcion atdmica) directamente del filtrado,

utilizando las condiciones y concentraciones de la siguiente tabla:

Tabla 12. Condiciones y concentraciones para lecturas en espectrofotometro.

© — —
o) < B g_ g @ 75 £
= Q c S ~ o & $ « © G S
2 £ C & 3 < S ® o E c 8 S
3 - 2 <= - E £3 = S =2 3
w o e S 8 = Jav) =
Cu 6 324.8 3 0.5 Air-C2 H2 0-7.5-15-22.5-30
Fe 7 248.3 8 0.2 Air-C2 H2 0-25-50-75-100
Mn 8 279.5 5 0.4 Air-C2 H2 0-7.5-15-22.5-30

La interpretacion de los resultados se la realizd en base a la tabla que se muestra a

continuacion:

Tabla 13. Parametros de interpretacion de resultados de hierro, cobre y manganeso.

PARAMETRO Fe (ppm) Cu (ppm) Mn (ppm)
Bajo 0-20 0-1 0-5
Medio 21-40 1.1-4 6-15
Alto >41 >4.1 >16

Fuente: AGROCALIDAD, 2013.
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3.3.3.2. Andlisis fisico

Para el analisis fisico del suelo, se tomaron en cuenta los siguientes parametros: textura (%

arena, % limo y % arcilla) y clase textural:

> Textura

Se pesaron 50 g de suelo seco en vasos de precipitacion plasticos, a los cuales se les afiadio 40
ml de hidroxido de sodio 0.1 N y se los dejé en reposo por 24 horas. Luego se licud la
muestra durante 10 min y se trasvasé a una probeta de 1 000 ml procurando no dejar restos de
suelo. Se agit6 durante 20 segundos, se coloco en densimetro en la probeta y se realizd la
primera lectura a los 40 segundos, la muestra se mantuvo en reposo durante 2 horas para

realizar la segunda lectura.

Férmula

% ARENA= 100 — (primera lectura * 2)

% ARCILLA = segunda lectura * 2

% LIMO =100 — (%ARENA + % ARCILLA)

Tabla 14. Pardmetros de interpretacion de resultados de clase textural.

Meétodo aplicado Bouyoucos
Textura
No. Muestra Clase textural
% Ao* % Lo* % Ac*
V1
V2
V3

Ao=arena; Lo=limo; Ac=arcilla
Fuente: AGROCALIDAD, 2013.

La clase textural de las muestras de suelo, se la obtiene ubicando los valores obtenidos de la

formula antes descrita en la siguiente figura:
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3.3.3.3. Anélisis microbioldgico

El analisis se realizé al inicio y al final del ensayo, en el cual se determiné la cantidad de

colonias de bacterias, hongos y actinomicetos:

> Analisis de bacterias, hongos y actinomicetos

1. Preparacion del medio de cultivo

Los medios de cultivos generales utilizados en los ensayos fueron Agar Nutriente para el
crecimiento de bacterias, PDA (papa-dextrosa-agar) para hongos y Caseina para

actinomycetos.

2. Preparacion de diluciones cuantitativas

Este procedimiento se lo llevo a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Mayea et al.
(1998). Se realizaron diluciones cuantitativas desde 10 hasta 107 en condiciones estériles
(cdmara de flujo laminar). Para cada muestra se utilizaron tubos de ensayo estériles que
contenian 9 ml de agua destilada en cada uno. Al primer tubo de ensayo se le adicion6 1 g de

suelo, constituyendo este la muestra inicial para la realizacion de las diluciones cuantitativas.

Desde el tubo que contenia la solucion de suelo (dilucion 10 se transfirié 1 ml de esta con la
ayuda de una micropipeta al tubo 2 (dilucion 107?), se procedi6 a cambiar la punta y se extrajo
la misma cantidad de esta dilucion (102 para transferirla a la tercera dilucion (1073).
Sucesivamente se realizaron las restantes diluciones hasta 10, asegurandose de agitar cada

tubo y utilizar una punta estéril diferente en cada paso (Figura 2).
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Figura 2. Esquema para la siembra de microorganismos.

3. Siembra en cajas Petri y cuantificacion de colonias bacterianas, fungicas y de

actinomycetos

Las diluciones que se emplearon para la determinacion de bacterias y actinomycetos fueron
10°, 10° y 107, mientras que para hongos se sembraron las diluciones 107, 10° y 10-
6 considerandose estas como un estandar para la determinacion de las unidades formadoras de

colonias por gramo de suelo (UFC gs™) para cada grupo microbiano.

La siembra consistié en tomar de cada dilucion 1 ml de la solucién, para luego ser depositados
uniformemente en cajas Petri y posteriormente adicionando el medio de cultivo respectivo
para bacterias, hongos o actinomycetos en una relacion de 20 ml por caja. Depositado el
medio de cultivo se realiz6 movimientos en direccion a los 4 cuadrantes con la finalidad de
conseguir un crecimiento homogéneo puntiforme de las colonias. Para la siembra se
realizaron 4 réplicas por dilucion. Inoculadas las cajas Petri con cada dilucién, estas fueron
incubadas a 30 °C para bacterias y actinomycetos y a 28 °C para hongos, durante 72 horas

para la cuantificacion de la UFC gs™.

La cuantificacién de las colonias tanto para bacterias, hongos y actinomicetos se realiz6
mediante la siguiente formula:

35



Y N°CpC

—_NCc 7, -
UFC/gs = v *TD

Donde:

Y>N°CpC: Sumatoria del niimero de colonias por cada caja Petri (nUmero probable de
microorganismaos).

N°C: namero de cajas Petri

V: Volumen inoculado en la caja Petri

F.D: Factor de dilucién
3.3.4. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento de campo se lo realiz6 utilizando un disefio experimental de bloques al azar
con 3 variedades, 5 tratamientos y 4 réplicas por cada uno de los tratamientos. Se utilizo la
prueba de Tukey HSD (Method: 95,0 percent).

a. Modelo Matematico

Yij = p +ai +fj +eij

Doénde:

Yij => Observacion en la unidad experimental sometida al i-ésimo tratamiento en la j-ésima
repeticion.

p=> Media de las pi

ai => Efecto del i-ésimo tratamiento.

Bj => Efecto del j-ésimo bloque o replica.

eij => Componente aleatorio (error experimental) valores de VAI ~(0, 6?)
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b. Esquema del Ensayo

FREJOL BLANCO

FREJOL ROJO

FREJOL NEGRO

TIR4 | E T3R4 T5R4 TI1R4 | E, T3R4 T5R4 T1R4 | ,E T3R4 T5R4
3m 3m 3m
TIR3 T3R3 T5R3 TIR3 T3R3 T5R3 TI1R3 | T3R3 TSR3
T1R2 | T3R2 T5R2 TIR2 | T3R2 T5R2 T1R2 | T3R2 T5R2
&
E TIRI | T3R1 T35R1 = TIRI | T3R1 T5R1 TIRI1 | T3R1 T5R1
o o1

Im Im 1m
T6 RIRH T2 R4 T6 RIR# T2 R4 T6 RIR# T2 R4
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T6 R2 T2 R2 T6 R2 T2 R2 T6 R2 T2 R2
| Té6 R1 | T2 R1 | T6 R1 T2 R1 | Té R1 T2 R1

37 m

Figura 3. Croquis del disefio experimental de la investigacion

Detalle del esquema:

Fréjol blanco belén

V1T1->blanco belén +Rhizobium etli bv. mimosae

V1T2->blanco belén + Rhizobium phaseoli

V1T3->blanco belén +Rhizobium leguminosarum

V1T5->blanco belén + urea
V1T6->blanco belén (testigo)

Fréjol rojo

V2T1->Fréjol rojo+Rhizobium etli bv. mimosae

VV2T2->Fréjol rojo+ Rhizobium phaseoli

V2T3->Fréjol rojo+Rhizobium leguminosarum

V2T5->Fréjol rojo+ urea
V2T6->Fréjol rojo (testigo)

4 repeticiones
4 repeticiones
4 repeticiones
4 repeticiones
4 repeticiones

4 repeticiones
4 repeticiones
4 repeticiones
4 repeticiones

4 repeticiones
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Fréjol negro

V3T1->Fréjol negro +Rhizobium etli bv. mimosae 4 repeticiones
V3T2->Fréjol negro + Rhizobium phaseoli 4 repeticiones
VV3T3->Fréjol negro +Rhizobium leguminosarum 4 repeticiones
V3T5->Fréjol negro + urea 4 repeticiones
V3T6->Fréjol negro (Testigo) 4 repeticiones

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se lo realizo utilizando el paquete STATGRAPHIC® Plus ver. 5.0 para
el sistema operativo Windows. Las diferencias estadisticas entre los tratamientos, las
variedades y la interaccion de estos factores en los parametros de nodulacion (NN, PFN, PSN)
y la biomasa de las plantas (PFR, PSR, PFF, PSF), se la obtuvo realizando un anélisis de
varianza multifactorial (Multifactor ANOVA). Para las evaluaciones de la fijacion de N no se
realizd analisis estadistico ya que se analizo el porcentaje de N total y no las proporciones de

fijacion de N.

Para determinar las diferencias entre variedades por tratamientos y factores se realizd un
analisis de varianza por un via (One-Way ANOVA) con nivel de significacion p<0.05.

Para correlacionar los pardmetros de nodulacion, biomasa y rendimiento de las plantas se
realiz6 un analisis de correlacion de Pearson (Pearson Linear Correlation) teniendo niveles de
significacion p<0.05 en el programa STATGRAPHIC® Centurion.

3.4.1. Hipdtesis Estadisticas

HO: La eficiencia de bacterias diazotréficas en interaccion simbidtica con fréjol no difiere

estadisticamente entre los tratamientos aplicados, al nivel del 5 % de significancia.

H1: La eficiencia de bacterias diazotrdficas en interaccion simbiotica con frejol de al menos

un tratamiento difiere estadisticamente a un nivel del 5 % de significancia.
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IV. RESULTADOS

41. DETERMINAR EL EFECTO DE AISLADOS DE RHIZOBIUM NATIVOS DE
LA REGION SUR DEL ECUADOR SOBRE PARAMETROS DE
NODULACION DE LOS GENOTIPOS FREJOL ROJO, NEGRO Y BLANCO
BELEN EN CONDICIONES DE CAMPO.

Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizaron 3 genotipos de fréjol (rojo, negro y
blanco belén), en los cuales se evaluaron parametros de nodulacién, biomasa, componentes de
rendimiento, contenido total de nitrégeno y rendimiento agricola con el fin de determinar la

eficiencia de aislados Rhizobium en las condiciones edafo-climaticas de la hoya de Loja.

Segun Peralta, et al. (2012) el requerimiento hidrico promedio del cultivo del fréjol blanco
belén es de 300 a 700 mm por ciclo (90-110 dias); lo que corresponde a un aproximado de
4,54 milimetros por dias (mm dia™) equivalente a 136,2 mm mes™. El total de precipitaciones
en la hoya de Loja durante el mes de junio en que se realizé la siembra fue de 137 mm con un
maximo de 39,2 mm dia™ (Tabla 15); si bien es cierto el requerimiento hidrico del cultivo de
fréjol blanco es igual a las precipitaciones de dicho mes, se debe sefalar que las
precipitaciones se concentraron en un numero determinado de dias contribuyendo a la
saturacion y encharcamiento del suelo, dando como resultado la pérdida de la variedad blanco

belén por lo cual en la presente investigacion no presentan resultados para esta variedad.

Tabla 15. Cuadro de precipitacion promedio en la hoya de Loja.

PRECIPITACION (mm)

. Promedio de
ANno
6 meses
Jun. Jul. Agos. Sept. Octu.

2008 75,2 89,5 89,7 20,6 136,4 77,12
2009 43,3 55,7 61,9 55,2 69,7 52,6
2010 70,7 31,1 46,2 60,6 34,4 53,42
2011 72,6 100,6 39,7 90,2 80,7 73,4
2012 82,1 16,8 32 32,8 116,4 60,38
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PRECIPITACION (mm)

o Promedio de
ANo
6 meses
Jun. Jul. Agos. Sept. Octu.
Promedio 68,78 5874 539 51,88 87,52
mensual (mm)
2013 137* 93,5 36,3 63,4 87,52 89,03
Dias max. (mm)  39,2* 12,1 23,5 15,9 31.3

Fuente: Estacion Meteorologica “La Argelia”, 2013.

4.1.1. Efecto de los aislados bacterianos sobre los parametros de nodulacién

En las figuras 4 y 5 se muestran los resultados de los parametros de nodulacion,
correspondientes a numero de nodulos totales (NN), PFN y PSN para cada uno de los
tratamientos y genotipos analizados y la comparacion entre tratamientos y genotipos para

cada variable evaluada a los 30 y 60 DDS.

Tanto en el genotipo rojo y negro se evidencio presencia de nddulos en sus raices, indicando
que hubo compatibilidad en la interaccion Rhizobium-leguminosa. En la figura 4 se muestra el
namero de nodulos totales para fréjol rojo a los 30 y 60 DDS, en la primera evaluacion los
tratamientos T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo ejercen una
mayor accion de nodulacion en las raices para esta variedad, aunque no difieren
estadisticamente entre ellos, a diferencia de los demés tratamientos (T3-Rhizobium
leguminosarum y Tb5-fertilizacién) se evidencia una gran diferencia significativa entre
tratamientos. Con respecto a la segunda evaluacion (60 DDS) se observa una disminucion
progresiva de la nodulacion con respecto a la primera. EI T2-Rhizobium phaseoli presenta un
mayor nimero de nodulos totales frente a los demas tratamientos con los cuales difiere

significativamente, no asi con el tratamiento T6-testigo.
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Figura 4. Nimero de nodulos totales a los 30 y 60 DDS del genotipo fréjol rojo. Tratamientos:
Rhizobium etli bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3),
fertilizacion (T5), testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

En la figura 5, se muestra el nimero de nddulos totales para fréjol negro a los 30 y 60 DDS,
en la cual se puede observar que existe un menor numero de nodulos con respecto a la
variedad fréjol rojo. En la primera evaluacién el T2-Rhizobium phaseoli presenta un mayor
nimero de nddulos totales pero no difiere estadisticamente con el T1-Rhizobiumetli bv.
mimosae y T3-Rhizobium leguminosarum respectivamente, no asi con el T5-fertilizacion y
T6-testigo donde hay diferencias estadisticas significativas para esta variable evaluada. En la
segunda evaluacion, los tratamientos T1-Rhizobiumetli bv. mimosae, T2-Rhizobium phaseoli,
T3-Rhizobium leguminosarum y T6-testigo presentan los mejores resultados en cuanto al
numero de nodulos, pero no difieren estadisticamente entre si, mientras que la diferencia con

el T5-fertilizacion es significativa.
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m30dias| 14,85 19,75 15,15 3,05 9,45
m 60 dias 5,55 5,95 6,15 0,95 5,45

Figura 5. Nimero de nddulos totales a los 30 y 60 DDS del genotipo fréjol negro. Tratamientos:
Rhizobium etli bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3),
fertilizacion (T5), testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey
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Los resultados del peso fresco de noédulos (PFN) a los 30 y 60 DDS, se muestran en las
figuras 6 y 7, tanto para fréjol rojo como para fréjol negro respectivamente. Este pardmetro es
de gran importancia ya que sirve como indicador para estimar las tasas de fijacion de N2
atmosférico en el cultivo de leguminosas en condiciones de bajos insumos (Urquiaga y
Zapata, 2000).

En la figura 6 se muestran los resultados del peso fresco de nodulos en fréjol rojo, donde se
observa que en la primera evaluacion (30 DDS) el T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo
presentaron los mejores resultados, pero no difieren significativamente entre si; caso que no
ocurre con el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-Rhizobium leguminosarum y T5-
fertilizacion en los cuales existe una diferencia significativa con los tratamientos T2-
Rhizobium phaseoli y T6-testigo. Los resultados obtenidos en la segunda evaluacion (60
DDS), muestran un incremento en el PFN con respecto a la primera evaluacion. El T2-
Rhizobium phaseoli, T3-Rhizobium leguminosarum yT6-testigo presentaron los mejores
resultados, pero solo difieren significativamente con el T5-fertilizacion, mientras que no se

observa una diferencia significativa con el T1-Rhizobium etli bv. mimosae.
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m30dias| 0,031785 0,10869 0,044875 0,022285 0,11231
m60dias| 0,126825 0,24476 0,204455 0,051795 0,206195

Figura 6. Peso fresco de nédulos a los 30 y 60 DDS en fréjol rojo. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6).Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

El PEN en el fréjol negro, como se muestra en la figura 7, los mejores resultados obtenidos a
los 30 DDS, se presentan con la inoculacion de las cepas el T2-Rhizobium phaseoli seguido
del T3-Rhizobium leguminosarum pero estos no difieren significativamente entre si, mientras
que los resultados mas bajos se presentan con el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T5-

fertilizacion y T6-testigo que difieren significativa con el T2-Rhizobium phaseoli. A los 60
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DDS se observa un aumento en el PFN con respecto al primer andlisis, solo el T3-Rhizobium
leguminosarum y T6-testigo difieren significativamente sobre el T5-fertilizacion que es el que
presenta menor valor en PFN, mientras que el T1-Rhizobium etli bv. mimosae y T2-

Rhizobium phaseoli no muestran diferencias significativas con los tratamientos restantes.
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Figura 7. Peso fresco de nddulos a los 30 y 60 DDS en fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

Los resultados obtenidos en la variable peso seco de nédulos (PSN) a los 30 y 60 DDS, se
presentan en las figuras 8 y 9 correspondientes a cada una de la variedades.

En la figura 8 se puede observar que los tratamientos T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo
difieren significativamente sobre los tratamientos T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-
Rhizobium leguminosarum y T5-fertilizacion, conservando los mismos grados de
significancia que en el PFN, mientras que en el segundo andlisis no se observa diferencia

significativas entre tratamientos.
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Figura 8. Peso seco de nddulos a los 30 y 60 DDS en fréjol rojo. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

43



En fréjol negro (fig. 9), al igual que en PFN, el tratamiento que muestra mejores resultados es
el T2-Rhizobium phaseoli, el cual tiene una diferencia significativa respecto al T1-Rhizobium
etli bv. mimosae, T5-fertilizacion y T6-testigo, mientras que el T3-Rhizobium leguminosarum
no difiere significativamente con los otros tratamientos, conservando asi, los mismos grados
de significancia que en el PFN. A los 60 DDS solo hay diferencia significativa entre el T3-
Rhizobium leguminosarum y el T5-fertilizacion que es el que presenta menor resultado en

cuanto a peso seco de nddulos.
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Figura 9. Peso seco de nddulos a los 30 y 60 DDS en fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5), testigo
(T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

4.2. EVALUACION DEL EFECTO DE LOS AISLADOS DE RHIZOBIUM SOBRE
LOS PARAMETROS MORFOLOGICOS, BIOMASA, COMPONENTES DE
RENDIMIENTO, CONTENIDO TOTAL DE N Y RENDIMIENTO AGRICOLA
DE LOS GENOTIPOS DE FREJOL, OBJETOS DE ESTUDIO.

4.2.1. Caracteristicas morfoldgicas

En la figura 10 se muestran los resultados de la altura de plantas en fréjol rojo a los 7, 14 y 21

DDS. A los 7 DDS se observa homogeneidad en el crecimiento de las plantas, siendo el T2-

Rhizobium phaseoli el que presenta los mejores resultados para esta variable evaluada,

seguido por T3-Rhizobium leguminosarum, T5-fertilizacién y T6-testigo. En el segundo

analisis (14 DDS), sobresale el crecimiento con la inoculacion de T2-Rhizobium phaseoli el

cual difiere estadisticamente frente a los demas tratamientos, en lo que respecta al T1-
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Rhizobium etli bv. mimosae, T3-Rhizobium leguminosarum, T5-fertilizacion y T6-testigo

mantienen una uniformidad en el crecimiento, por lo que no difieren estadisticamente entre si.

Los resultados del tercer analisis (21 DDS), todos los tratamientos evaluados muestran
homogeneidad en el crecimiento para la variable altura, siendo el T2-Rhizobium phaseoli el
de menores resultados. A pesar de ello todos los tratamientos incluido el control influyen
positivamente en el crecimiento de las plantas, destacandose el T3-Rhizobium

leguminosarum.
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21 dias 10,52 10,4 11,935 10,98 11,13

Figura 10. Altura de plantas en el genotipo fréjol rojo a los 7, 14 y 21 DDS. Tratamientos:
Rhizobium etli bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3),
fertilizacion (T5), testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey

En la figura 11, se presentan los datos obtenidos de la altura de plantas en fréjol negro. A los 7
dias se observa que no hubo un crecimiento homogéneo, siendo los tratamientos T2-
Rhizobium phaseoli y el T3-Rhizobium leguminosarum, los de mejores resultados. A los 14
dias, el T2-Rhizobium phaseoli con 8,36 cm de promedio, es el tratamiento que presenta los
mejores resultados, el mismo que difiere estadisticamente con respecto a los demas
tratamientos, mientras que en los tratamientos T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-Rhizobium
leguminosarum, T5-fertilizacion y T6-testigo se observa una homogeneidad en el crecimiento
por lo que no existe diferencia significativa entre estos. En la tercera evaluacion todos los
tratamientos no presentan diferencias significativas entre si, lo que indica que a medida que

avanzo el ciclo del cultivo el crecimiento de las plantas fue homogéneo.
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Figura 11. Altura de plantas en el genotipo fréjol negro a los 7, 14 y 21 DDS. Tratamientos:
Rhizobium etli bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3),
fertilizacion (T5), testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

La comparacién de medias de altura de las plantas en los dos genotipos de fréjol, no arrojan

diferencias significativas a los 7, 14 y 21 DDS, excepto en el T5-fertilizacion, que en la

tercera evaluacion presenta un mayor crecimiento en fréjol rojo, por lo que la diferencia

resulta significativa con respecto al fréjol negro (Tabla 16).

En la figura 12 y 13, correspondientes a fréjol rojo y negro respectivamente, se puede

observar que en la primera y segunda evaluacion (7 y 14 DDS), los tratamientos no difieren

significativamente, mientras que en la tercera evaluacion, el T5-fertilizacion presenta un

mejor desarrollo en nimero de hojas, por lo que difiere significativamente con respecto a los

otros tratamientos.
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Figura 12. Namero de hojas en fréjol rojo a los 7, 14 y 21 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),

testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.
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Figura 13. Numero de hojas en fréjol negro a los 7, 14 y 21 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey

La comparacién de medias para el nimero de hojas realizada a los 7, 14 y 21 DDS para
ambos genotipos, no presentan diferencias significativas entre los tratamientos de cada
variedad, lo que indica que cada una de las variedades responde de igual forma a las cepas

inoculadas, fertilizacion y testigo (ver tabla 16).

Tabla 16. Comparacion de los genotipos frejol rojo y negro respecto a los pardmetros

morfoldgicos.

7 DDS 14 DDS 21 DDS
Variedades Altura No Altura No Altura No
(cm) Hojas (cm) Hojas (cm) Hojas
Frejol rojo 5,012 1,9882 8,499? 3,282 10,9932 6,162
Frejol negro 5,106? 1,9962 7,329? 3,37 11,4022 6,152
Error estandar 0,090* 0,005* 0,646* 0,046* 0,166* 0,172*

Letras desiguales en la columnas difieren para p<0.05 por Tukey (*) error estandar.

En la tabla 16 se puede observar que no existe diferencia entre variedades con respecto a la
altura y numero de hojas, por lo que puede determinar que las cepas actuaron de igual forma
en las dos variedades y que estas presentaron la misma capacidad de adaptacion a las

condiciones edafo-climaticas de la zona de experimentacion.
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4.2.2. Biomasa

En la figura 14, se muestran los resultados correspondientes al frejol rojo, respecto a la
variable peso fresco del follaje (PFF) esto para los 30 y 60 DDS. En la primera evaluacion el
T1-Rhizobium etli bv. mimosae presentd un mayor desarrollo del follaje, el mismo que difiere
significativamente con el T3-Rhizobium leguminosarum y el T6-testigo. A los 60 DDS, el T5-
fertilizacion presentd un mayor PFF pero este no difiere significativamente con el T1-
Rhizobium etli bv. mimosae y el T3-Rhizobium leguminosarum. Por otro lado el T5-

fertilizacion, difiere significativamente con respecto al T2-Rhizobium phaseoli y el T6-testigo.

a
25 -
= ab
(=]
> 20 - ab
)
g ¥ b b
T
i a

T 10 abc c ab be
3
g 5
o
3 0
a T1 T2 T3 T5 T6

m 30 dias 7,656 6,631 5,611 7,196 5,9805

m 60 dias 18,892 10,975 16,307 24,5618 10,5505

Figura 14. Peso fresco del follaje en fréjol rojo a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

El andlisis realizado a los 30 DDS en fréjol negro indica que no existieron diferencias
significativas entre tratamientos ya que los valores promedio para la variable PFF se
encuentran entre 4,35 y 5,59 g. En el segundo analisis el T5-fertilizacion presentd el mejor
resultado en cuanto a PFF con un valor promedio de 26,63 g, el mismo que difiere
significativamente con todos los tratamientos (figura 15), mientras tanto el T1-Rhizobium etli
bv. mimosae y T3-Rhizobium leguminosarum con un valor de 17,16 y 17,19 ¢
respectivamente, difieren significativamente con el T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo, los

mismos que presentan los valores mas bajos.
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4,3595

5,5995

5,1665

4,4245

m 60 dias

17,168

7,7045

17,194

26,636

8,2225

Figura 15. Peso fresco del follaje en fréjol negro a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

Las evaluaciones realizadas para peso fresco de la raiz (PFR) en fréjol rojo a los 30 y 60 DDS
se muestran en la figura 16. A los 30 DDS el T5-fertilizacién presentd el mejor resultado,
pero no difiere estadisticamente con el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T2-Rhizobium
phaseoli y el T6-testigo, presentando solo diferencias significativas con el T3-Rhizobium
leguminosarum, mientras que a los 60 DDS no existen diferencias significativas entre

tratamientos.

a
2,5
a a a a
~—~ - a
é i 2 abc
N
S 15 bc R
OJ Av3
o 1 A
o
3
o 0,5 -
(-
o
D 0
o T1 T2 T3 T5 T6
m 30 dias 1,1725 1,5365 0,95355 1,6935 1,349
m 60 dias 1,8405 1,9205 1,7735 2,424 1,8955

Figura 16. Peso fresco de la raiz en fréjol rojo a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobiumetli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

En la figura 17 se muestran los datos correspondientes a PFR en fréjol negro. A los 30 como a
los 60 DDS ninguno de los tratamientos present6 diferencias significativas entre si.
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Peso fresco de raiz (gr)

1,8 -
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0,8395

0,7335

0,62

0,6435

m 60 dias

1,1255

1,738

1,1786

1,7215

1,2985

Figura 17. Peso fresco de la raiz en fréjol negro a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobiumetli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

El peso seco de follaje (PSF) a los 30 DDS en fréjol rojo y fréjol negro, no muestran
diferencias significativas en ningun tratamiento, pero en los dos casos se puede determinar
que en la segunda evaluacion (60 DDS) el T5-fertilizacion presenta los mejores resultados,
mostrando una diferencia significativa sobre los demas tratamientos. En el caso de fréjol

negro a los 60 DDS el T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo son los tratamientos que

presentaron los valores mas bajos (figura 18 y 19).
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m30dias| 0967 08815 09035 08715 0,795
m60dias| 33155 20615 2,8485 5,901 19915

Figura 18. Peso seco de follaje en fréjol rojo a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.
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o T1 T2 T3 15 T6
m 30 dias 0,5315 0,497 0,5885 0,5655 0,5125
m 60 dias 3,1975 1,78701 3,3325 4,69941 1,71806

Figura 19. Peso seco de follaje en fréjol negro a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

En lo que respecta al peso seco de la raiz (PSR) tanto en fréjol rojo como fréjol negro, se lo

determind a los 30 y 60 DDS como muestran las figuras 20 y 21 respectivamente. Los

resultados obtenidos en los 2 genotipos, indican que no existen diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos respecto a las 2 evaluaciones realizadas.
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o T1 T2 T3 T5 T6
m 30 dias 0,157 0,184 0,180 0,194 0,201
m 60 dias 0,464 0,349 0,459 0,475 0,366

Figura 20. Peso seco de raiz en fréjol rojo a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey
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m 60 dias 0,326 0,312 0,334 0,410 0,318

Figura 21. Peso seco de raiz en fréjol negro a los 30 y 60 DDS. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

4.2.3. Componentes del rendimiento

Los componentes del rendimiento son factores de gran importancia en la presente
investigacion, porque a traves de estos se puede realizar una correlacion para determinar la
influencia de la aplicacion de las cepas de Rhizobium con rendimiento agricola en los

genotipos investigados como son fréjol rojo y fréjol negro.

En la figura 22, se presentan los resultados obtenidos en las 2 variedades con respecto a la
longitud de vainas, en la cual se puede observar que el fréjol rojo no presenta diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos. En el caso del fréjol negro el T3-Rhizobium
leguminosarum es el tratamiento que presenta los mejores resultados, aunque este no difiere
significativamente con el T1-Rhizobium etli bv. mimosae debido a que sus valores promedios
se encuentran entre 8,8 y 8,9 cm; lo que no sucede con el T2-Rhizobium phaseoli, T5-

fertilizacion y T6-testigo donde la diferencia es significativa.
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Longitud de vainas por planta

14 - N n a
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T1 T2 T3 T5 T6
m Fréjol rojo 11,4985 11,307 11,641 12,135 10,4095
m Fréjol negro 8,878 7,9655 8,936 8,101 7,8715

Figura 22. Longitud de vainas por planta en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium
etli bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién
(T5), testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

Los resultados obtenidos en cuanto al nimero de granos por planta (NGP) en fréjol rojo y

fréjol negro se muestran en la figura 23. En fréjol rojo el T5-fertilizacion es el que presenta

mayor numero de granos por planta (promedio: 27,9), pero este no difiere estadisticamente

con el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, no asi con los tratamientosT2-Rhizobium phaseoli, T3-

Rhizobium leguminosarum y T6-testigo, donde si hay diferencias estadisticas significativas.

El fréjol negro presentd mayor NGP en tres tratamientos: T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-

Rhizobium leguminosarum y T5-fertilizacion con valores promedio de 54,4; 64,15 y 46,95

respectivamente y por lo tanto difieren significativamente con el T2-Rhizobium phaseoli y

T6-testigo que presentan los valores mas bajos: 18,65 y 18,95.
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Figura 23. Namero de granos por planta en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.
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Los resultados obtenidos en base al nimero de granos por vainas (NGV) se presentan en la
figura 24. En esta gréfica se puede observar que en el fréjol rojo, el tratamiento que obtuvo
mejores resultados es el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, pero a pesar de su valor promedio de
3,2 (GV) no difiere significativamente con el T3-Rhizobium leguminosarum, T5-fertilizacion
y T6-testigo que presentan valores de 3,1; 3,05 y 2,75 respectivamente. Existe una diferencia
significativa entre el T1, T3, T5 y T6 frente al T2-Rhizobium phaseoli que es el tratamiento

con un valor menor de 2,4.
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= Fréjol rojo 3,2 2,4 3,1 3,05 2,75
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Figura 24. Namero de granos por vaina en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey

La figura 25 muestra los resultados de peso de granos por planta (PGP) en fréjol rojo y fréjol
negro respectivamente. En fréjol rojo se observa una gran variabilidad en el PGP entre
tratamientos, siendo el T5-fertilizacion el de mejores resultados ya que el mismo difiere
estadisticamente con el resto de tratamientos; el T1-Rhizobium etli bv. mimosae y T3-
Rhizobium leguminosarum no difieren estadisticamente entre si, pero si con el T2-Rhizobium
phaseoli y T6-testigo, que son los tratamientos de valores mas bajos. En fréjol negro, la
inoculacién con las cepas; T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-Rhizobium leguminosarum y
T5-fertilizacion son las de mejores resultados, contrario a ello el T2-Rhizobium phaseoli y T6-

testigo son los tratamientos con los valores mas bajos
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Figura 25. Peso de granos por planta en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

En lo que respecta al peso de vainas por planta las variedades (fréjol rojo y fréjol negro) en
cada uno de los tratamientos estudiados no presentan diferencias estadisticas significativas, en
la figura 26 se puede observar que el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-Rhizobium
leguminosarum y T5-fertilizacion para las dos variedades tienen los mejores resultados, por lo
gue no difieren estadisticamente entre si, pero si difieren con el T2-Rhizobium phaseoli y T6-

testigo que tienen los resultados mas bajos.

30 - a
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20 - a a @
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T1 T2 T3 T5 T6
u Fréjol rojo 16,776 5,488 16,468 26,3255 5,193

= Fréjol negro 14,1205 4,727 17,347 13,376 4,7315

Figura 26. Peso de vainas por planta en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

El nimero de vainas por planta en fréjol rojo, responden de mejor forma en el T5-fertiizacion,
el cual difiere estadisticamente con todos los tratamientos, seguido del T1-Rhizobium etli bv.

mimosae y T3-Rhizobium leguminosarum, los cuales presentan los mejores resultados después
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del T5-Fertilizacion.En fréjol negro el T3-Rhizobium leguminosarum y T5-fertilizacion
difieren estadisticamente con el T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo, que fueron los
tratamientos con menor numero de vainas, en tanto que el T1-Rhizobium etli bv. mimosae no

presenta diferencias con ningun tratamiento (fig. 27).
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Figura 27. Namero de vainas por planta en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli
bv. mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacion (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

4.2.4. Contenido total de nitrégeno

El contenido total de nitrogeno y proteina bruta se lo evalud en grano, con el fin de determinar
la efectividad de la interaccion Rhizobium con los genotipos estudiados mas el tratamiento
fertilizacion y testigo. A continuacion en las tablas 17 y 18 se muestran los resultados
obtenidos del % de nitrdgeno y proteina bruta (P.B) en fréjol rojo y fréjol negro

respectivamente.

Tabla 17. Contenido de nitrogeno total en grano en los genotipos fréjol rojo y fréjol negro.
NITROGENO TOTAL (%)

Rhizobium Rhizobium  Rhizobium
VARIEDADES etli bv. . . Fertilizacion Testigo
. phaseoli leguminosarum
mimosae (T2) (T3) (T5) (T6)
(T1)
Fréjol rojo 3,34 3,43 3,24 3,48 3,09
Fréjol negro 3,4 3,01 3,36 3,76 2,93
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Tabla 18. Contenido de proteina bruta en grano en genotipos fréjol rojo y fréjol negro.
PROTEINABRUTA (%)

Rhizobium Rhizobium  Rhizobium
VARIEDADES etli bv. . . Fertilizacion ~ Testigo
. phaseoli  leguminosarum
mimosae (T2) (T3) (T5) (T6)
(T1)
Fréjol rojo 20,85 21,44 20,21 21,75 19,31
Fréjol negro 21,27 18,83 20,99 23,52 18,28

En Anexos se adjunta el andlisis de nitrogeno total y proteina bruta realizado en fréjol rojo y
fréjol negro en el laboratorio particular acreditado (SEIDLABORATORY Cia. Ltda.).

4.2.5. Rendimiento agricola

El rendimiento agricola tanto en fréjol rojo como en fréjol negro presenta resultados similares.
Los tratamientos T1-Rhizobium etli bv. mimosae , T3-Rhizobium leguminosarum y T5-
fertilizacion, aplicado en las dos variedades muestran los mejores resultados y no difiere
estadisticamente entre ellos, en cambio los tratamientos T2-Rhizobium phaseoli y T6-testigo,

presentan los valores mas bajos (fig. 28).

La comparacion de medias para el rendimiento agricola, como se muestra en la figura 29, no
existe diferencias significativas entre las dos variedades, sin embargo el fréjol rojo es la

variedad que obtuvo un mayor rendimiento con 1,56 TM ha™.
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Figura 28. Rendimiento agricola en fréjol rojo y fréjol negro. Tratamientos: Rhizobium etli bv.
mimosae (T1), Rhizobium phaseoli (T2), Rhizobium leguminosarum (T3), fertilizacién (T5),
testigo (T6). Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.
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Figura 29. Comparacion de medias para rendimiento en fréjol rojo y fréjol negro. Letras
desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

En los cuadros 19 y 20 se muestran las correlaciones estadisticas realizadas mediante el

coeficiente de correlacion de Pearson p<0,05 entre las diferentes variables evaluadas tanto

para los pardmetros de nodulacion y componentes del rendimiento en condiciones de campo

en los genotipos estudiados.
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Tabla 19. Correlacion para parametros de nodulacion, biomasa y componentes de rendimiento en fréjol rojo.

LVP NGP NGV NN NVP PFF PEN PFR PGP PSF PSN PSR PVP
LVP
P-value*
NGP 0,1078

P-value* 0,2857

NGV 0,2699 0,4210

P-value* 0,0066 0,0000

NN -0,2734  -0,3897  -0,2020

P-value* 0,0059 0,0001 0,0439

NVP 0,0617 0,9511 0,2071 -0,4014

P-value* 0,5422 0,0000 0,0387 0,0000

PFF 0,0447 0,1916 0,0832 0,0192 0,1873

P-value* 0,6588 0,0561 0,4105 0,8496 0,0621

PFN -0,1003  -0,3193  -0,1488 0,5244 -0,3128  -0,1065

P-value* 0,3207 0,0012 0,1395 0,0000 0,0015 0,2917

PFR -0,0137  -0,0584 -0,2131 0,1265 -0,0193 0,4729 0,0784

P-value* 0,8925 0,5638 0,0332 0,2097 0,8491 0,0000 0,4382

PGP 0,2168 0,9267 0,3669 -0,4818 0,9154 0,1832 -0,3833  -0,0527

P-value* 0,0303 0,0000 0,0002 0,0000 0,0000 0,0680 0,0001 0,6025

PSF -0,0079 0,1537 0,0178 0,1016 0,1712 0,8296 -0,0659 0,3301 0,1434

P-value* 0,9378 0,1268 0,8608 0,3147 0,0885 0,0000 0,5147 0,0008 0,1545

PSN -0,1559  -0,2615 -0,1045 0,4997 -0,2711  -0,0601 0,6858 0,0722 -0,3200  -0,0582
P-value* 0,1214 0,0086 0,3006 0,0000 0,0064 0,5527 0,0000 0,4752 0,0012 0,5651

PSR -0,1485  -0,0400 -0,2830 0,2250 0,0163 0,3800 0,0994 0,7184 -0,0916 0,4536 0,1326
P-value* 0,1404 0,6926 0,0043 0,0244 0,8722 0,0001 0,3251 0,0000 0,3647 0,0000 0,1884
PVP 0,2143 0,9160 0,3301 -0,4623 0,9119 0,1856 -0,3637  -0,0219 0,9894 0,1442 -0,3072  -0,0696
P-value* 0,0323 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0645 0,0002 0,8284 0,0000 0,1524 0,0019 0,4913

Leyenda: LVP: Longitud de vainas por planta, NGP: Niumero de granos por planta, NGV: NiUmero de granos por vaina, NN: Numero de nédulos,
NVP: Numero de vainas por planta, PFF: Peso fresco del follaje, PFN: Peso fresco de los nodulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PGP: Peso de
granos por planta, PSF: Peso seco del follaje, PSN: Peso seco de los nddulos, PSR: Peso seco de la raiz, PVP: Peso de vainas por planta. P-value*:
Correlacion de Pearson para P < 0,05.



Tabla 20. Correlacion para parametros de nodulacion, biomasa y componentes de rendimiento en fréjol negro.

LVP NGP NGV NN NVP PFF PEN PFR PGP PSF PSN PSR PVP
LVP
P-value*
NGP 0,4305

P-value*  0,0000
NGV 0,5820 0,2569
P-value*  0,0000 0,0103
NN 0,1921  -0,0887  0,2217
P-value*  0,0568 0,3824 0,0274
NVP 0,1900 0,8844  -0,0985 -0,1570
P-value*  0,0596 0,0000 0,3320 0,1206
PFF 0,2422 0,3651 0,2282 0,0762 0,2888
P-value* 0,0157 0,0002 0,0231 0,4537 0,0037
PFEN 0,0007 -0,1868  0,0488 05169 -0,1790  0,1092
P-value* 0,9944 0,0642 0,6313 0,0000 0,0762 0,2821
PFR 0,0112  -0,0302  0,0370 0,3624  -0,0346  0,2221 0,3534
P-value* 0,9122 0,7666 0,7165 0,0002 0,7338 0,0272 0,0003
PGP 0,4113 0,9698 0,1364  -0,0945  0,9178 0,3622  -0,1673  -0,0340
P-value*  0,0000 0,0000 0,1781 0,3522 0,0000 0,0002 0,0978 0,7382
PSF 0,2087 0,3411 0,1692 0,0579 0,2948 0,9114 0,1293 0,1870 0,3434
P-value* 0,0381 0,0006 0,0941 0,5695 0,0031 0,0000 0,2021 0,0638 0,0005
PSN -0,0163  -0,1800  0,0542 0,4990 -0,1740  0,1239 0,9699 0,3045  -0,1543  0,1521
P-value* 0,8725 0,0746 0,5944 0,0000 0,0850 0,2216 0,0000 0,0022 0,1272 0,1328
PSR -0,0271  -0,0649  0,0816 0,1052  -0,0548  0,0947 0,1584 0,2842  -0,0696  0,0993 0,1425
P-value*  0,7902 0,5235 0,4220 0,3002 0,5902 0,3513 0,1174 0,0044 0,4937 0,3282 0,1594
PVP 0,3441 0,9383 0,0372  -0,1175  0,9596 0,3300 -0,1845 -0,0359  0,9806 0,3190 -0,2719 -0,0633
P-value*  0,0005 0,0000 0,7148 0,2468 0,0000 0,0009 0,0675 0,7246 0,0000 0,0013 0,0890 0,5338

Leyenda: LVP: Longitud de vainas por planta, NGP: Numero de granos por planta, NGV: Numero de granos por vaina, NN: Numero de nddulos,
NVP: Numero de vainas por planta, PFF: Peso fresco del follaje, PFN: Peso fresco de los nodulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PGP: Peso de
granos por planta, PSF: Peso seco del follaje, PSN: Peso seco de los nddulos, PSR: Peso seco de la raiz, PVP: Peso de vainas por planta. P-value*:
Correlacion de Pearson para P < 0,05.



En las tablas anteriormente descritas, se observa que en fréjol rojo las correlaciones son
significativas entre las variables de cada factor evaluado como es: pardmetros de nodulacion-
biomasa y componentes del rendimiento, siendo las correlaciones mas importantes NN-PFN y
PSN con el 52 y 49 % respectivamente; en biomasa se determinan correlaciones positivas
entre PFF con PFR en un 47 %, PSR 38 % y PSF 82 % y finalmente componentes del
rendimiento LVP-NGV y PGP, NGP-NGV los cuales se correlacionan positivamente entre si

con 26, 21, y 42 % respectivamente.

En el caso del fréjol negro la correlacion de las variables evaluadas es similar en relacién al
fréjol rojo, los valores considerados significativos para esta variedad se los puede observar en
las relaciones entre NN-NGP y PFN con un 22 y 51 % respectivamente, NN-PFR con el 36
%; ademas existe una significativa correlacion entre pardmetros de biomasa como PFF-NVP y
NGP con 28 y 36 %, finalmente las correlaciones sobresalientes en cuanto a los componentes
del rendimiento LVP-NGP y NGV con un 43 y 58 % respectivamente y LVP-PGP con 41 %.

Los valores presentados con respecto a cada variable evaluada, son significativos para estas,
sin embargo los pardmetros de mayor importancia como son nodulacién y componentes de
rendimiento no se encuentran relacionados entre si, excepto en el caso del fréjol negro, en
donde se puede observar la relacion NN-NGP con un 38 %, con ello podemos afirmar que la

inoculacion de Rhizobium influyd positivamente con el genotipo fréjol negro.

4.3. EVALUAR LA INFLUENCIA DE LA APLICACION DE LOS AISLADOS
SOBRE LAS PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS
DEL SUELO EN EL AREA DE EXPERIMENTACION.

Los resultados obtenidos de los anlisis permiten determinar las condiciones y disponibilidad

de los nutrientes antes del establecimiento del cultivo, asi como las condiciones finales luego

de la aplicacion de los aislados de Rhizobium.

4.3.1. Influencia de los aislados en las propiedades fisicas del suelo

En el analisis realizado en la zona de experimentacion, se pudo determinar que la aplicacion

de las cepas de Rhizobium no influyé en las propiedades del suelo, es decir, que tanto al inicio
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como al final del ensayo se encontré un suelo de textura y clase textural Franco-Arcilloso-

Limoso. El analisis completo correspondiente se adjunta en Anexos.

4.3.2. Influencia de los aislados en las propiedades quimicas del suelo

En cuanto a las propiedades quimicas, se determind que la aplicacion de Rhizobium no influyo
sobre el parametro pH ya que el suelo se mantuvo ligeramente &cido (5,6-5,7) en los dos
analisis realizados; asi mismo el % de MO se encuentra entre bajo y medio (1,6-2,5) por lo
tanto no se pudo determinar si realmente las bacterias inoculadas ejercieron efecto sobre este
pardmetro; sin embargo, donde se pudo evidenciar un resultado favorable es en el % de N
(componente principal de la MO), ya que en el primer andlisis la materia organica estaba en
un nivel medio (1,6 %) mientras que en el segundo analisis se pudo notar un incremento de N
(77,2 ppm). Los resultados de los micronutientes, no se ven influenciados por la aplicacion de
las cepas de Rhizobium. Los analisis completos se adjuntan en Anexos, con toda la
informacién correspondiente a pH, CE, MO, N-P-K, y microelementos (Ca, Mg, Fe, Mn, Cu,
Zn).

4.3.3. Evaluacion microbiolégica

En lo que corresponde a los analisis de bacterias, hongos y actinomycetos, se realizaron dos
evaluaciones, al inicio y al final del ensayo. En la figura 30 se presenta el analisis de
bacterias, en donde se puede observar que en el primer analisis el fréjol rojo presento
3,5 e+8 UFC g s?, en el segundo analisis, el nimero de microorganismos se elevd
positivamente, obteniéndose un total de 3,5 e+9 UFC g s, difiriendo significativamente en
las dos evaluaciones realizadas. Lo mismo sucede con fréjol negro, en la primera evaluacién
se observd un numero de 3,5 e+8 UFC g s?, en la segunda evaluacion el nimero de
microorganismos se incrementd a 3,1 e+9 UFC g s. En ambos casos, estos valores se los

obtuvo de la dilucién 10°.

En cuanto al analisis de hongos, en la figura 31 se puede observar que el fréjol rojo presento
diferencias estadisticas en las 2 evaluaciones, en el primer analisis se determind un nimero
total de 1,8 e+6 UFC g s y una disminucion en la segunda evaluacion con 5,0 e+5 UFC g s,

mientras que en fréjol negro, no existen diferencias estadisticas en el primer y segundo
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analisis, a pesar de que los valores se encuentran entre 1,8 y 1,9 e+6 UFC g s™. La dilucion

que presentd mayor nimero de colonias fue 107,

El analisis de actinomycetos (fig. 32), indica que no existen diferencias significativas en fréjol
rojo con respecto al nimero de UFC en la primera y segunda evaluacion, pero se puede
observar que en la segunda evaluacion el numero de colonias se redujo considerablemente de
2,8 a 1,3 e+8 UFC g s, lo mismo sucede con fréjol negro en donde no se encuentra
diferencias significativas, pero es notorio la disminucion del namero de total de colonias de
31a21e+8 UFCgs™.

Tabla 21. Unidades formadoras de colonias en los analisis de suelo realizados en el lugar del

experimento.

Microorganismo Variedad Analisis 1 Andlisis 2

_ Fréjol rojo 3,5e+8 3,3e+9

Bacterias )
Fréjol negro 3,5e+8 3,1e+9
Fréjol rojo 1,8 e+6 5,0e+5

Hongos N
Fréjol negro 1,9 e+6 1,8 e+6
Fréjol rojo 1,8 e+06 5,0 e+05

Actinomycetos B
Fréjol negro 1,9 e+06 1,8 e+06

ANALISIS DE BACTERIAS
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Figura 30. Andlisis de bacterias en fréjol rojo y fréjol negro en la hoya de Loja.
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Analisis de hongos
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Figura 31. Andlisis de hongos en fréjol rojo y fréjol negro en la hoya de Loja.
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Figura 32. Andlisis de actinomycetos en fréjol rojo y fréjol negro en la hoya de Loja.
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V. DISCUSION

La presente investigacion se la realizd en condiciones de campo con el objetivo de conocer el
comportamiento de tres cepas: Rhizobium etli bv. mimosae, Rhizobium phaseoli, Rhizobium
leguminosarum asociadas a la variedad frejol rojo y fréjol negro més el tratamiento fertilizado
y el control. Se estudio la influencia de las cepas sobre parametros de nodulacion,

caracteristicas morfologicas, biomasa, componentes del rendimiento y rendimiento agricola.

En cuanto a la nodulacion se logré determinar que esta estuvo influenciado positivamente por
las cepas inoculadas, es decir, que hubo una interaccion beneficiosa Rhizobium-leguminosa,
lo cual se logré evidenciar con los valores encontrados en el andlisis de varianza para el NN
en las dos variedades. Se pudo observar que en fréjol rojo el mayor nimero de nédulos totales
se present a los 30 DDS en el T2-Rhizobium phaseoli (40,7 nddulos planta™), comparando
con los resultados obtenidos por Gonzélez et al., (2012), el cual registr6 valores promedio de
8,31 nodulos planta? y Cayo et al., (2004) valores de 24-94 nédulos planta-*con la aplicacion
de dos cepas de Rhizobium; en tanto que el T5-fertilizacion, fue el que presenté menor
namero de nodulos, segun el IICA (2000) la alta disponibilidad de nitrégeno en el suelo no

inhibe la nodulacidn, pero si disminuye la eficiencia de la misma.

Verastegui (2009), explica que el NN varia de acuerdo a la presencia de bacterias nativas en el
suelo, ya que estas pueden competir con el indculo resultando un factor critico, debido a que
la cepa introducida siempre estad en menor cantidad que las bacterias propias del suelo y por lo
tanto, estas se anteponen hacia la planta huésped (leguminosa) induciendo la formacion de
nodulos de baja productividad. Es por ello, que en nuestra investigacion aunque el T2-
Rhizobium phaseoli obtuvo el mayor nimero de nddulos por planta, este no presenta
diferencias significativas con el T6-testigo, lo cual se le puede atribuir lo anteriormente
descrito, posiblemente existi6 competencia de cepas nativas con las cepas inoculadas,

impidiendo una simbiosis de mayor eficiencia.

En fréjol negro las cepas de Rhizobium phaseoli, Rhizobium etli bv. mimosae y Rhizobium
leguminosarum presentaron mayor nimero de nodulos con respecto a los demas tratamientos.
Aungue no existen diferencias significativas entre los tratamientos para cada variedad,;
estadisticamente las dos variedades difieren entre si, presentando los mejores resultados el

fréjol rojo a los 30 y 60 DDS frente al fréjol negro. Es importante mencionar que en las dos
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variedades, a los 60 DDS se obtuvo una considerable disminucion del NN, lo cual se puede
ratificar con los resultados obtenidos por Segura et al., (2006) en donde menciona que el
numero de nodulos activos y muertos disminuyen conforme avanza la edad de la planta,
ademas de: i) las condiciones ambientales y edaficas; ii) capacidad de nodulacion y fijacion
de las cepas; iii) las poblaciones nativas que compiten con las cepas introducidas (Mora,
1995) y iv) la caracteristica especifica del género Rhizobium de poder adaptarse a diferentes
condiciones agroclimaticas, encontrandose en una diversidad de tipos de suelos (Granda et al.,
2009).

El peso seco de nddulos para ambas variedades, muestran valores més altos en fréjol rojo en
la segunda evaluacion (60 DDS) con un promedio de 0,032-0,036 g, a diferencia del fréjol
negro donde no se muestran diferencias significativas en las dos evaluaciones realizadas.
Segun Brunet (1999), reporta que todas las cepas probadas presentaron buena infeccion en la
variedad de fréjol utilizada, el cual se evidencid con el increment6 del PSN conforme avanza
la edad de la planta, lo que indica la efectividad de las cepas estudiadas en esas condiciones.
En un trabajo realizado por Mora (1995) en la variable peso seco de nodulos, la mayor
respuesta fue obtenida con la inoculacién de las cepas de Rhizobium CR-455, CR- 487, CR-
BSA y CR-492, los cuales mostraron diferencias significativas con respecto a los otros
tratamientos (sin inoculacion y sin aplicacion de N). En nuestra investigacion se pudo
determinar que el T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T3-Rhizobium leguminosarum y T5-
fertilizacion en fréjol rojo y T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T5-fertilizacion y T6-testigo en
fréjol negro ambos a los 30 DDS fueron los que presentaron el menor PSN, posiblemente por
dos razones: primero, en el suelo se encontraban rizobios nativos viables capaces de infectar
las raices y estos inhibieron de alguna manera la interaccion de las cepas inoculadas con las
variedades establecidas; y segundo, por la capacidad que poseen las cepas inoculadas para
interactuar de diferente manera con las dos variedades, asi lo menciona Subia (2001), que el
desarrollo nodular y por ende el PSN dependen tanto de la cepa inoculada como de la

variedad del hospedero.

La altura de las plantas, se mostr6 homogénea para ambas variedades. En fréjol rojo y fréjol
negro se pudo determinar que el T2- Rhizobium phaseoli fue el que presentd mejores
resultados tanto a los 7 y 14 DDS el cual difiere significativamente con respecto a los demas
tratamientos, esto pudo deberse al efecto de la cepa para promover la produccién de diferentes

fitohormonas en la planta y por ende al crecimiento de la planta (Madrigal et al., 2009). En la
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tercera evaluacion (21 DDS) no se mostraron diferencias entre tratamientos, por lo que la
altura de plantas se mantuvo estable en las dos variedades con un promedio de 10,98 a 11,93
cmy 10,99 a 11,93cm para frejol rojo y fréjol negro respectivamente. En cuanto al nimero de
hojas en fréjol rojo y fréjol negro, se puede observar que en las evaluaciones realizadas a los 7
y 14 DDS, los tratamientos no difieren significativamente, a excepcion del T5-fertilizacion
que a los 21 DDS obtuvo los mayores valores para fréjol rojo y negro (8,05 y 7,55 cm) pero
que estadisticamente, no sobresalen con respecto a los tratamientos inoculados con Rhizobium
y al tratamiento testigo; asi lo reporta Mayz et al., (2011), quien en su trabajo realizado, los
mejores resultados para el nimero de hojas por planta fueron mostrados por las plantas
inoculadas con las cepas de Rhizobium JV91, JV99 y JV101, el control y fertilizacion; asi
mismo las correlaciones entre el entre el peso seco y el nimero de hojas (r=0,94) fueron

estadisticamente significativas.

Los tratamientos que mejores resultados presentaron en cuanto a pardmetros de biomasa,
especialmente en PSF, se pudo determinar que en la primera evaluacion (30 DDS) el fréjol
rojo y fréjol negro no presentaron diferencias estadisticas con respecto a esta variable en todos
los tratamientos, mientras que a los 60 DDS se pudo evidenciar que el T5-fertilizacion obtuvo
los mejores resultados, con un promedio de 5,90 g y 4,69 g para fréjol rojo y fréjol negro
respectivamente; esto puede relacionarse con la disponibilidad de nitrégeno en el suelo, que si
bien es cierto produce plantas vigorosas con gran cantidad de follaje (Yafiez, 2002) pero que a
la vez en forma directa y negativa disminuye la eficiencia de la nodulacion por medio del uso

de microorganismos diazotroficos (Garcia y Fabrizzi, 2000).

Sierra et al., (2012), al emplear cepas aisladas de Rhizobium en fréjol, determind que de
acuerdo al andlisis de varianza realizado, existio una diferencia significativa con respecto al
tratamiento con adicion de N y el tratamiento que no recibié la aplicacion de nitrégeno,
produjo menor cantidad de biomasa y acumulé una menor cantidad de nitrégeno con respecto
a los demas tratamientos en donde se inocularon las cepas; esto lo podemos evidenciar en
nuestros resultados, en donde el testigo presento los valores mas bajos para la variable PSF en

fréjol rojo y fréjol negro.

El peso seco de la raiz (PSR) a los 30 DDS en las dos variedades en estudio, mostraron que no
existe diferencias estadisticas entre los tratamientos de cada variedad, pero se puede observar

claramente que a los 60 DDS se presentaron los valores mas altos en un rango de 0,34-0,47 g
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y 0,31-0,41 g para fréjol rojo y fréjol negro respectivamente. Es importante mencionar que
estos valores tienden a relacionarse directamente con la variable NN, ya que en las
correlaciones se logro determinar que existe una interaccion entre NN-PSR tanto para fréjol
rojo y negro con un 22 y 30 %, con ello corroboramos lo que menciona Ferrera-Corrate et al.,
(1990) citado por Brunet et al., (1999), quien sefiala que el comportamiento de la poblacion
de Rhizobium varia a medida que la planta se desarrolla, siendo fuertemente influenciada por

la raiz.

Los componentes de rendimiento presentaron diversos valores con respecto a cada una de las
variedades evaluadas. En el caso de la longitud de vainas por planta (LVP), se determin6 que
en fréjol rojo los tratamientos con inoculacion, fertilizacion y testigo no difieren
significativamente entre si, lo mismo sucede con fréjol negro en donde las diferencias
estadisticas entre cada tratamiento es minimo, pero a pesar de ello, el fréjol rojo es la variedad
que presentd los mejores valores para esta variable con un rango promedio de longitud de
vainas de 10,40-12,13 cm. Por otro lado el nimero de granos por vaina (NGV) para fréjol
negro presentd mayor numero de granos (promedio de 3,6-4,15 granos) a pesar de que la
longitud de vainas fue superior en fréjol rojo. Trabajos realizados por Gonzélez et al., (2012)
bajo las mismas condiciones ambientales y del suelo, obtuvieron resultados de 7,12 granos
por vaina mediante la aplicacion de cepas de Rhizobium en fréjol. EI nimero de granos por
vaina son los componentes del rendimiento mas estables y estdn mas relacionados con las

caracteristicas propias del cultivar (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2004).

Finalmente en cuanto al nimero de vainas por planta (NVP) en fréjol rojo, fue el T5-
fertilizacion el que obtuvo el mejor resultado para esta variable con respecto a los demas
tratamientos (9,25 vainas), mientras que en fréjol negro el mejor tratamiento fue el T3-
Rhizobium leguminosarum con 16,66 vainas; seguidamente el T5-fertilizacion y T1-
Rhizobium etli bv. mimosae. Los resultados obtenidos de los componentes de rendimiento,
demuestran que para las condiciones en que se desarrollé el experimento (ambiental y
edafico), la utilizacion de cepas de Rhizobium optimizan el proceso de fijacion del nitrégeno
atmosfeérico, la absorcion de elementos nutritivos y por lo tanto se estimula el desarrollo
vegetal aumentando el potencial productivo de las plantas. En contraste con ello, Valdivia
(2011), manifiesta que los componentes de rendimiento antes mencionados, son de baja
heredabilidad y se encuentran altamente influenciados por el ambiente (baja luminosidad,

altas precipitaciones, estrés hidrico), difieren entre las variedades y ademas pueden presentar
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variaciones incluso a lo interno de cada variedad. Por lo tanto en nuestra investigacion
podemos afirmar que los resultados obtenidos con respecto a estos parametros, no existe
relacién entre cada uno de ellos y por lo tanto dependen de las condiciones edafo-climaticas y

del genotipo de fréjol.

El rendimiento agricola obtenido en las dos variedades analizadas en la presente
investigacion, muestra que en fréjol rojo el tratamiento que presentd el valor mas alto fue el
T5-fertilizacion con un promedio de 2,95 TM ha* seguido del T1-Rhizobium etli bv. mimosae
(1,93 TM hal) y T3-Rhizobium leguminosarum (1,88 TM ha); similar a estos resultados se
presentan para el fréjol negro, en donde el tratamiento que presenté un mayor rendimiento fue
T5-fertilizacion con 2,08 TM hal, sequido del T1-Rhizobium etli bv. mimosae (1,88 TM ha™)
y T3-Rhizobium leguminosarum (1,61 TM ha™). Al comparar las dos variedades, podemos
determinar que no existen diferencias significativas entre ellas, pero el fréjol rojo finalmente
es la variedad que presentd mejores resultados. Avila-Serrano et al., (2005), reporta que 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 influira
en la produccion de biomasa y produccion de grano (rendimiento). En nuestra investigacion
se pudo comprobar lo antes mencionado, puesto que en cada uno de los tratamientos y
evaluaciones, mientras mayor fue el NN se evidenci6 mayor biomasa y rendimiento,
mostrandose esto claramente a los 30 DDS en los dos genotipos frejol rojo y negro, ya que a
los 60 DDS se observd senescencia en la nodulacion.

En la investigacion realizada por Ballesteros et al., (1994), reporta que al analizar el efecto de
la inoculacion sobre tres variedades de fréjol, para rendimiento y contenido de nitrégeno en la
planta, observé que con cualquiera de las variedades, la cepa CIAT 144 (Rhizobium) es la que
mayor cantidad de nitrégeno fija y por tanto la que produce el mayor rendimiento. Hernandez
(2013) obtuvo un rendimiento positivo de 2,17 TM ha! en fréjol mediante la inoculacion con
Rhizobium, valor incrementado en un 13 % con respecto a una investigacion previamente
realizada. Dicho autor concluye que con la aplicacion de Rhizobium en suelos con bajo
contenido de nitrégeno se puede aumentar los rendimientos de plantas leguminosas. Segun
SICA (2002), la produccién media nacional de fréjol es de 5,2 TM, que al comparar con el

rendimiento obtenido en nuestra investigacion, los valores son inferiores (1,3-1,6 TM hal),
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pero se debe sefialar que las condiciones ambientales adversas jugaron un papel importante en
el rendimiento obtenido.

El porcentaje de nitrégeno total y proteina bruta se lo realizd 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.

En cuanto al analisis fisico, quimico y microbioldgico, correspondiente al tercer objetivo de
nuestra investigacion, no se pudo evidenciar la influencia de Rhizobium sobre las propiedades
fisicas del suelo, ya que los valores obtenidos en los anlisis se mantuvieron estables y por lo
tanto no hubo variabilidad en cuanto a las propiedades. Se puede sefialar que el uso de
microorganismos diazotréficos 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.

El analisis quimico realizado en el suelo de experimentacion nos muestra que Rhizobium no
modifica las caracteristicas quimicas del suelo, excepto en la cantidad de nitrégeno, ya que se
pudo determinar el aporte de nitrogeno al suelo luego de la aplicacion de Rhizobium, en donde
se evidencié un incremento del porcentaje de nitrogeno al nivel alto, por lo que podemos
sostener lo descrito por Urzla (2005), quien menciona que el aporte de nitrégeno a los suelos
(en simbiosis) es de 25-100 kg ha afio™X. Al igual que sucede en el analisis fisico, este rizobio
se beneficia de los macro y microelementos que se encuentran disponibles en el suelo como es
calcio y magnesio, el primero en la nodulacion y el segundo en el funcionamiento de la
nitrogenasa; de igual manera hierro y azufre son necesarios en el funcionamiento de la enzima
nitrogenasa por ser constituyentes de la misma, el primero influye en las leghemoglobinas y
azufre tiene que ver con la conformacion de las proteinas. EI boro es importante en el
desarrollo del nédulo y el cobalto favorece en la funcionalidad del mismo (Orozco, 1999).
Los suelos del sector son de caracteristica ligeramente &cida, pero esto no influye, ya que el

pH esta dentro del rango tolerante para el desarrollo de este microorganismo.

Los resultados obtenidos con respecto al analisis microbioldgico, muestran un efecto positivo,
en el cual podemos determinar que en cuanto al nimero de UFC de bacterias, se observa un

incremento en el segundo analisis de 2,75 x 10° UFC en fréjol negro y en fréjol rojo un
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increment6 de 2,95 x 10° UFC, lo que beneficia segun (Rodriguez y Lépez, 2009) a los
procesos biogquimicos adicionales que se encuentran asociados con otros microorganismos
presentes en el suelo. De esta forma, se puede incrementar la disponibilidad de otros
nutrimentos y sustancias promotoras del crecimiento; ademas, este rizobio crea una barrera
protectora contra hongos y bacterias patdgenas en la raiz de la planta, lo que garantiza un

crecimiento sano y fortalecido.
Con los resultados presentados anteriormente, podemos determinar que los aislados de

Rhizobium influyeron positivamente en el crecimiento, desarrollo y fijacion de N2 en las dos

variedades.
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VI.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

A los 30 DDS los tratamientos T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T2-Rhizobium
phaseoli y T6-testigo, aplicados al frejol rojo, ejercieron una mayor nodulacion en las

raices.

A los 60 DDS el tratamiento T2-Rhizobium phaseoli presenté un mayor nimero de
nddulos totales frente a los demas tratamientos.

A los 30 DDS los tratamientos T1-Rhizobium etli bv. mimosae, T2-Rhizobium
phaseoli, y T3-Rhizobium leguminosarum, aplicados en frejol negro produjeron un

mayor nimero de nddulos totales.

A los 60 DDS, los tratamientos T21-Rhizobiumetli bv. mimosae, T2-Rhizobium
phaseoli, T3-Rhizobium leguminosarum y T6-testigo aplicados al frejol negro

presentaron los mejores resultados en numero de nédulos totales.
El tratamiento T2-Rhizobium phaseoli aplicado en los fréjoles rojo y negro a los 30 y
60 DDS, es el que produjo mayor nimero de noédulos en las raices, lo que indica que

la interaccidn entre el Rhizobium y estas leguminosas fue efectiva.

El tratamiento T5-fertilizacion (urea), aplicado en fréjol rojo y fréjol negro es el que

presento los mejores rendimientos.

Las cepas de Rhizobium en la zona de experimentacion, no influyé en las propiedades

fisicas y quimicas del suelo en estudio.

Después de la inoculacion hubo un incremento en el suelo de nueve veces mas la

cantidad de UFC g s de bacterias de Rhizobium.
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VII.

RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de las bacterias diazotroficas en otras condiciones edafo-climaticas y
época de siembra con variedades locales de mayor consumo, para obtener informacién
en este campo, que permita producir un bioinoculante eficiente al alcance de los

productores de frejol.
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Anexo 1. Medios de cultivo para el aislamiento de microorganismos del suelo.

1. Bacterias: AGAR NUTRIENTE

e Agar nutriente 28 gr/1000 ml

2. Hongos: PDA (Papa-Dextrosa-Agar)

e Papa 200 gr
e Dextrosa 10 gr/1000 ml
e Agar 18 gr/1000 ml

3. Actinomicetos: AGAR CASEINA

e Peptona 5 gr/1000 ml
e Cloruro de sodio (NaCl) 5 gr/1000 ml
e Agar nutriente 23 gr/1000 mi
e Agar 4 gr/1000 ml

Leche descremada 10 ml



Anexo 2. Preparacién de soluciones para determinar el porcentaje de Materia Organica.

1. Solucion de Dicromato de Potasio 1 N

Para la elaboracion de un litro de la solucion dicromato de potasio 1 N se pes6 49.04 gr de
dicromato de potasio (K2Cr.0Oy7), se conserva en un desecador y se afora a 1 000 ml con agua
destilada.

2. Difenilamina
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.

3. Solucidn 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 1 000 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 afiade 100 ml de agua destilada, 5 ml de &cido fosforico y 5
gotas de difenilamina. Se determiné el viraje de color de azul a verde para calcular el factor
de correccion de la normalidad (INIAP, 2000).

4. 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 hipotesis 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.
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Anexo 3. Preparacion de soluciones para determinar Nitrégeno Amoniacal en Suelos.

1. Preparacion del fenol basico

En 500 ml de agua destilada disolver 100 gr de hidréxido de sodio (NaOH), dejar enfriar y
seguidamente afiadir 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 nitrégeno

Pesar 9.69 gr de cloruro de amonio (NH4Cl) y disolver en agua destilada hasta un volumen de
1 litro, dicha solucion 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 solucién extractante a fin de

Ilegar a una concentracion de 25 pg/ml.

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

1. Solucion “A’ reactivo concentrado

Disolver 0.250 gr de potasio y antimonio en 100 ml agua destilada; mientras se esta
mezclando afadir 41.25 ml de &cido sulfurico (H2SO4) concentrado y dejar enfriar. En un
frasco volumétrico disolver 1.875 gr de molibdato de amonio en aproximadamente 90 ml de

agua destilada.

2. Solucién “B” reactivo de color para fésforo

Diluirl gr de goma de acacia y 1 gr de &cido ascorbico por litro, mezclar estas 2 soluciones

afiadir 150 ml de solucion Ay llevar a un volumen de 1 litro con agua destilada.

3. Solucidn patron de fésforo

Pesar 4.39 gr de fosfato de potasio (KH2PO.) y disolver en agua destilada hasta un volumen
de 1 litro, esta solucién contiene 1 000 pg/ml de P, de donde se toma una alicuota de 12 ml y
llevar a un volumen de 1 litro con la misma solucidon extractante para obtener una

concentracion final de 12 pg/ml de P.
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Anexo 5. Preparacién de soluciones para determinar potasio, calcio y magnesio en Suelos.

1. Oxido de lantano al 1 %

En 50 ml de agua destilada disolver 58.64 gr de 6xido de lantano (La2O3) y agregar 100 ml de
acido clorhidrico (HCI) concentrado al 37 %, para posteriormente la mezcla aforarla a un
volumen de 5 litros de agua destilada.Se recomienda que el acido clorhidrico sea agregado

cuidadosamente al 6xido de lantanopara evitar su reaccion.

2. Solucion patrdn: 5 000 pg/ml de K, 12 500 pg/ml de Ca, 5 000 pug/ml de Mg
Pesar 9.53 gr de KCI, 45.253 gr de CaCl, 2H.0, 41.793 gr de MgCl. 6H-0 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 pg/ml de magnesio.

Anexo 6. Identificacion de colonias bacterianas en placa.

La evaluacion de las unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC/gr) se la

realizd con la ayuda de un cuantificador de colonias, en el cual se identificd las caracteristicas

generales de las bacterias, que a continuacion se muestra:

Parametros morfoldgicos

a. Crecimiento: | () nulo () ligero () moderado () abundante
) ) () blanco
b. Color: () traslucido | () opaco () crema
transparente opaco
c. Mucosidad: | () nulo () ligero () moderado | () abundante
d. Bordes: () liso () ondulado | () lobulado () dentado (_)
filamentoso
e. Forma: () punteada () circular () filamentosa | () irregular () rizoide

a/Crecimiento: (-) nulo, (+) ligero, (++) moderado, (+++) abundante; b/Color: (1) transparente, (2) traslicido, (3)
opaco, (4) blanco opaco, (5) crema; c¢/Mucosidad: (-) nulo, (+) ligero, (++) moderado, (+++) abundante;
d/Bordes: (1) liso, (2) ondulado, (3) lobulado, (4) dentado, (5) filamentoso;e/Forma: (1) punteado, (2) circular,

(3) filamentosa, (4) irregular, (5) rizoide.
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Anexo 7. Pardmetros morfoldgicos en diferentes etapas de crecimiento en fréjol rojo.

Variedad Tratamiento Réplica Muestra Altura 7 DDS #de Hojas 7 | Altura 14 DDS | #de Hojas 14 | Altura 21 DDS | # de Hojas 21
2 1 1 1 3,8 2 59 4 8,4 6
2 1 1 2 4,1 2 51 3 7,7 5
2 1 1 3 4,4 2 6,6 3 8,3 5
2 1 1 4 4,2 2 59 3 79 4
2 1 1 5 4 2 5,8 3 7,8 5
2 1 2 1 3,6 2 7,2 3 8,2 11
2 1 2 2 4,3 2 6 3 8,5 5
2 1 2 3 51 2 6,4 3 8,9 9
2 1 2 4 4,4 2 6,4 3 8,6 8
2 1 2 5 4,6 2 6,2 3 8,8 8
2 1 3 1 53 2 7,6 4 12,6 5
2 1 3 2 5,2 2 6,9 3 10,7 4
2 1 3 3 4,9 2 6,7 4 11,1 6
2 1 3 4 59 2 7,2 3 11,3 5
2 1 3 5 3.8 2 7 4 11,8 5
2 1 4 1 3,9 2 7,8 3 13,9 5
2 1 4 2 4 2 6,6 4 13,7 5
2 1 4 3 4,4 2 6,8 4 14,1 5
2 1 4 4 3,9 2 6,5 4 14,6 5
2 1 4 5 4,2 2 7,4 4 13,5 5
2 2 1 1 6,6 2 7.7 4 8,1 5
2 2 1 2 5,4 2 6,4 3 9,9 6
2 2 1 3 3.9 2 6 3 9,5 5
2 2 1 4 7,1 2 7,7 3 10,1 5
2 2 1 5 7 2 6.5 3 9,9 5
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continuacion del anexo 7

2 2 2 1 7,1 2 9,6 3 11,1 5
2 2 2 2 4 2 8,4 3 9 5
2 2 2 3 55 2 7,7 3 10,4 5
2 2 2 4 6,6 2 9,9 3 9,9 5
2 2 2 5 6,1 2 9,5 4 9,9 5
2 2 3 1 4,6 2 11,3 3 12,2 5
2 2 3 2 5,6 2 10,9 3 11,7 5
2 2 3 3 5,6 2 11,6 3 11,9 5
2 2 3 4 4,9 2 10,4 3 11,9 5
2 2 3 5 4,7 2 11 3 11,2 5
2 2 4 1 6,9 2 7,3 4 11,1 5
2 2 4 2 6,6 2 7,1 3 91 5
2 2 4 3 6,3 2 7 3 9,6 5
2 2 4 4 6,8 2 7 3 10,9 5
2 2 4 5 6,4 2 6,8 3 10,6 5
2 3 1 1 53 2 58 3 11,9 6
2 3 1 2 51 2 59 3 12,5 5
2 3 1 3 53 2 6,6 4 11 4
2 3 1 4 4,9 2 6,5 3 10,9 5
2 3 1 5 4,7 2 6,7 3 13,1 5
2 3 2 1 51 2 74 3 11,9 7
2 3 2 2 3,7 2 6,5 3 10,5 4
2 3 2 3 3,9 2 7,2 3 10,9 4
2 3 2 4 4 2 7,4 3 12,1 5
2 3 2 5 3,8 2 6,6 4 11,5 5
2 3 3 1 59 2 7,3 3 11,6 5
2 3 3 2 4,9 2 7,5 3 15,2 7
2 3 3 3 5 2 6,9 3 14,9 9
2 3 3 4 54 2 6,6 3 14,1 7
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continuacion del anexo 7

2 3 3 5 5,2 2 7 3 14,5

2 3 4 1 6,1 2 6,6 3 13,5

2 3 4 2 59 2 7,5 3 9,6 11
2 3 4 3 6 2 8,2 4 9,3 5
2 3 4 4 6,3 2 7,6 3 9,9 8
2 3 4 5 6,1 2 7,5 3 9,8 8
2 5 1 1 4,3 2 7,3 3 10,7 11
2 5 1 2 4,7 2 6,9 3 10,2 7
2 5 1 3 3,7 2 7,7 3 10,2 7
2 5 1 4 4,1 2 7,1 3 9,5 9
2 5 1 5 4 2 7 3 9,9 6
2 5 2 1 5,6 2 7,7 4 11,3 6
2 5 2 2 51 2 6,4 4 10,9 6
2 5 2 3 4,9 2 6,8 4 11,1 9
2 5 2 4 4,7 2 6,9 3 10,9 9
2 5 2 5 4,8 2 7,3 4 11 11
2 5 3 1 59 2 8,5 3 10,8 5
2 5 3 2 4,7 2 7,8 3 10,5 9
2 5 3 3 4,9 2 79 3 11,3 9
2 5 3 4 55 2 7,5 4 11,9 7
2 5 3 5 6 2 7,6 3 12,2 8
2 5 4 1 5,6 2 7,3 3 10,7 8
2 5 4 2 59 2 6,4 3 12,2 7
2 5 4 3 5 2 6,6 3 11,1 9
2 5 4 4 51 2 6,1 3 13,4 11
2 5 4 5 4,9 2 6,4 3 9,8 7
2 6 1 1 4,8 2 6,9 4 10,5 8
2 6 1 2 4,3 2 5,6 4 11 8
2 6 1 3 4,2 2 6,7 4 10,2 8
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continuacion del anexo 7

2 6 1 4 4,5 2 6 3 9,8 9
2 6 1 5 4,1 2 6,2 4 9,7 8
2 6 2 1 4,3 2 7,4 4 10,6 4
2 6 2 2 4,5 2 7,2 3 9,9 5
2 6 2 3 4 2 7,1 4 91 5
2 6 2 4 3,9 2 7,3 4 8,2 5
2 6 2 5 4 2 6,5 4 8,6 5
2 6 3 1 4,3 2 7,6 4 10,2 5
2 6 3 2 51 2 7,3 3 14,1 5
2 6 3 3 3,6 2 7,1 3 10,9 4
2 6 3 4 3,8 2 7,4 3 11,2 4
2 6 3 5 3,8 2 6,5 3 10,7 5
2 6 4 1 7 2 7,1 3 14,2 5
2 6 4 2 5 2 6,9 3 12,9 5
2 6 4 3 5,6 2 6,6 3 13,7 5
2 6 4 4 6,6 2 7,5 3 13,8 5
2 6 4 5 59 2 6,9 3 13,3 4
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Anexo 8. Pardmetros morfoldgicos en diferentes etapas de crecimiento en fréjol negro.

Variedad Tratamiento Réplica Muestra Altura 7 DDS #de Hojas 7 | Altura 14 DDS | #de Hojas 14 | Altura 21 DDS | # de Hojas 21
3 1 1 1 3,9 2 6,1 4 8,4 7
3 1 1 2 4,3 2 5,6 3 8,6 5
3 1 1 3 4,4 2 6,2 3 91 5
3 1 1 4 4,8 2 55 3 8 5
3 1 1 5 4,2 2 6,1 4 7,7 5
3 1 2 1 3,8 2 7,1 3 8,5 8
3 1 2 2 4,1 2 6,7 3 9,2 5
3 1 2 3 5,3 2 6,6 4 8,9 6
3 1 2 4 4,7 2 6,9 3 9,6 7
3 1 2 5 4,4 2 6,1 3 9,6 8
3 1 3 1 55 2 7,5 4 14,6 7
3 1 3 2 51 2 7 3 11,3 4
3 1 3 3 51 2 6,7 3 10,7 5
3 1 3 4 5,7 2 75 3 12,6 6
3 1 3 5 3.9 2 7,3 4 11,2 5
3 1 4 1 4,2 2 6,1 4 14,5 5
3 1 4 2 4,2 2 6,6 4 13,3 5
3 1 4 3 4,7 2 6,9 4 14,4 6
3 1 4 4 3,7 2 6,3 4 14,8 5
3 1 4 5 4,5 2 7,5 4 13,9 7
3 2 1 1 6,3 2 7,5 4 9,2 5
3 2 1 2 5,6 2 6,8 3 9,5 6
3 2 1 3 4,3 2 6,1 3 9,8 5
3 2 1 4 5,6 2 7,2 3 11,2 5
3 2 1 5 6,2 2 6,9 3 10,3 4
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continuacion del anexo 8

3 2 2 1 5,9 2 8,2 3 12,1 7
3 2 2 2 4,4 2 8,1 4 9,6 5
3 2 2 3 5,2 2 7,9 3 10,4 5
3 2 2 4 6,1 2 9,2 3 10,5 5
3 2 2 5 6,3 2 9,4 4 11,4 5
3 2 3 1 4,7 2 10,5 3 12,8 4
3 2 3 2 5,8 2 111 3 13,1 7
3 2 3 3 5,7 2 10,2 3 12,8 5
3 2 3 4 51 2 9,7 4 11,5 5
3 2 3 5 4,9 2 10,3 3 11,6 5
3 2 4 1 7,1 2 8,2 4 11,2 7
3 2 4 2 6,8 2 7,7 3 10,4 5
3 2 4 3 6,5 2 7,9 3 10,6 5
3 2 4 4 7,1 2 7,2 3 11,1 5
3 2 4 5 6,1 2 7,1 4 10,8 5
3 3 1 1 59 2 6,6 3 12,7 7
3 3 1 2 53 2 6,3 3 12,9 4
3 3 1 3 55 2 6,9 4 11,9 4
3 3 1 4 51 2 6,8 3 12,5 5
3 3 1 5 4,9 2 6,6 3 14,1 5
3 3 2 1 58 2 7,9 4 11 7
3 3 2 2 4,2 2 6,8 3 10 4
3 3 2 3 4,5 2 7,5 3 12,1 4
3 3 2 4 4,5 2 7,6 3 11,2 5
3 3 2 5 4,1 2 6,8 3 11,6 5
3 3 3 1 55 2 7,5 3 11,9 7
3 3 3 2 51 2 7,7 4 12,3 7
3 3 3 3 4,9 2 7,1 3 11,8 4
3 3 3 4 53 2 6 3 12,6 7
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continuacion del anexo 8

3 3 3 5 58 2 7.8 3 12,9 8
3 3 4 1 6,2 2 6,9 3 10,3 8
3 3 4 2 6 2 78 3 88 11
3 3 4 3 6,4 2 7.9 4 10,1 5
3 3 4 4 6,2 2 7.7 4 10,8 8
3 3 4 5 59 2 75 3 11,2 7
3 5 1 1 4,2 2 8,1 3 10,7 8
3 5 1 2 45 2 7.2 3 11,2 7
3 5 1 3 41 2 75 3 12,5 7
3 5 1 4 4,2 2 78 3 10,5 9
3 5 1 5 43 2 7.2 3 11,5 7
3 5 2 1 57 2 75 4 11,8 6
3 5 2 2 53 2 7.1 4 12,5 6
3 5 2 3 5,1 2 6,5 4 12,6 9
3 5 2 4 4,9 2 6,6 3 11,5 9
3 5 2 5 48 2 7.4 4 10,5 7
3 5 3 1 6,1 2 81 4 11,8 5
3 5 3 2 4,6 2 8,2 3 12,6 9
3 5 3 3 5,1 2 8 3 131 9
3 5 3 4 53 2 7 4 12,5 7
3 5 3 5 6,1 2 76 3 12,8 8
3 5 4 1 57 2 78 3 11,5 8
3 5 4 2 5.8 2 6,9 3 12,1 7
3 5 4 3 5,2 2 6,5 3 12,5 9
3 5 4 4 55 2 6,1 3 12,9 7
3 5 4 5 51 2 6,9 3 11,5 7
3 6 1 1 45 2 7.4 4 12,6 8
3 6 1 2 4.4 2 7.2 4 11,1 8
3 6 1 3 47 2 6,6 4 10,8 8

95



continuacion del anexo 8

3 6 1 4 4,6 2 6,3 3 11,5 9
3 6 1 5 4,6 2 59 4 11,8 8
3 6 2 1 4,9 2 7,4 4 12,6 4
3 6 2 2 4 2 6,9 3 10 7
3 6 2 3 4,1 2 6,6 4 11,1 7
3 6 2 4 3,6 2 6 4 9,2 5
3 6 2 5 4,3 2 71 4 9 5
3 6 3 1 4,6 2 7,5 4 10,1 5
3 6 3 2 55 2 7,8 3 12,9 7
3 6 3 3 4 2 7,7 3 12,1 7
3 6 3 4 3,9 2 8,1 3 10,7 4
3 6 3 5 3,7 2 6,9 3 10,8 5
3 6 4 1 7,2 2 7,6 3 12,3 5
3 6 4 2 5,3 2 7,2 3 12,6 5
3 6 4 3 5,5 2 7,5 3 12,9 5
3 6 4 4 6,5 2 8,1 4 13,1 5
3 6 4 5 5,8 2 7,9 3 12,9 4
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Anexo 9. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 30 DDS para el genotipo fréjol rojo en peso fresco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES

TRATAMIENTO I | i v
NN | PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr) |[NN | PFEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr) | NN | PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr) | NN | PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr)
TiM1 22 0,014 0,84 5,95 16 0,026 1,72 7,48 48 0,0782 1,34 8,47 39 0,0268 1,04 7.4
TiM2 41 0,0134 0,84 743 5 0,0094 0,89 7,42 13 0,0221 0,84 511 52 0,0563 1,18 7,74
TiM3 12 0,0108 0,73 5,99 48 0,0646 1,48 8,82 21 0,0191 0,17 6,28 16 0,0342 0,96 3,99
TiM4 36 0,0088 0,61 6,16 31 0,0364 1,11 9,83 19 0,0196 1,94 9,9 45 0,0623 1,35 8,89
T1IM5 50 0,0629 1,37 7,95 28 0,0212 1,57 8,59 18 0,0479 1,81 10,53 6 0,0017 1,66 9,19
T2M1 48 0,1813 1,23 7,28 62 0,076 2 7,26 47 0,0954 1,26 4,97 22 0,0365 1,03 5,78
T2M2 22 0,0846 1,17 4,58 28 0,0917 2,04 8,38 18 0,0816 0,9 2,89 44 0,1015 1,47 6,83
T2M3 47 0,1563 18 8,99 56 0,1665 1,36 4,96 35 0,1494 1,94 5,74 33 0,0409 1,63 7,29
T2M4 33 0,141 1,41 7,29 71 0,1252 1,34 5,75 85 0,1549 3,35 9,06 25 0,0367 1,77 10,6
T2M5 22 0,1669 18 7,36 50 0,1803 1,51 8,79 46 0,0843 0,96 4,44 20 0,0228 0,76 4,38
T3M1 31 0,0336 1,49 2,14 8 0,0157 0,98 5,85 13 0,0119 0,601 47 11 0,0201 1,53 7,74
T3M2 24 0,0157 1,01 5,56 28 0,0327 0,82 3,03 5 0,0049 0,46 3,56 13 0,0079 1,12 5,89
T3M3 9 0,0008 0,44 2,14 19 0,0304 1,1 7,14 0,0038 0,58 5,36 34 0,0528 1,27 6,85
T3M4 36 0,0124 0,52 473 27 0,444 0,74 5,49 15 0,067 0,82 7,15 12 0,012 1,73 7,17
T3M5 43 0,019 0,72 6,31 33 0,0474 1,54 8,63 41 0,0371 0,62 5,42 33 0,0283 0,98 7,36
T5M1 10 0,0195 2,15 7,92 17 0,051 2,82 5,74 5 0,0066 1,26 7,26 7 0,0043 1,99 7,67
T5M2 11 0,0351 2,12 9,41 9 0,0058 11 5,66 14 0,0375 0,96 5,05 12 0,0103 1,46 5,78
T5M3 4 0,0106 1,89 4,67 36 0,0657 1,61 7,69 12 0,0144 1,59 7,59 23 0,0322 1,18 8,42
T5M4 21 0,0385 2,73 6,78 34 0,056 1,17 513 0,006 1,84 10,81 9 0,017 1,82 8,91
T5M5 6 0,0004 3,24 8,92 4 0,0031 0,79 5,54 5 0,0056 0,61 7,68 21 0,0261 1,54 7,29
T6M1 25 0,0464 1,45 5,46 42 0,199 1,25 6,66 35 0,0509 2,95 8,9 26 0,0356 1,38 6,62
T6M2 44 0,0533 1,9 5,45 38 0,1131 1,11 4,95 45 0,0848 1,18 7,16 34 0,0236 0,44 7,32
T6M3 36 0,137 1,1 6,36 39 0,1481 0,9 6,62 54 0,0656 1,36 5,61 25 0,0232 1,79 8,6
T6M4 52 0,2621 0,89 3,92 16 0,0183 0,67 5,06 31 0,0611 0,77 6,34 35 0,0541 1,45 55
T6M5 36 0,0766 1,23 4,05 38 0,0636 1,76 5,06 43 0,0586 1,54 3,74 58 0,0912 1,86 6,23

NN: Numero de nédulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 10. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 60 DDS para el genotipo fréjol rojo en peso fresco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO | 1 1 v

NN PFEN PFR | PFF | NN PEN PFR | PFF | NN PFN PFR | PFF | NN PFEN PFR PFF
TiM1 27 0,25 3,66 8,35 8 0,13 1,21 18,44 0,1285 0,74 24,06 9 0,0610 2,44 45,67
TiM2 52 0,24 1,58 14,45 0 0 1,44 7,82 8 0,1457 2,72 34,40 6 0,0319 147 11,67
T1M3 0 0 1,22 10,23 16 0,1126 1,20 8,94 27 0,4323 3,59 28,18 3 0,0057 1,25 17,74
TiM4 13 0,1096 1,29 13,03 9 0,0597 1,96 119 4 0,1125 1,48 28,15 10 0,0706 1,03 16,64
T1M5 9 0,0432 1,97 4,71 8 0,29 1,75 14,31 19 0,1783 2,74 28,97 13 0,1349 2,07 30,18
T2M1 55 0,68 2,52 11,07 29 0,4006 4,32 18,01 19 0,0751 3,33 8,3 26 0,2475 1,37 10,92
T2M2 7 0,2108 1,14 13,36 50 0,6385 2,24 15,44 10 0,0306 1,48 4,88 52 0,3296 1,35 9,57
T2M3 8 0,20 2,92 16,42 36 0,5001 1,14 13,65 5 0,0228 2,40 5,82 5 0,0557 1,22 12,11
T2M4 25 0,47 1,88 18,78 42 0,4482 2,23 19,82 0 0 2,75 4,69 26 0,1473 0,80 5,75
T2M5 6 0,18 1,36 9,02 12 0,0669 1,14 6,64 9 0,0537 161 5,00 8 0,1378 121 10,25
T3M1 42 0,4103 2,43 11,91 18 0,2363 1,68 10,86 38 0,2706 0,83 19,77 23 0,2246 1,95 35,10
T3M2 24 0,2326 1,52 14,57 14 0,2301 1,54 18,45 14 0,1090 2,20 20,39 14 0,1487 2,67 13,22
T3M3 15 0,1573 2,35 11,43 0 0 1,86 16,48 9 0,0291 1,39 12,45 35 0,8172 4,10 27,42
T3M4 0 0 1,19 13,87 0 0 1,50 9,92 26 0,3488 0,92 25,45 0 0 1,09 10,90
T3M5 53 0,6164 1,20 10,46 10 0,0836 0,96 10,35 6 0,0633 145 22,51 9 0,1112 2,64 10,63
T5M1 4 0,0202 1,25 16,73 9 0,0275 1,65 19,07 10 0,0835 1,82 37,54 0 0 2,86 54,35
T5M2 8 0,0405 311 23,95 0 0 2,39 21,99 2 0,0087 2,12 40,66 7 0,1339 3,26 31,88
T5M3 0 0 4,66 23,95 13 0,1088 1,81 22,94 20 0,2448 1,42 14,21 6 0,0291 3,67 63,21
T5M4 0 0 112 5,10 4 0,0350 2,32 22,68 10 0,0254 1,68 17,34 0 0 2,30 0,3822
T5M5 5 0,0304 2,39 27,28 0 0 1,33 18,64 15 0,2085 2,14 28,63 6 0,0396 5,18 0,7030
T6M1 5 0,0794 178 5,84 0 0 0,82 2,29 18 0,32 2,41 14,59 11 0,17 1,29 18,82
T6M2 2 0,0222 1,52 5,58 3 0,0316 3,60 9,87 4 0,040 1,39 6,50 1 0,0162 2,22 13,15
T6M3 11 0,27 0,97 6,78 45 0,55 3,23 17,09 28 0,54 1,59 8,32 5 0,0197 1,96 4,61
T6M4 24 0,28 1,69 17,82 8 0,16 2,71 6,12 32 0,37 1,56 10,61 17 0,2208 1,36 9,31
T6M5 6 0,064 2,69 13,51 1 0,29 1,23 11,06 54 0,66 2,43 11,48 34 0,56 1,46 17,66

NN: Numero de nodulos, PFN: Peso fresco de los nédulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF

: Peso fresco del follaje.
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Anexo 11. Pardmetros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 30 DDS para el genotipo fréjol negro en peso fresco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES

TRATAMIENTO | 1 i v
NN [ PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr) | NN | PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr) | NN | PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr) | NN | PEN (gr) | PFR (gr) | PFF (gr)
TiM1 23 | 0,0249 0,59 3,62 24 | 00131 0,6 4,67 26 | 10,0463 0,81 7,62 5 0,0179 0,4 3,61
T1IM2 17 | 0,0333 0,54 3,47 9 0,0134 0,95 3,9 5 0,0056 0,4 4,99 11 | 0,192 0,77 71
TiM3 27 | 10,0658 0,64 454 2 0,0017 0,48 3,63 18 | 0,00776 0,93 8,62 7 0,0176 0,43 3,37
TiM4 23 | 10,0252 0,61 3,43 33 | 00124 0,82 8,26 7 0,0142 0,4 4,24 15 | 00111 0,9 2,87
T1M5 15 | 0,0254 0,61 3,81 10 | 0,0086 0,44 2,83 10 | 0,0212 0,55 4,89 10 | 0,0319 0,55 5,35
T2M1 6 0,049 0,58 5,14 13 | 0,0419 0,86 3,64 17 | 0,0444 1,29 41 29 | 10,0662 0,68 3,66
T2M2 18 | 03742 1,05 5,56 17 | 00772 1,6 4,96 31 | 00423 1,09 5,37 12 0,005 0,55 2,35
T2M3 7 0,0195 0,51 4,18 4 0,0134 0,76 3,83 10 0,042 0,76 4,23 13 | 0,0041 0,85 3,46
T2M4 22 0,112 0,5 2,17 31 | 02472 0,69 5,77 28 | 0,0407 0,44 2,69 34 | 00914 0,72 2,56
T2M5 17 | 0,0854 0,96 8,85 45 | 10,1313 0,91 4,66 25 | 10,1389 1,28 4,89 16 0,062 0,71 5,12
T3M1 4 0,0024 0,47 2,44 8 0,0119 0,29 5,13 22 | 00818 0,84 7,06 10 | 00527 0,52 5,86
T3M2 18 | 0,0223 0,68 4554 5 0,0027 0,58 3,76 31 | 02942 1,18 7,48 9 0,0093 0,74 6,57
T3M3 19 | 0,0444 0,56 3,51 7 0,0066 0,97 7,92 12 0,051 1,07 6,02 11 | 0,125 0,15 3,69
T3M4 12 | 0,145 0,79 4,74 10 | 0,0107 0,49 3,59 8 0,0564 1,03 5,83 11 | 0,0224 0,51 7,2
T3M5 25 | 0,0342 0,55 6,05 34 | 00618 173 5,73 17 | 0,0339 0,66 7,01 30 | 10,0459 0,86 7,86
T5M1 0 0,45 2,71 0 0 0,81 4,07 0 0 0,73 7,23 0 0 0,61 9,69
T5M2 0 0,69 2,81 22 | 0,0279 0,72 6,31 0 0 0,27 5,16 0 0 0,42 4,55
T5M3 0,0066 0,38 2,18 12 | 0,0307 0,75 4,45 0 0 0,42 7,98 0 0 0,53 5,48
T5M4 11 | 0,0493 0,77 5,07 0,0055 1,03 4,26 0 0 0,9 7,81 0 0 0,77 4,14
T5M5 2 0,0005 0,61 4,16 0 0,42 71 0 0 0,62 3,96 0 0 0,5 4,21
T6M1 14 | 0,873 0,67 38 0,009 0,46 3,51 15 | 0,158 0,47 3,84 7 0,013 0,36 3,86
T6M2 0 0 0,82 6,7 0,03 0,89 5,34 10 | 0,0393 0,5 455 6 0,0056 0,42 5,38
T6M3 8 0,1114 0,6 5,43 12 0,016 0,71 5,96 12 | 0,0319 0,45 3,81 20 | 10,0447 0,5 3,97
T6M4 6 0,0556 0,74 4,43 7 0,083 1,05 2,66 7 0,0159 0,35 4,25 11 | 0,003 0,48 5,31
T6M5 0 0 0,47 4,09 15 0,039 1,95 3,74 13 | 0,0145 0,4 3,38 12 | 0,186 0,58 4,48

NN: Numero de nédulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 12. Pardmetros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 60 DDS para el genotipo fréjol negro en peso fresco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO T 1T v

NN| PFN PFR PFF [NN| PFN [PFR| PFF [NN| PFN [PFR| PFF [NN| PFN PFR | PFF

TiM1 2 0,0462 1,06 5,28 3 0,0358 0,86 14,47 4 0,0873 0,99 17,09 6 0,0721 2,02 32,87
TimM2 0,0386 1,19 8,33 0 0 0,89 11,25 1 0,0027 0,74 8,91 3 0,0655 0,79 11,01
TiM3 0 0 1,07 14,54 3 0,0306 0,97 18,74 14 0,1292 1,62 32,69 6 0,0303 0,99 16,80
TiM4 11 0,0674 0,83 8,88 4 0,1914 1,31 16,34 16 0,1280 1,86 28,62 11 0,1245 1,05 21,09
T1M5 1 0,0154 0,94 13,92 9 0,1848 1,09 11,38 7 0,2062 1,1 20,67 8 0,0905 1,14 30,48
T2M1 20 0,4094 1,64 15,7 0 0 1,53 6,58 5 0,0017 0,65 4,63 7 0,0884 1,49 10,27
T2M2 7 0,0402 0,94 6,32 3 0,0114 1,01 7,56 0 0 0,82 3,73 5 0,0433 0,90 8,37
T2M3 0 0 0,71 9,01 18 0,2028 1,01 6,62 4 0,0384 1,27 5,26 11 0,1114 1,08 6,37
T2M4 0 0 0,90 9,76 14 0,1615 1,39 8,84 4 0,1010 1,24 9,64 0 0 12,71 1,39
T2M5 5 0,0332 1,32 10,02 0 0 1,28 6,04 6 0,0261 1,29 8,45 10 0,0215 1,58 9,53
T3M1 19 0,2457 0,870 10,87 3 0,0453 0,99 12,13 2 0,0340 1,25 13,98 9 0,2050 1,87 19,50
T3M2 4 0,0305 0,8320 4,68 4 0,0500 1,30 21,95 4 0,0138 0,84 4,92 10 0,2285 1,28 23,20
T3M3 0 0 0,1249 9,49 8 0,1325 2,52 26,83 11 0,2476 2,09 15,52 2 0,0031 1,60 36,66
T3M4 1 0,0084 0,8232 11,99 3 0,040 2,08 20,85 11 0,1219 1,33 18,04 2 0,0368 0,38 10,65
T3M5 4 0,055 0,0319 15,31 18 0,4070 1,28 19,09 6 0,1091 0,94 12,02 2 0,0110 1,14 36,20
T5M1 0 0 1,94 25,41 3 0,0355 2,33 22,70 0 0 0,98 20,07 0 0 1,34 23,51
T5M2 0 0 0,67 7,78 0 0 1,07 9,69 5 0,0499 3,12 49,73 0 0 2,62 52,30
T5M3 0 0 0,76 12,99 0 0 1,85 32,55 0 0 1,28 30,80 0 0 2,92 61,94
T5M4 0 0 0,78 8,47 6 0,1227 1,49 17,79 2 0,0104 2,55 25,12 0 0 2,74 41,54
T5M5 0 0 1,04 8,66 0 0 1,34 17,90 3 0,015 1,40 22,44 0 0 2,21 41,33
T6M1 7 0,2152 1,52 10,30 10 0,1485 2,24 7,85 5 0,0321 1,03 5,58 6 0,0382 0,90 7,94
T6M2 14 0,2397 0,94 7,61 4 0,1592 1,29 9,24 19 0,3109 2,82 12,54 4 0,0211 1,36 9,77
T6M3 4 0,1880 0,93 6,24 14 0,3617 2,65 11,15 14 0,0595 1,59 6,70 1 0,0170 0,83 7,16
T6M4 5 0,1837 1,89 6,95 0 0 1,0 9,66 4 0,0707 0,26 2,60 7 0,039 1,06 10,10
T6M5 1 0,0115 0,67 6,67 4 0,0707 1,39 13,17 4 0,0242 0,66 4,65 8 0,0777 0,94 8,57

NN: Namero de nédulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 13. Pardmetros de nodulacién, biomasa de la raiz y follaje a los 30 DDS para el genotipo fréjol rojo en peso seco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO I 1 1l v

PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF
TiM1 0,0016 0,0776 0,78 0,0022 0,1207 1 0,0107 0,1446 0,96 0,002 0,1553 0,93
TiM2 0,0013 0,1122 0,88 0,0006 0,2086 0,89 0,0016 0,1061 0,66 0,0096 0,196 1,04
TiM3 0,0007 0,096 0,77 0,0088 0,1726 1,14 0,0024 0,0702 0,73 0,0055 0,1208 0,47
TiM4 0,0018 0,1145 0,83 0,0058 0,1584 1,23 0,001 0,2207 1,23 0,0089 0,1992 1,12
T1M5 0,0072 0,249 1,14 0,0028 0,1719 1,06 0,0044 0,2431 1,36 0,0002 0,2062 1,12
T2M1 0,024 0,1367 0,92 0,0109 0,2012 0,98 0,0119 0,1153 0,67 0,0038 0,1066 08
T2M2 0,0145 0,1035 0,59 0,0148 0,2336 1,04 0,0119 0,1166 0,38 0,0106 0,1902 0,92
T2M3 0,0223 0,2004 1,13 0,0202 0,1731 0,83 0,023 0,2431 0,77 0,0159 0,2001 0,88
T2M4 0,0189 0,162 0,86 0,0175 0,1821 0,74 0,0255 0,369 1,41 0,0028 0,2514 1,44
T2M5 0,0159 0,2194 0,94 0,032 0,2132 1,13 0,0122 0,1454 0,62 0,003 0,1101 0,58
T3M1 0,0077 0,2374 0,44 0,0025 0,112 0,83 0,002 0,1486 0,93 0,0036 0,2023 1,01
T3M2 0,0037 0,2401 0,99 0,0062 0,1321 0,49 0,0014 0,1521 0,72 0,0017 0,155 0,81
T3M3 0,0008 0,1364 0,47 0,0034 0,1597 0,97 0,0012 0,1841 1,04 0,0092 0,1505 0,94
T3M4 0,0035 0,1961 0,88 0,0061 0,1142 0,8 0,0016 0,2213 1,25 0,0021 0,1964 1,02
T3M5 0,0082 0,2499 1,09 0,0068 0,2346 1,25 0,0097 0,2378 1,22 0,0052 0,1445 0,92
T5M1 0,0009 0,2163 0,92 0,0043 0,2918 1,01 0,0008 0,2324 1,08 0,0008 0,2302 0,98
T5M2 0,0032 0,237 1,01 0,0008 0,0905 0,64 0,0057 0,2349 0,64 0,0014 0,1341 0,54
T5M3 0,0005 0,1518 0,4 0,0076 0,2113 1,02 0,0015 0,1757 1,14 0,068 0,1697 0,98
T5M4 0,0028 0,2462 0,73 0,0046 0,1459 0,59 0,0007 0,2438 1,28 0,0017 0,1919 111
T5M5 0,003 0,2763 0,92 0,0001 0,103 0,65 0,0012 0,0899 0,92 0,0006 0,1991 0,87
T6M1 0,0033 0,16 0,95 0,0337 0,201 0,89 0,0106 0,4024 1,12 0,0058 0,2375 0,42
T6M2 0,0048 0,2264 0,76 0,0234 0,1396 0,56 0,0246 0,1879 1,01 0,0043 0,0842 1,02
T6M3 0,0239 0,2457 0,72 0,0261 0,1361 0,8 0,01 0,1947 0,68 0,0035 0,2382 0,99
T6M4 0,0467 0,1341 0,62 0,0024 0,1123 0,67 0,0074 0,1452 0,9 0,0131 0,2515 0,78
T6M5 0,0119 0,1429 0,55 0,0133 0,257 0,75 0,0485 0,2337 0,58 0,0059 0,2978 0,82

NN: Namero de nddulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 14. Parametros de nodulacién, biomasa de la raiz y follaje a los 60 DDS para el genotipo fréjol rojo en peso seco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO 1 i v

PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF
TiM1 0,0314 0,79 1,43 0,0278 0,31 4,55 0,0290 0,51 4,38 0,0133 0,57 7,02
TiM2 0,0479 0,36 2,69 0 0,28 131 0,0260 0,64 5,44 0,0059 0,35 2,20
TiM3 0 0,28 1,73 0,0146 0,60 1,44 0,0751 0,89 4,63 0,0012 0,27 3,35
TiM4 0,0276 0,32 2,40 0,0103 0,35 2,64 0,0262 0,40 5,24 0,0119 0,20 2,75
TiM5 0,0081 0,44 0,83 0,0771 0,43 2,28 0,0333 0,68 4,77 0,0278 0,614 5,23
T2M1 0,1021 0,42 2,23 0,0693 0,74 2,68 0,0089 0,61 1,69 0,0402 0,30 2,29
T2M2 0,0326 0,21 3,34 0,1011 0,48 2,88 0,0032 0,23 0,93 0,0443 0,24 1,63
T2M3 0,0335 0,58 3,07 0,0579 0,20 2,36 0,0006 0,33 1,07 0,0050 0,26 2,17
T2M4 0,0882 0,35 3,54 0,0817 0,54 3,46 0 0,41 0,83 0,0171 0,16 0,85
T2M5 0,0148 0,27 1,91 0,0088 0,12 1,06 0,0065 0,27 0,98 0,0217 0,26 2,26
T3M1 0,0764 0,73 2,66 0,0008 0,47 2,46 0,0624 0,26 3,79 0,0346 0,38 534
T3M2 0,0309 0,35 2,59 0,0226 0,33 3,57 0,0168 0,69 4,01 0,0165 0,46 2,17
T3M3 0,0264 0,58 2,25 0 0,50 3,21 0,0039 0,43 2,52 0,1398 1,00 5,27
T3M4 0,0046 0,33 0,33 0 0,35 1,61 0,0690 0,63 5,39 0 0,27 2,02
T3M5 0,1186 0,30 0,30 0,0128 0,23 1,76 0,0099 0,45 3,94 0,0137 0,44 1,78
T5M1 0,0025 0,23 5,30 0,0046 0,35 521 0,0175 0,49 3,43 0 0,56 8,84
T5M2 0,0060 0,59 4,56 0 0,41 5,27 0,0010 0,41 181 0,0195 0,53 4,98
T5M3 0 0,66 5,44 0,0846 0,44 4,69 0,0400 0,25 1,98 0,0051 0,73 10,82
T5M4 0 0,20 1,13 0,0069 0,43 4,63 0,0050 0,38 2,22 0 0,42 13,45
T5M5 0,0056 0,30 7,71 0 0,47 3,49 0,0370 0,44 4,56 0,0047 121 18,50
T6M1 0,0057 0,31 1,09 0 0,14 0,72 0,0336 0,49 2,61 0,0298 0,25 3,37
T6M2 0,0021 0,25 1,02 0,0039 0,69 1,67 0,0031 0,26 1,21 0,0006 0,49 2,44
T6M3 0,0454 0,17 1,47 0,0823 0,53 3,02 0,0995 0,30 1,34 0,0021 0,42 0,80
T6M4 0,0522 0,37 2,90 0,0283 0,60 1,38 0,0557 0,34 1,96 0,0315 0,28 1,81
T6M5 0,0107 0,28 2,69 0,0485 0,48 2,19 0,1237 0,38 2,55 0,1196 0,28 3,59

NN: Namero de nddulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 15. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 30 DDS para el genotipo fréjol negro en peso seco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO | 1 i v

PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF
TiM1 0,0028 0,075 0,38 0,0042 0,0836 0,51 0,0063 0,0838 0,72 0,0029 0,06 0,62
TiM2 0,0058 0,0711 0,41 0,0017 0,0944 0,39 0,0008 0,044 0,54 0,0015 0,1061 0,79
TiM3 0,01 0,067 0,5 0,0024 0,0536 0,38 0,0136 0,0859 0,89 0,0019 0,0524 0,45
TiM4 0,0039 0,0629 0,41 0,0038 0,1546 0,84 0,0021 0,0543 0,61 0,0017 0,1274 0,34
TiM5 0,0041 0,0916 0,41 0,0013 0,0527 0,28 0,004 0,0863 0,6 0,0047 0,078 0,56
T2M1 0,0072 0,0572 0,48 0,0069 0,0875 0,46 0,0068 0,1214 0,43 0,0099 0,0842 0,48
T2M2 0,0643 0,1363 0,65 0,0099 0,1811 0,55 0,0071 0,1218 0,53 0,0024 0,0464 0,27
T2M3 0,0008 0,0447 0,4 0,0032 0,0653 0,39 0,0046 0,0777 0,48 0,0015 0,0818 0,37
T2M4 0,0251 0,0583 0,22 0,0456 0,0964 0,64 0,006 0,0423 0,27 0,0134 0,0735 0,27
T2M5 0,0129 0,0984 1,07 0,022 0,0689 0,62 0,0176 0,1347 0,58 0,0101 0,1044 0,78
T3M1 0,0006 0,0355 0,25 0,0015 0,0269 0,44 0,0109 0,0669 0,8 0,0084 0,0548 0,64
T3M2 0,002 0,0653 05 0,0009 0,0439 0,37 0,0459 0,1238 0,78 0,0006 0,0957 0,78
T3M3 0,0067 0,0666 0,42 0,0008 0,1002 0,85 0,0097 0,1117 0,68 0,0031 0,0213 0,48
T3M4 0,0018 0,0904 0,54 0,0007 0,0556 0,36 0,0103 0,1167 0,64 0,0056 0,01096 0,87
T3M5 0,0051 0,0783 0,56 0,0099 0,0769 0,58 0,0045 0,076 0,49 0,0033 0,102 0,74
T5M1 0 0,0662 0,3 0 0,0686 0,44 0 0,0754 0,85 0 0,0946 1,08
T5M2 0 0,0638 0,23 0,0053 0,1048 0,75 0 0,0393 0,51 0 0,0551 0,45
T5M3 0,0005 0,0332 0,21 0,006 0,0896 0,42 0 0,0405 0,76 0 0,0669 0,65
T5M4 0,0073 0,1131 0,69 0,0009 0,123 0,59 0 0,117 0,82 0 0,1034 0,44
T5M5 0,0001 0,0773 0,5 0 0,0835 0,84 0 0,0616 0,32 0 0,0638 0,46
T6M1 0,0123 0,1117 0,34 0,0003 0,0504 0,32 0,0007 0,0606 0,39 0,0018 0,0702 0,46
T6M2 0 0,0812 0,85 0,0022 0,09 0,55 0,0069 0,727 0,49 0,0017 0,0685 0,66
T6M3 0,0169 0,084 0,7 0,0026 0,0902 0,6 0,0043 0,0605 0,44 0,0071 0,092 0,56
T6M4 0 0,0715 0,31 0,0099 0,134 0,36 0,0018 0,0541 0,54 0,001 0,0692 0,68
T6M5 0,008 0,0423 0,46 0,0038 0,1963 0,39 0,007 0,0623 0,46 0,0022 0,0977 0,69

NN: Ndmero de nddulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 16. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 60 DDS para el genotipo fréjol negro en peso seco, con tratamientos,

muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO | 1 i v

PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF PSN PSR PSF
TimM1 0,0035 0,2903 1,42 0,0125 0,2755 3,08 0,0034 0,3463 3,84 0,0179 0,5203 5,84
TiM2 0,0080 0,2938 1,83 0 0,2763 2,40 0,0008 0,2371 1,83 0,0162 0,2447 2,01
TiM3 0 0,2610 2,65 0,0064 0,2487 3,47 0,0361 0,4575 6,16 0,0104 0,3047 3,07
TiM4 0,0169 0,2249 1,85 0,0136 0,3634 3,03 0,0303 0,5534 4,89 0,0276 0,3343 3,86
TiM5 0,0033 0,2646 2,48 0,0406 0,3285 2,01 0,0581 0,3358 3,09 0,0208 0,3512 5,14
T2M1 0,0869 0,4224 2,8396 0 0,3978 1,4829 0,0002 0,1592 1,1274 0,0225 0,3917 2,4144
T2M2 0 0,2829 1,5846 0,0020 0,2969 1,6175 0 0,2190 0,9867 0,0114 0,1747 1,8369
T2M3 0,0077 0,2355 2,0594 0,0586 0,3192 1,0921 0,0069 0,2934 0,1617 0,0246 0,2878 1,5977
T2M4 0 0,2838 2,8130 0,0433 0,4170 0,8545 0,0194 0,3030 2,1925 0 0,2984 3,1069
T2M5 0,0106 0,4547 2,7008 0 0,3365 1,5152 0,0071 0,3412 1,843 0,0008 0,3329 1,9134
T3M1 0,0511 0,2062 1,96 0,0096 0,3035 2,25 0,0089 0,3382 2,60 0,0252 0,3983 3,85
T3M2 0,0080 0,2679 1,16 0,0084 0,2535 4,13 0,0046 0,2314 2,74 0,0394 0,3292 4,52
T3M3 0 0,2262 2,02 0,0388 0,6839 5,40 0,0267 0,542 3,14 0,0018 0,3938 6,43
T3M4 0,0011 0,2358 2,68 0,0055 0,5660 3,50 0,0204 0,3980 3,48 0,0113 0,1127 1,71
T3M5 0,0007 0,2638 2,89 0,0870 0,2968 3,84 0,0313 0,3067 2,21 0,0030 0,3348 6,14
T5M1 0 0,3772 4,6883 0 0,5094 4,2721 0 0,2031 3,1956 0 0,3789 4,2682
T5M2 0 0,1571 1,6130 0 0,2174 1,8892 0,0090 0,8142 9,1300 0 0,6326 8,4869
T5M3 0 0,1781 2,4375 0,0058 0,4206 6,0094 0 0,3590 5,9193 0 0,7419 10,0431
T5M4 0 0,1734 1,5685 0,0250 0,2984 2,8207 0,0031 0,5109 4,4243 0 0,7488 6,6790
T5M5 0 0,2297 1,5243 0 0,3241 3,6564 0,0036 0,3294 3,6967 0 0,5986 7,6656
T6M1 0,0463 0,3867 2,0748 0,0167 0,4825 1,5787 0,0089 0,2469 1,4035 0,0014 0,2354 1,4998
T6M2 0,0437 0,2624 1,7992 0,0177 0,2418 1,9875 0,0660 0,6760 2,5125 0,0016 0,3422 2,0048
T6M3 0,0363 0,2868 1,8489 0,0709 0,5864 1,9393 0,0068 0,3609 1,3875 0,0044 0,2257 1,7580
T6M4 0,0278 0,3902 1,3445 0 0,2859 1,8916 0,0074 0,1010 0,6389 0,0045 0,2443 2,0380
T6M5 0,0028 0,2197 1,4665 0,0092 0,3343 2,5674 0,0017 0,2003 0,9829 0,0169 0,2533 1,6369

NN: Numero de nédulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje.
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Anexo 17. Prueba de Tukey HSD para fréjol rojo con respecto a la influencia de la inoculacion de cepas de Rhizobium sobre pardmetros

morfolégicos en diferentes etapas de crecimiento.

Altura 7 DDS # de hojas 7 DDS Altura 14 DDS # de hojas 14 DDS Altura 21 DDS # de hojas 21 DDS
Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias
T2 4,4 a T1 2 a T2 96 a T6 345 a T3 11,935 a T5 8,05 a
T3 5,885 b T2 2 a T5 716 b T1 34 a T6 11,13 ab T3 6,3 b
T5 5,13 bc T3 2 a T3 6,965 b T5 3,25 a T5 10,98 ab T1 5,8 b
T6 4,97 bc T5 2 a T6 6,89 b T3 3,15 a T1 10,52 ab T6 5,6 b
T1 4,665 c T6 2 a T1 6,6 b T2 3,15 a T2 10,4 b T2 5,05 b
Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 18. Prueba de Tukey HSD para fréjol negro con respecto a la influencia de la inoculacion de cepas de Rhizobium sobre pardmetros

morfolégicos en diferentes etapas de crecimiento.

Altura 7 DDS # de hojas 7 DDS Altura 14 DDS # de hojas 14 DDS Altura 21 DDS # de hojas 21 DDS
Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias
T2 5,785 a T1 2 a T2 8,36 a T1 35 a T5 11,93 a T5 755 a
T3 5,355 ab T2 2 a T5 7,3 b T6 35 a T3 11,635 a T3 6,1 b
T5 5,08 bc T3 2 a T3 7,185 b T2 33 a T6 11,635 a T6 6,05 b
T6 4,785 bc T5 2 a T6 7,185 b T5 33 a T2 10,995 a T1 5,8 b
T1 4,525 c T6 2 a T1 6,615 b T3 3,25 a T1 10,945 a T2 5,25 b

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 19. Prueba de Tukey HSD para el genotipo fréjol rojo sobre el efecto de los aislados en los parametros de nodulacion y biomasa, a los 30

DDS.
NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF
Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias
T6 46,05a T6 0,11231 a T5 1,693 a T1 7,656 a T6 0,01816 a |T6 0,20141 a|T1 0,967 a
T2 21,5ab T2 0,10869 a T2 1536 ab |[T5 7,196 ab | T2 0,01558 a |T5 0,19359 a|T3 0,9035 a
T1 12,25 bc T3 0,04487 b T6 1,349 abc T2 6,631 abc | T5 0,00575 b |T2 0,18365 a|T2 0,8815 a
T3 17,5 cd |T1 0,03178 b T1 1,172 bc|T6 5980 bc|T3 0,00433 b|T3 0,18025 a |T5 08715 a
T5 5,95 d T5 0,02228 b T3 0,953 c|T3 5,611 c|T1 0,00395 b |T1 0,15718 a |T6 0,7795 a

Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 20. Prueba de Tukey HSD para el genotipo fréjol negro sobre el efecto de los aislados en los parametros de nodulacién y biomasa, a los

30 DDS.
NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF
Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias
T2 19,75a T2 0,08440a |T2 0,8395 a (T3 55995 a (T2 0,0138 a |T6 0,1156 a |T3 0,5315 a
T3 15,15ab | T3 0,04358 ab | T3 0,7335a |T5 5,1665a T3 0,0066 ab |T2 0,0891 a |T5 0,5655 a
T1 1485ab |T6 0,03199b |T6 06435 a |T1 4,741 a |T6 0,0045 b |T1 0,0792 a |T1 0,5315 a
T6 945 bc [T1 0,020828 b | T1 0,621 a |T6 44245 a |T1 0,0039 b |T5 0,0770 a |T6 0,5125 a
T5 305 ¢ |T5 0,006025 b | T5 062 a |T2 43595 a |T5 0,0010 b (T3 0,0709 a |T2 0,497 a

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 21. Prueba de Tukey HSD para el genotipo fréjol rojo sobre el efecto de los aislados en los parametros de nodulacion y biomasa, a los 60

DDS.
NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF

Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias
T2 215 a T2 0,24476 a |T5 2424 a |T5 24561a |T2 0,0368 a |T5 0,475 a |T5 5901 a
T3 17,5 ab T6 0,20619 a |T2 1920 a |T1 18,892 ab | T6 0,0347 a |T1 0,464 a |T1 3,315 b
T6 1595 ab | T3 0,20445 a |T6 1,895 a |T3 16,307 ab | T3 0,0329 a |T3 0,459 a T3 2,848 b
T1 12,25 ab |T1 0,12682 ab |T1 1,8405 a |T2 10,975 b |T1 0,0247 a |T6 0,3655 a |T2 2,0615 b
T5 5,95 b |T5 0,05179 b |T3 1,7735 a |T6 10,550 b |T5 0,012 a (T2 0,349 a |T6 19915 b

Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 22. Prueba de Tukey HSD para el genotipo fréjol negro sobre el efecto de los aislados en los parametros de nodulacién y biomasa, a los

60 DDS.
NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF

Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias Trat. Medias

T3 6,15 a T3 0,10126 a |T2 1,738 a |T5 26,636a |T3 0,0191 a |T5 0,41014 a |T5 4,69941 a
T2 595 ab |[T6 0,09045 a |T5 1,7215a |T3 17,194 b |T6 0,0175ab |T3 0,33443 a | T3 3,3325 b
T1 555 ab |[T1 0,07732 ab | T6 1,2985a |T1 17,168 b |T1 0,0162 ab |T1 0,32561 a |T1 3,1975 b
T6 545 ab |[T2 0,06451 ab | T3 1,1786 a |T6 8,2225 ¢ |T2 0,0151 ab |T6 0,31813 a | T2 1,78701 ¢
T5 09 b [T5 0,01167 b |T1 1,1255 a |T2 7,7045 ¢ |T5 0,0023 b |T2 0,3124 a |T6 1,71806 ¢

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 23.Prueba de Tukey HSD entre ambas variedades fréjol rojo y fréjol negro sobre el efecto de los aislados en los pardmetros de nodulacion

y biomasa.
Tratamientos Var. NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF
T1 V2 28,3 a 0,031785 a 1,1725 a 7,656 a 0,003955 a 0,157185 a 0,967 a
V3 14,85b 0,020828 a 0,621 b 4,741 b 0,003975 a 0,079235 b 0,5315b
T V2 40,7 a 0,10869 a 1,5365 a 6,631 a 0,01558 a 0,18365 a 0,8815a
V3 19,75 b 0,084405 a 0,8395 b 4,3595 b 0,013865 a 0,089115b 0,497 b
T3 V2 22a 0,044875 a 0,95355 a 5,611 a 0,00433 a 0,180255 a 0,9035a
V3 15,15a 0,04358 a 0,7335a 5,5995 a 0,006615 a 0,070973 b 0,5885b
5 V2 132a 0,022285 a 1,6935 a 7,196 a 0,00575789 a 0,19359 a 0,8715a
V3 3,05b 0,006025 a 0,62 b 5,1665 b 0,001005 a 0,077035 b 0,5655 b
T6 V2 46,05 a 0,11231 a 1,349a 5,9805 a 0,01816 a 0,20141 a 0,7795a
V3 9,45Db 0,031995 a 0,6435b 4,4245 Db 0,004525 b 0,115685 b 0,5125b
Tratamientos Var. NN PEN PFR PFF PSN PSR PSF
T1 V2 12,25a 0,126825 a 1,8405a 18,892 a 0,024725 a 0,4642 a 3,3155a
V3 555b 0,077325 a 1,1255b 17,168 a 0,01632 a 0,325615 b 3,1975a
T V2 215a 0,24476 a 1,9205a 10,975 a 0,036875 a 0,349 a 2,0615a
V3 595D 0,064515 b 1,738a 7,7045b 0,0151b 0,3124 a 1,78701 a
T3 V2 175a 0,204455 a 1,7735a 16,307 a 0,032985 a 0,459 a 2,8485 a
V3 6,15b 0,10126 a 1,1786 b 17,194 a 0,01914 a 0,334435b 3,3325a
5 V2 595a 0,051795 a 2,424 a 24,5618 a 0,012 a 0,475a 5,901 a
V3 0,95b 0,011675b 1,7215b 26,636 a 0,002325 a 0,41014 a 4,69941 a
T6 V2 1595a 0,206195 a 1,8955a 10,5505 a 0,034745 a 0,3655 a 1,9915a
V3 545b 0,09045 b 1,2985 b 8,2225a 0,01755 a 0,318135a 1,71806 a

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 24.Triptico de dia de campo.
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Figura 3-4. Pardmetros de nodulacion a los 30 dias (peso fresco y peso seco

respectivamente) en fréjol negro, en el sector Moraspamba, Loja.
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Figura 5-6. Pardmetros de nodulacién a los 30 dias (peso fresco y peso seco

respectivamente) en fréjol rojo, en el sector Moraspamba, Loja.
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Figura 7-8. Pardmetros de nodulacion a los 60 dias (peso fresco y peso seco

respectivamente) en fréjol rojo, en el sector Moraspamba, Loja.
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Figura 9-10. Parametros de nodulacién a los 60 dias (peso fresco y peso seco

respectivamente) en fréjol negro, en el sector Moraspamba, Loja.
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continuacion del anexo 24

INTRODUCCION

Las Leguminosas comprenden una amplia variedad de especies; posee
un estimado de 700 géneros y 18 000 especies (Mufioz, 2011). Son las
Unicas especies que puede ﬁﬁ jrogeno por la presencia de ciertas
bacterias simbidticas como:"R um, Bradyrhizobium, Azorhizobium.
Este proceso (FBN) permite *disminuir la apllcauon de fertilizantes
nitrogenados, y depende de la es%{Sue leguffifiosal utilizada, efectividad
del rizobio apllca ,~condicione afoclimaticass manejo del cultivo.
Los niveles promedio, de fijacién en fréjol la cantidad de nitrégeno fijado
es de 25-100 kg ha afio?(Diaz, 2@)%

4 4
Esta investigacion es encontrar alfernativas bioldgicas eficientes para los
agricultores, que contribuyan al incremento de los rendimientos
agricolas y a minimizar la utilizacion de fertilizantes nitrogenados.

OBJETIVOS

Objetivo general

4 Evaluar el efecto de bacterias diazotréficas simbidticas sobre
parametros microbioldgicos y fenotipicos en la interacciéon con
genotipos de fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.) para contribuir
a la obtencién de bioinoculantes comerciales eficientes en este
cultivo.

Objetivos especificos

X Determinar el efecto de aislados de Rhizobium nativos de la regién
Sur del Ecuador sobre pardametros de nodulacién de los genotipos
fréjol rojo, fréjol negro y blanco belén en condiciones de campo.

X Evaluar el efecto de los aislados de Rhizobium sobre la biomasa,
componentes de rendimiento, contenido total de N y rendimiento
agricola de los genotipos de fréjol, objetos de estudio.

X Evaluar la influencia de la aplicacién de los aislados sobre las
propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo en el
area de experimentacion.

METODOLOGIA

Metodologia para el primer objetivo

X Se utilizardn los mejores aislados obtenidos a partir de los
estudios en condiciones controladas de la tesis titulada
“Identificacion y caracterizacién de cepas nativas de Rhizobium
en genotipos de fréjol comun en diferentes zonas agroecoldgicas
de la provincia de Loja”.

Elaboracién del inoculante

X 250 gramoslde turba para cada a}debs C@Pas aanal r.
grados,

X Se midié Ia den5|dad Optica de cada cultivo de las cepas para
tener titulos de 108 unldades formadoras de colonias por cada ml
(UFC/ml).

X El inoculo se rea
peletizacion a las se

antes de la inoculacion por

X Al cabo de los 7 dias de la inoculacion del soporte se realizé el
conteo de células en el inoculo mediante el método de diluciones
cuantitativas.

Metodologia para el segundo objetivo

X Caracteristicas morfoldgicas y biomasa.

B = e

X Componentes del rendimiento.
X Contenido de nitrégeno total.

Metodologia para el tercer objetivo

X Analisis quimico

x

Anélisis fisico
X Analisis microbioldgico
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Figura 1-2. Caracterizacién morfolégica y biomasa en fréjol rojo y fréjol negro
respectivamente, en el sector Moraspamba, Loja. 110



Anexo 25. Analisis del % de Nitrégeno y % de Proteina Bruta en fréjol rojo y fréjol negro.
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Anexo 26. Primer analisis fisico-quimico de suelo en el sector de Moraspamba “La Argelia
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de suelo en el sector de Moraspamba “La Argel
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Anexo 28. Evidencia fotografica

Figura N°

Imagen

Descripcion

ANALISIS DE PARAMETROS

DE NODULACION

Recoleccion de muestras de fréjol, en el
sector de Moraspamba-Loja, 19 de julio
de 2012.

Lavado de muestras previo al conteo de
nodulos laboratorio de Biotecnologia-
Loja, 19 de julio de 2013.

secado de muestras de fréjol,
Laboratorio de Biotecnologia-Loja, 19
de julio de 2013

Conteo y de nédulos en las muestras de
fréjol, laboratorio de Biotecnologia-
Loja, 19 de julio de 2013.
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Pesaje de nddulos en las muestras de
fréjol, laboratorio de Biotecnologia-
Loja, 19 de julio de 2013.

EVALUACION DE PARAMETROS MORFOLOGICOS

;,\ ‘
| & .

Evaluacion de la altura de la planta en
fréjol negro, en el sector de
Moraspamba-Loja, 25 de junio de
2013.

Evaluacién del nimero de hojas en
fréjol rojo a los 7 dias, en el sector de
Moraspamba-Loja, 25 de junio de
2013.

EVALUACION DE COMPONENTES DE BIOMASA

Zona de corte, para separar la parte
foliar de la radicular en las muestras de
fréjol, Laboratorio de Biotecnologia-
Loja, 19 de julio de 2013.
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Enfundado e identificacion de las
muestras de fréjol, Laboratorio de
Biotecnologia-Loja, 19 de julio de
2013.

10.

Ubicacion de las muestras de fréjol en
la estufa, Laboratorio de Biotecnologia-
Loja, 19 de julio de 2013.

11.

12.

13.

EVALUACION DE PARAMETROS DE RENDIMIENTO

S

Conteo de numero de vainas por planta
en fréjol rojo, Laboratorio de

Biotecnologia-Loja, 15 de octubre

Determinacionde la  longitud de
vainasen fréjol rojo, Laboratorio de
Biotecnologia-Loja, 15 de octubre de
2013.

Peso de vainaspor plantaen fréjol rojo,
Laboratorio de Biotecnologia-Loja, 15
de octubre de 2013
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14.

Peso de granos por vainaen fréjol
negro, Laboratorio de Biotecnologia-
Loja, 15 de octubre de 2013.

Recoleccion de las muestras de suelo,

15. en el sector de Moraspamba-Loja, 15 de
junio de 2013.
Tamizado de muestras de suelo,
16. Laboratorio de Suelos-Loja, 31 de
enero de 2014.
ANALISIS FISICO Y QUIMICO DE SUELOS
Mezcla de suelo en agitador,
17. Laboratorio de Suelos-Loja, 03 de

febrero de 2014.
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18.

19.

Obtencion de pH en muestras de suelo,
Laboratorio de Suelos-Loja, 03 de
febrero de 2014.

20.

Obtencion del extracto en bomba de
vacio, Laboratorio de Suelos-Loja, 04
de febrero de 2014.

21.

Extracto empleado para la obtencion de
la conductividad eléctrica, Laboratorio
de Suelos-Loja, 04 de febrero de 2014.

Aplicacion de dicromato de potasio y
acido sulfirico a la muestra de suelo,
Laboratorio de Suelos-Loja, 05 de
febrero de 2014.
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22.

Aplicacion de la sal de Morh y viraje de
color, Laboratorio de Suelos-Loja, 05
de febrero de 2014.

ANALISIS MICROBIOLOGICO

23.

Pesaje de agar nutriente, Laboratorio de
Biotecnologia-Loja, 25 de octubre de
2013.

24,

Mezcla del reactivo para la preparacion
del medio de cultivo, Laboratorio de
Biotecnologia-Loja, 25 de octubre de
2013.

25.

Elaboraciéon dediluciones cuantitativas,
Laboratorio de Biotecnologia-Loja, 25
de octubre de 2013.

26.

Extraccion de 1 ml dedilucion,
Laboratorio de Biotecnologia-Loja, 25
de octubre de 2013.
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27.

Diluciones cuantitativas terminadas
para la siembra, Laboratorio de
Biotecnologia-Loja, 25 de octubre de
2013.

28.

29.

Dilucion en cajas petri,Laboratorio de
Biotecnologia-Loja, 25 de octubre de
2013.

30.

Siembra de bacterias en cajas
petri,Laboratorio de Biotecnologia-

! S Loja, 25 de octubre de 2013.

31.

|| Incubacion de cajas petri,Laboratorio

c de Biotecnologia-Loja, 25 de octubre

de 2013.

Conteo de colonias bacterianas,
Laboratorio de Sanidad Vegetal -Loja,
29 de enero de 2014.
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