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“EVALUACION DEL EFECTO BENEFICO DE LA INOCULACION DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS EN VARIEDADES DE FREJOL COMUN
EN LA HOYA DE LOJA”



RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto benéfico de la
inoculacion de cepas nativas de Rhizobium, sobre parametros de nodulacion,
morfologicos, biomasa y rendimiento agricola en tres variedades de frejol
comun, asi como determinar las propiedades fisicas, quimicas Yy
microbioldgicas del suelo antes y después en el area de experimentacion bajo
condiciones de campo, empleando un disefio experimental de bloques al azar
con 6 tratamientos y 4 réplicas, tres tratamientos con cepas de Rhizobium
procedentes del Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja:
(Rhizobium  miluonense-Gonzanama), (Rhizobium tropici-Catamayo),
(Rhizobium lusitanum-Saraguro); un tratamiento con la cepa tipo CIAT 899
899 (Rhizobium tropici), un tratamiento con fertilizacion quimica (Urea) y un
tratamiento sin fertilizacion ni inoculacion. Antes de la siembra se elaboro el
inoculo, para posteriormente realizar la peletizacion en las semillas de las
variedades en estudio. Para evaluar parametros morfologicos, de biomasa y
componentes de rendimiento se seleccionado 5 plantas al azar de cada
réplica, en los 7 y 21 dias después de la siembra (DDS) se evaluaron la altura
de plantas y numero de hojas, a los 30 DDS se continuaron con los
parametros de nodulaciéon: numero de ndédulos (NN), peso fresco y peso seco
de los n6dulos (PFN-PSN), asi como los parametros de biomasa: peso fresco
y peso seco del follaje (PFF-PSF), peso fresco y peso seco de la raiz (PFR-
PSR). Finalmente a los 90 DDS se evaluaron los componentes del
rendimiento: nimero de granos por planta (NGP), peso de vainas por planta
(PVP), numero de vainas por planta (NVP) y peso de granos por planta (PGP)
y para el rendimiento agricola se tomd 40 plantas por replica y tratamiento,
extrapolando a Tm hal. De manera general las cepas aisladas de Gonzanama
(Rhizobium miluonense) y Catamayo (Rhizobium tropici) influenciaron
significativamente los pardmetros de nodulaciony biomasa, asimismo la cepa
aislada de Saraguro (Rhizobium lusitanum) en componentes de rendimiento
agricola, en todos los casos estas cepas nativas fueron superiores a los
tratamientos Control y Fertilizacion. Estos resultados valorizan el potencial de
las cepas nativas de Rhizobium para su utilizacion como biofertilizantes y
elevar las tasas de fijacion de nitrogeno en el cultivo de frejol comun.
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the beneficial effect of inoculation of native strains
of Rhizobium on nodulation, morphological, biomass and crop Yyield
parameters of three common bean varieties. In addition, to determine the
physical, chemical and microbiological properties of the soil before and
afterwards in the area of experimentation under field conditions using a
randomized experimental block design with 6 treatments and 4 replications.
Three treatments were administered with Rhizobium strains from the
Biotechnology Center of the National University of Loja (Rhizobium
miluonense from Gonzanama ) (Rhizobium tropici from Catamayo) (Rhizobium
lusitanum from Saraguro); one treatment with CIAT 899 899 type strain
(Rhizobium tropici), another treatment with chemical fertilizers (Urea) and a
third treatment without fertilization or inoculation. Before planting the inoculum
was developed, to later carry out seed pelletizing of the varieties under study.
Five random plants, 7 to 21 days after planting (DAP) pertaining to each
replication were selected in order to evaluate the morphological, biomass and
yield component parameters. Plant height and number of leaves were
evaluated. 30 DAP the nodulation parameters were measured: the number of
nodes (NN), fresh and dry weight of nodules (FWN-DWN) and biomass
parameters: fresh weight and dry weight of foliage (FWF-DWF), fresh weight
and dry weight of the root (FWR-DWR). Finally, at 90 DDS the yield
components were evaluated: number of grains per plant (NGP), weight of pods
per plant (WPP), number of pods per plant (NPP) and weight of grains per
plant (WGP). With respect to the agricultural output 40 plants per replicate and
treatment were selected, and the tons /ha-1 were extrapolated. In general, the
isolated strains from Gonzanama (Rhizobium miluonense) and Catamayo
(Rhizobium tropici) significantly influenced the nodulation and biomass
parameters, as did the isolated strain from Saraguro (Rhizobium lusitanum)
with respect to the crop yield components. In all cases these native strains
were superior to the fertilization treatments and controls. These results
demonstrate the great potential of the native Rhizobium strains as a viable
source of bio-fertilizers and a way to raise the nitrogen fixation rates in common
bean cultivation.
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l. INTRODUCCION

En el Ecuador el cultivo de fréjol es una de las leguminosas mas consumidas
y de interés agricola por su fécil cultivo, en el 2013 se sembraron 38 858 ha
de fréjol en el pais, de las cuales 11 176 ha fueron de cultivo solo y 27 682 ha
en asocio, cuya produccion total fue de 10 774 t. La productividad del fréjol
seco fue 602 kg ha, mientras que de fréjol tierno fue 1 109 kg ha, segin
cifras del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos - Encuesta de Superficie
y Produccién Agropecuaria INEC- ESPAC, 2013).

La plantas leguminosas como el frejol comuln son capaces de llevar a cabo el
proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN), a través de la simbiosis con
bacterias del suelo conocidas comiunmente como rizobios (Zaccardelli et al.,
2013). Este proceso contribuye a la nutricion y desarrollo de las plantas en
suelos deficientes de nitrégeno (Lépez-Guerrero et al., 2012). A pesar de la
importancia agronémica de este proceso, la cantidad de nitrégeno fijado por
el frejol comln en condiciones de campo, es a menudo baja, en comparacion
con la fijada por otras leguminosas (Remans et al., 2008). Se ha demostrado
en varias investigaciones que el éxito de la interaccién simbiotica depende en
gran medida de la competitividad, especificidad, compatibilidad y eficacia de
los rizobios con su leguminosa huésped (Naveed et al., 2012 y Michiels et al.,
1998). Estos aspectos son determinantes en el cultivo del frejol comun, ya que
es bien conocido que es una leguminosa promiscua en la infeccién con cepas
de Rhizobium, el cual puede ser colonizado por varias especies de este

género en una misma planta (Ribeiro et al., 2013).

Precisamente las cepas de Rhizobium aisladas de nodulos de frejol comun
han mostrado una considerable diversidad genética, lo cual sugiere que
diferentes cepas nativas de rizobios pueden asociarse a las raices del frejol
comun (Lopez-Guerrero et al., 2012 y Mnasri et al.,, 2007). A nivel global,
diferentes investigaciones se han llevado a cabo para determinar la identidad
de sociedades bacterianas ligadas al proceso de fijacion simbiética del
nitrégeno (FSN) (Trabelsi et al., 2011), sin embargo, trabajos similares son

muy escasos en regiones andinas como Ecuador (Bernal, 2006). A pesar de



ser centro de origen y domesticacion de Phaseolus vulgaris (Beebe et al.,
2013) no se conoce lo suficiente sobre la compatibilidad, especificidad y
eficacia de rizobios en la formacion de nddulos, promocién de biomasa y
fijacion de N con su planta huésped (Yadegari et al., 2010), mucho menos en
la estimulaciébn de parametros fenotipicos y rendimiento agricola de la
leguminosa (Fentahun et al., 2013 y Chanway et al., 2014). Teniendo en
cuenta estos aspectos, es de singular importancia la realizacion de ensayos
gue se centren en dilucidar la capacidad de mejorar la simbiosis de estos
microorganismos con frejol comun y por ende aspectos cruciales en la FBN,
tales como la nodulacién, fijacion de N, estimulaciéon del crecimiento de las

plantas y rendimiento agricola para este cultivo.

La importancia de esta investigacion mediante estudios de interaccion
Rhizobium-leguminosa, radica en la obtencién de combinaciones idéneas de
cepas-genotipos para mejorar la eficiencia del proceso simbiético, y elevar
las tasas de fijacion de nitrdgeno para incrementar las producciones agricolas

de frejol comun.

Por tanto para cumplir con estos estudios se plantearon los siguientes

objetivos.

» ldentificar el efecto de la inoculacion de Rhizobium sobre pardmetros de
nodulacién, morfolégicos y biomasa en tres variedades de fréjol comun bajo
condiciones de campo.

» Determinar el efecto de los aislados de Rhizobium sobre componentes de
rendimiento agricola de las variedades de fréjol comun (rojo percal, blanco
belén y mantequilla).

» Evaluar la influencia de la aplicacion de los aislados sobre las propiedades

fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo en el area de experimentacion.



I MARCO REFERENCIAL

2.1. Generalidades del cultivo de fréjol

2.1.1. Origen e importancia econOmicay social del cultivo de fréjol
(Phaseolus vulgaris L.).

Las evidencias aportadas por estudios con enfoques arqueoldgico,
morfolégico-agrondémico, bioquimico y molecular, indican que el fréjol tiene su
centro de origen en la regidbn de mesoameérica, particularmente en el occidente
y sur de México (desde Jalisco hasta Oaxaca), y que hubo dos centros de
domesticacion: uno primario (mesoameérica) y otro secundario (sur andino).
Las evidencias actuales no permiten discernir claramente al norte andino

como un centro de domesticacion adicional (Hernandez et al., 2013).

El fréjol (Phaseolus vulgaris L.), presuntamente, fue introducido en América
por las tribus nébmadas que cruzaron el estrecho de Bering hasta Alaska. Hay
evidencias que en el siglo X los Aztecas en México usaron el fréjol como un
grano basico, y que los Incas lo introdujeron a Suramérica (Velasquez y
Giraldo, 2005).

Es la leguminosa de grano de consumo humano directo més importante en el
planeta; ocupa el octavo lugar entre las leguminosas sembradas en el mundo,
en el Ecuador constituye un alimento basico no solamente por el aporte de
proteinas y minerales, sino a la vez por la superficie cultivada que garantiza

la seguridad y soberania alimentaria. (Torres et al., 2013; Mora et al., 2013)

Segun el INEC- ESPAC (2013), en el Ecuador se han sembrado 38 858
hectareas de fréjol, cosechando de estas 10 656 con una produccion de 4 357
TM. El promedio nacional de produccion por hectarea de fréjol seco es de 602
kg hal, mientras de que de fréjol tierno es de 1 109 kg ha*.



2.1.2. Clasificacion taxonomica del fréjol.

Reino Plantae,
Subreino Embriobionta,
Division Magnoliophyta,
Clase Magnoliopsida,
Orden Fabales,
Familia Fabaceae,
Subfamilia Phaseolae,
Tribu Papilionoidae,
Género Phaseolus
Especie vulgaris.

Ulloa, Ramirez et al., 2011.

2.1.3. Condiciones agrocliméticas para el cultivo de fréjol.

Segun Andino (2013) en el Ecuador las zonas productoras de fréjol arbustivo
se localizan tanto en las estribaciones de la cordillera, a alturas que oscilan
entre los 1 000 y 2 500 msnm, como en valles entre los 800 y 1 200 msnm.

Los factores climaticos que mas influyen en el desarrollo del cultivo son la
temperatura y la luz. Temperaturas bajas retardan el crecimiento, mientras
gue las altas causan una aceleracion; el crecimiento del fréjol se produce entre
15 y 27 °C. El papel mas importante de la luz est4 en la fotosintesis, pero
también afecta la fenologia y morfologia de la planta. El fréjol es una especie
de dias cortos, los dias largos tienden a causar demora en la floracion y la
madurez. Cada hora mas de luz por dia puede retardar la maduracién de dos

a seis dias (Arias et al., 2007).

La precipitacion pluvial anual debe ser de 100 — 300 mm y la humedad relativa
entre 40 — 60 %. Estudios realizados para medir el consumo de agua del fréjol
a lo largo de las etapas de desarrollo han permitido determinar que el mayor
consumo se da en las etapas de floracion y formacion de las vainas (Peralta
et al., 2009; Rios y Quirés, 2002)



Segun Peralta et al., (2009) el pH optimo para el cultivo de fréjol es de 5,5 a
7,5. El fréjol absorbe cantidades altas de N, K y Ca y en menor cantidad S,
Mg y P. La informacién que se muestra en el Tabla 1 da una idea de los
requerimientos de los nutrientes esenciales para el fréjol, obtenida a partir de
trabajos realizados en el tropico con fréjol de hébito de crecimiento |

(determinado arbustivo) (Arias et al., 2007).

Tabla 1. Exigencias minerales del fréjol.

Componentes de kg/ha?

la cosecha N P K Ca Mg S

Vainas 32 4 22 4 4 10
Tallos 65 5 71 50 14 15
Total 97 9 93 54 18 25

2.1.4. Caracteristicas de las variedades de fréjol comun

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, arriionado, 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 (Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias 06
INIAP 2012).

Fréjol blanco belén: Esta variedad presenta un habito de crecimiento
determinado de tipo |, sobre su frase de floracion lo realizan a la 43 dias
después de la siembre y 99 dias para la cosecha. En Ecuador se cultiva en
los Valles de Cafar, Azuay y Loja. El rango de adaptabilidad es de 1400 a
2400 msnm (INIAP, 2010).

Fréjol mantequilla: Esta variedad presenta un habito de crecimiento
determinado de tipo |, sobre su frase de floracién lo realizan a la 40 dias
después de la siembre y de 82 dias para la cosecha. El rango de adaptabilidad
es de 1500 a 2200 msnm (Cuesta, 2004).



2.2. El nitrogeno y las plantas

El nitrégeno es un elemento diatbmico y se encuentra en estado gaseoso a
temperatura y presion ordinaria, comprende el 78 % de la atmdsfera terrestre
y en su forma elemental es relativamente inerte, siendo esencial para todos
los seres vivos. A pesar de ser un elemento mas comun del planeta, es
también el nutriente que con mas frecuencia limita la produccion de los
cultivos. (Pacheco et al., 2002; Perdomo et al., 1999; Arias, 2007).

2.2.1. Dindmica del nitrégeno

La dinamica de este elemento en la biosfera comprende procesos bioldgicos
y abidticos, constando de diferentes etapas: Fijacion de nitrégeno que es la
conversion del nitrégeno gaseoso (N2) en amoniaco (NHs), la mineralizacion,
la nitrificacion, la desnitrificacion y la oxidacion anaerdbica del amonio
Annamox, procesos mediados principalmente por microorganismos presentes

en el suelo (Alvarez, 2010; Cerén et al., 2012; Samaniego y Sanchez, 2015).
221.1. Fijacion del nitrégeno

La fijacion del nitrégeno se define como la oxidacion o reduccion del nitrégeno
para dar amonio u o6xidos, existen dos tipos de fijacién del nitrégeno: abibtica
o biolégica (Calvo, 2011)

La fijacion abidtica engloba aquellos procesos quimicos espontaneos, en los
cuales se forman 6xidos como consecuencia de la combustién de compuestos
organicos. Una forma de fijacién abidtica se produce mediante descargas
eléctricas, o mediante la oxidacion producida por los rayos, que forman 6xidos
de nitrégeno (Calvo, 2011)

El ser humano también ha conseguido fijar el nitrdgeno atmosférico de forma
abidtica mediante el método de Haber- Bosch (método para la sintesis del
amoniaco). Otro proceso abidtico de fijacion de nitrogeno es la produccion de
cianamida que es empleada normalmente para elaborar cianuro y en

ocasiones como fertilizante (Calvo, 2011).



La fijacion biolégica de nitrégeno la realizan algunos organismos que pueden
aprovechar directamente el nitrégeno del aire (Taiz y Zeiger, 2006; citado por
Calvo, 2011).Pertenecen todos ellos a un grupo bioloégico conocido como
procariotas. Todos los organismos que reducen el N2 a NH4* lo hacen con la

ayuda de una enzima compleja, la nitrogenasa (Granda y Erazo 2007).

La FBN resulta ser, entonces, una tecnologia limpia de produccién y una forma

concreta de proteger el medio ambiente (Granda y Erazo, 2007).
N2+ 8H*+ 8e ™+ 16 ATP — 2NHs+ H2+ 16ADP + 16 Pi
Fijacion biolégica de nitrégeno
2.2.1.2. Lanitrificacion

Se llama nitrificacion la oxidacion del amoniaco a nitritos. Una de las
actividades de mayor importancia de algunas bacterias autétrofas son las
reacciones de oxidacidbn que proporcionan a estos microorganismos la
energia requerida para procesos celulares. La nitrificacion se da en los
siguientes pasos: Un grupo de bacterias (Nitrosomonas sp. y Nitrococcus sp.)

oxidan el amoniaco a nitrito (NO2") (Obando, 2012).

2NH3+3 02— 2NO2 +2 H*+ 2 H20
Otro grupo de bacterias (Nitrobacter sp.) transforman el nitrito en nitrato, por
este motivo no se encuentra nitrito en el suelo, que ademas es toxico para las
plantas. Desde el punto de vista de la fertilidad del suelo, el producto de estas
reacciones (nitratos) es la forma mas accesible para las plantas (Obando,
2012).
2 NO2 + O2 -2 NO3~

2.21.3. Ladesnitrificacion

Es el proceso mas importante para el ciclo del nitrégeno, éste devuelve el
nitrogeno fijado a la atmdsfera por procesos de respiracion microbiana, a
traves de la reduccion desasimilatoria de nitratos (NOs") y nitritos (NO2") a N2O

y N2, respectivamente; también involucra la reduccion asimilatoria del nitrito



(Simén, 2002) para convertirlo en amonio e incorporarlo al metabolismo
celular (Cerén et al., 2012)
(NOs— NO2 — NO — N2 O — N2)

Procesos de desnitrificacion
2.3. Bacterias diazotroficas simbidticas

Estas bacterias son capaces de fijar nitrégeno atmosférico en simbiosis con
las raices de plantas leguminosas, donde se alojan y forman nédulos, toman
acidos organicos de las plantas y contribuyen con compuestos nitrogenados
como los ureidos y las amidas de reserva. Este tipo de fijacion de nitrogeno
es muy eficiente al recibir las plantas los compuestos nitrogenados
directamente de los microorganismos nitrofijadores que viven en simbiosis
(Espin, 2002).

Dentro de las bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno se encuentran dos
grupos de organismos. El primer grupo pertenece a bacterias méviles del
suelo que se denominan rizobios. A este grupo pertenecen Rhizobium
(nodulan en raices de leguminosas de climas templados y subtropicales),
Azorhizobium (n6dulos en tallos y raices) y Bradyrhizobium (nodula raices de
soya). El segundo grupo estd formado por actinomicetos (bacterias Gram
positivas) que nodulan las raices de muchos arboles y arbustos. (Calvo et al.,
2011).

2.3.1. Género Rhizobium

Los Rhizobium son microorganismos capaces de inducir la formacion de
nodulos fijadores de nitrdgeno atmosférico en las raices de las plantas de la
familia Leguminosae (y en sélo otra no leguminosa, Parasponia). Algunos
rizobios también son capaces de inducir nddulos en el tallo de leguminosas
(Sesbania, Aeschynomene). Son bacilos de 0,5a 0,9 nm de anchoy 1,2 a 3,0
nm de longitud, son bacterias Gram negativas y no esporulan. Son maviles

debido a flagelos peritricos o0 a un flagelo polar o subpolar (Paredes, 2013)



Las bacterias del género Rhizobium son el grupo mas importante de
organismos del suelo, en el cual, en condiciones favorables alcanzan numeros
extraordinariamente elevados (100 millones de bacterias g de suelo?); estas
desempeiian un papel importante en la descomposicion de residuos organicos
y en la formacion de humus que tienen como objetivo mejorar la calidad de los

suelos (Morales, 2010).

2.3.2. Clasificacion taxondmica de Rhizobium

Filum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden:  Rhizobiales

Familia: Rhizobiaceae

Género: Rhizobium

En el género de Rhizobium se encuentran aproximadamente 58 especies: R.
aggregatum, alamii, alkalisoli, borbori, cauense, vellulosilyticum,
daejeonende, endophyticum, etli, fabae, galegae, gallicum, giardinii, grahamii,
hainanense, hapophytocola, helanshanense, herbae, huautlense,
indigoferae, larrymoorei, leguminosarum, leucaenae, loessense, lupini,
lusitanum, mesosinicum, mesoamericanum, miluonense , mongolense,
multihospitium, nepotum, oryzae, petrolearium, phaseoli, pisi, psedoryzae,
pusense, gilianshamense, radiobacter, rhizogenes, rosettiformans, rubi,
selenitireducens, skierniewicense, sphaerophysae, soli, sullae, tarimense,
tibeticum, tropici , tubonense, undicola, vallis, vignae y R. vitis (Kaur et al.,
2011; Lopez-Guerrero et al., 2012; Lépez-Lopez et al.,2011 y 2012; Panday
etal.,, 2011; Ren etal., 2011; Wang et al., Salar et al., 2013).

Jordan y Allen (1974), dividieron estas especies en dos grupos de acuerdo
con sus tasas de crecimiento, flagelos y reacciones acido/alcalinas en medio

manitol levadura.

Grupo I: de crecimiento rapido, productoras de acido, con dos a seis flagelos,
las colonias miden de 2-4 mm., a los 3-5 dias de incubacion en agar manitol

levadura, y son aislados de leguminosas de regiones templadas. A este grupo



pertenecen Rhizobium leguminosarum, Rhizobium phaseoli, R. trifolii, R.
melitoti (Casa, 2014).

Grupo II: de crecimiento lento, productores de bases, con flagelos. Las
colonias miden 1 mm, a los 5-7 dias de incubacién en agar manitol levadura,
y son aislados de leguminosas tropicales. Aqui se encuentra R. japonicum y
R. lupini (Casa, 2014).

2.3.3. Proceso de nodulaciéon de Rhizobium

El proceso de simbiosis de rizobios - leguminosas, infeccion y formacion de
los nddulos inicia con el reconocimiento de la combinacion adecuada de
organismos. Las raices de la planta secretan ciertos compuestos (pueden ser
derivados del acido araquidénico o flavonoides) que sirven de sefial y como
mediadores de la especificidad de las leguminosas para atraer las bacterias
(Rocha et al., 2006). En respuesta a estos compuestos los rizobios activan
una serie de genes implicados en la nodulacién, conocidos como genes NOD
gue producen los factores NOD (glucosaminas con un acido araquidonico en
la parte no reductora del azlcar). A su vez, los factores NOD inducen la
deformacion del pelo radical en la mayoria de leguminosas y dirigen todas las
etapas de la nodulacién (Hirsch, 2001; Thompson, 2003; Castillo et al., 2005;
Casa, 2014).

La siguiente etapa en la formacion del nédulo es la generacion del hilo de
infeccion. Aqui, los compuestos conocidos como lecitinas cumplen la funcion
de adherencia entre la bacteria y la planta. Entonces la bacteria penetra en el
pelo radical e induce la formacién, por parte de la planta, de un tubo de
composicién similar a la pared celular, conocido como canal o hilo de infeccién
(Casa, 2014).

A continuacion se produce la formacion de vesiculas que es inducida por los
factores NOD de Rhizobium y por fitohormonas como la auxina que funcionan
como mensajeros para sensibilizar las células vegetales. Las bacterias son

liberadas desde el canal de infeccién al citoplasma de las células vegetales
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por un mecanismo similar al de endocitosis. Los rizobios quedan separados
del citoplasma por la membrana derivada de la planta hospedera y que se
llama de membrana peribacteroidal (MPB) (Casa, 2014).

Luego ocurre una serie de divisiones hasta obtener los bacteroides que son
vesiculas de la MPB proporcionada por la planta hospedera que encubren las
bacterias. Estos bacteroides pueden llegar a ser hasta cuarenta veces mas
grandes que los bacilos a partir de los que se desarrollan. El sistema vascular
de la planta se extiende dentro del nddulo y transporta nutrientes hacia y
desde el nddulo. Los bacteroides inician el proceso de fijacién de nitrdgeno
(Strugaard, 2000 y Walker, 1975).

La forma externa de los nddulos es determinada principalmente por la planta
hospedera, puede ser esférico, cilindrico o circular. Los nédulos activos son
de mayor tamafio y presentan una coloracion rojiza, que se atribuye a la
presencia de la proteina leg-hemoglobina. Actualmente se conoce que el
grupo hemo proviene de los bacteroides y la globina de la planta, su principal
funcion consiste en facilitar la difusién del oxigeno dentro del nédulo como
transportador de electrones dentro de la fijacion de nitrogeno (Walker, 1975y
Lloret, 2005).

meristema apical

zona de
infeccion

pelo absorbente

loni itudi
colonizado longitudinal

del nédulo

curvatura del pelo absorbente
pelo absorbente  ¢on tybo de infeccion

Figura 1. Formacion de un nédulo indeterminado en la leguminosa (Lloret, 2005)

2.3.4. Tipos de nodulos

Se han descrito dos tipos de nodulos en las leguminosas, nddulos

determinados e indeterminados, que se forman dependiendo de la planta
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hospedadora, los cuales se diferencian por su morfologia, estructura,
desarrollo del corddn de infeccidn, presencia o no de meristemo apical y por
el tipo de metabolitos nitrogenados que exportan. Los nédulos indeterminados
se caracterizan por tener un meristemo persistente, se originan a partir de
primordios establecidos en el cortex interno y son alargados, mientras que los
determinados se inician en el cértex externo y son esféricos (Tipan, 2014;
Loreto, 2007).

2.4. Simbiosis Rhizobium - leguminosa

La asociacion mutualista de rizobios y leguminosas ha sido desde siempre la
mas estudiada por la importancia agronémica, econdémica y social que tiene
el cultivo de estas plantas a escala mundial. Ambos participes son capaces
de vivir independientemente, sin embargo, los dos se benefician mutuamente
de la interaccion que se caracteriza por la formacion de nédulos fijadores de
nitrégeno que, en la mayoria de las leguminosas, se forman en la raiz. Los
nédulos son érganos especializados que se desarrollan como resultado de un
dialogo molecular por parte de los rizobios y de las plantas (Gibson et al.,
2008).

En general se ha estimado que la simbiosis leguminosa — Rhizobium tiene un
potencial de fijacion entre 52-320 kg N ha! dependiendo de la planta y de las
condiciones ambientales (Pérez et al., 2011)

2.5. Especificidad y eficacia de las cepas de rizobios

Algunas leguminosas son infectadas por diferentes géneros de rizobios y otras
especies vegetales son altamente restringidas y aceptan pocas cepas de
estos simbiontes (Graham, 2008). La composicién de los exudados radicales
y la estructura de los factores NOD confieren especificidad al hospedero hacia

la interaccion simbiética (Vidal, 2012).

Dado que los rizobios nativos estan distribuidos en el perfil del suelo por donde
crecera la raiz del hospedero, tendran mas posibilidad de inducir mayor
namero de nodulos que las cepas introducidas (Pérez et al., 2011).
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Para que ocurra una eficiente fijacion simbidticamente del nitrdgeno
atmosférico (FSN), las raices deben interactuar en el suelo con cepas
compatibles de Rhizobium, por lo que factores que afecten el crecimiento de
las raices o la actividad de la planta hospedera, como es la acidez del suelo,

deben afectar la nodulacion, y por tanto, la FSN (Garcia, 2007).

La formulacién de inoculantes a partir de cepas de Rhizobium sp., es una
tecnologia que puede lograr una alta productividad con la reduccién o la
exclusion total de fertilizantes nitrogenados. Varios estudios han demostrado
que la inoculacion de cepas seleccionadas de rizobios puede dar lugar a
rendimientos iguales o superiores cuando se compara con la adicién de
fertilizantes nitrogenados (Rivera, 2012). Para poder estudiar las interacciones
entre fréjol y Rhizobium, se debe determinar las cepas y especies mas
efectivas en regiones especificas de produccion y luego hacer
recomendaciones de inoculacion eficientes (Cerrato, 2014).

Segun estudio de Campoverde y Paccha (2013) de un total de 45 aislados
iniciales procedentes de nédulos de frijol comun, 24 correspondieron a
bacterias diazotréficas que corresponden con caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas al género Rhizobium, lo que demuestra la diversidad de estas
bacterias en las diferentes condiciones agroclimaticas muestreadas en la
provincia de Loja, estos resultados iniciales brindan una valiosa herramienta
para el desarrollo de investigaciones de las comunidades microbianas en

Ecuador.

Ochoa y Ruilova (2014), utilizaron como tratamientos cepas bacterianas
eficientes (Rhizobium etli bv. mimosae, Rhizobium phaseoli y Rhizobium
leguminosarum), demostrando el efecto beneficioso de la inoculacion con las
cepas R. etli bv. mimosae y R. leguminosarum respecto al numero de nédulos
totales y el peso seco de los nodulos con diferencias significativas entre los

tratamientos, asi como en la biomasa para genotipos de fréjol rojo y negro.
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.  MATERIALES Y METODOS
3.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se llevd a cabo en dos fases: la primera fase en
condiciones de campo en el sector de Los Molinos, de la Estacion
Experimental “La Argelia’, donde se evalu6 el efecto benéfico de la
inoculacion de los aislados de Rhizobium sobre parametros de nodulacion,
morfologicos y de rendimiento agricola en tres variedades de frejol comun y
la segunda fase de laboratorio en el Centro de Biotecnologia de la Direccion
de Investigaciones y Laboratorio de Analisis Fisico - Quimico de Suelos,
Aguas y Bromatologia, pertenecientes a la Universidad Nacional de Loja,
donde se realizd el andlisis fisico-quimico y microbiolégico (Unidades
formadoras de colonias de bacterias, hongos y actinomicetos) de muestras de

suelo del area de experimentacion antes y después de la inoculacion.

1
B |

CANTON CATAMATD

-
3
LMnVERSIDAD
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DE LOuA

ZAMORN CHINCGHIPL

Figura 2. Mapa de ubicacion del area de estudio. a) Republica del Ecuador. b)
Provincia de Loja. ¢) Universidad Nacional de Loja.

Las Quintas Experimentales “La Argelia” se encuentra en las coordenadas:
04°02°23.9” Latitud Sur, 79°11°59.5” Longitud Oeste y 2 138 msnm de Altitud.

El Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja se encuentra
en las coordenadas: 03°23°35"" Latitud Sur, 79°11°55"" Longitud Oeste y 2
138 msnm de Altitud.

Segun la clasificacién 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 %; evaporacién media de
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111,33 mm y una velocidad méaxima del viento de 5,44 m s' y minima de 3,64

m s1. Se ubica en el area de clima templado andino.

3.2. MATERIALES.

3.2.1. Material experimental.

Semilla de fréjol 1 kg por cada variedad: rojo percal, blanco belén y
mantequilla y cepas de Rhizobium: CIAT 899 (cepa tipo), Rhizobium
miluonense-Gonzanamd, Rhizobium tropici-Catamayo y Rhizobium

lusitanum-Saraguro.

3.2.2. Equipos de laboratorio.

Incubadora zaranda, destilador de agua, agitador calentador, autoclave,
camara de flujo laminar, estufa, calentador de agua, balanza analitica,
microscopio biolégico oOptico, refrigeradora 4°C, contador de colonia Pol-eko,

centrifuga, vortex.

3.2.3. Materiales de laboratorio.
Cajas de petri, micropipetas (1000 ul), Puntas de micropipetas (1000 ul), Papel

luminico, elenmeyer, matraces.

3.2.4. Reactivos de laboratorio.

Cloruro de hidrégeno, Agar-Agar, agar nutriente, manitol, agar triptona soya,
cloruro de calcio, sulfato de magnesio, fosfato de potasio, peptona, glucosa
anhidra, leche descremada, extracto de levadura.

3.2.5. Materiales de campo.
100 Estacas, Lampas, machetes, barreton, baldes plasticos, fundas platicas,

fundas de papel, turba
3.2.6. Materiales de oficina.

Libreta de apuntes, calculadora, computadora, paquete estadistico

Statgraphics Centurion para Windows y esferograficos.
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3.3. METODOLOGIA
3.3.1. Metodologia para el primer objetivo

“Evaluar el efecto de la inoculaciéon de Rhizobium sobre parametros de
nodulacién, morfolégicos y biomasa en tres variedades de fréjol comun

bajo condiciones de campo”

Para determinar el efecto de la inoculacion de los aislados diazotréficos del
género Rhizobium, se realiz6 el experimento en condiciones de campo
empleando tres variedades de fréjol comun (rojo percal, blanco belén y
mantequilla). Se aplicé un disefio experimental de bloques al azar con cuatro
réplicas por tratamiento. Cada parcela tuvo un area de 16 m?, dejando 1 m
entre parcelasy 2 m entre las variedades, la distancia entre planta fue de 0,30
m (Figura 4). Las cepas utilizadas en los tratamientos y su procedencia se
detallan en la Tabla 1, asi como un tratamiento con fertilizacion quimica (urea)
y un tratamiento sin la aplicacion de fertilizante mineral y sin inoculacion con

bacterias de Rhizobium.

Tabla 2. Cepas de Rhizobium utilizadas en el experimento de campo.

NRO. Especie Sitios de aislamiento
1 Rhizobium miluonense Gonzanama
2 Rhizobium tropici Catamayo
3 Rhizobium lusitanum Saraguro
4 Rhizobium tropici CIAT 899

3.3.1.1. Preparacion del Inéculo y peletizacion de semillas de fréjol

comun

Para la realizacion del inoculo todas los aislados de Rhizobium se sembraron
en medio liquido (ELM) Extracto de Levadura-Manitol (Manitol 10 g; MgSOa
7H20 0.2 g; NaCl 0.05 g; K2HPO4 0.2 g; Extracto de levadura 0.3 g; para 1 L).
Para la preparacion del pre-inoculo se emple6 10 ml del medio antes referido
y se ajusté al pH 7. Los tubos de ensayo se incubaron a 30 °C durante 24 h

en incubadora zaranda donde se conté con titulos minimos de 108 UFC ml2.
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Al cabo del tiempo establecido se inoculo el cultivo de cada cepa crecida en
200 ml para asi obtener el inoculo final, el cual se incubo a 30 °C durante 48
h en incubadora zaranda. Luego del tiempo necesario para el crecimiento de
las bacterias se realizé el conteo de las células viables en cada uno de los

aislados con el fin de obtener titulos de 10° UFC ml?.

Mediante la realizacion de la curva de calibracion dada por los valores en
espectrofotometria a partir del cultivo crecido, se tomo 62,5 ml para depositar
en fundas aluminadas con 250 g de turba como soporte y asi conformar el
bioinoculo final para la peletizacién en las semillas de fréjol, tanto la fundas
como la turba fueron esteriizadas en rayos UV y autoclavadas
respectivamente. Al cabo de una semana se cuantificd la poblacién de
bacterias viables dentro del bioinoculo mediante el método de diluciones
cuantitativas, esto con el fin de asegurar la cantidad necesaria de bacterias al
momento de la inoculacién por peletizacidn y posterior siembra de las semillas

en el campo de experimentacion (Torres-Gutiérrez, 2008).
3.3.1.2. Evaluacion de parametros de nodulacion

Las evaluaciones en cuanto a la nodulacion se realizaron a los 21 dias
después de la siembra (DDS) para cada una de las variedades. Para el efecto
se tomaron 5 plantas al azar de cada una de las parcelas de los diferentes
tratamientos y se colocaron en bolsas de papel identificAndolas como (M1,
M2, M3, M4 y M5 con su respectivo tratamiento y réplica), seguidamente las
muestras fueron llevadas al laboratorio del Centro de Biotecnologia para
evaluar la biomasa nodular: nimero de nddulos totales (NN) y peso fresco de
nodulos (PFN). Al final de la evaluacion las muestras se colocaron en estufa
por 72 horas, a temperatura de 70° C y posteriormente evaluar el peso seco
de nodulos (PSN).

3.3.1.3. Evaluacion de los parametros morfologicos y de biomasa.

Para la evaluacion de los pardmetros morfoldgicos y biomasa se dispuso de
5 plantas al azar de cada réplica, tratamiento y variedad. La evaluacion de los

parametros morfolégicos se realizé a los 7 y 21 dias después de la siembra
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(DDS). Para el efecto se analizaron las variables altura de planta y nimero de
hojas. Mientras que la evaluacion de los pardmetros de biomasa se realiz6 a
los 30 DDS analizando las variables de peso fresco y seco de la raiz (PFR,

PSR en gramos) y peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF en gramos).
3.3.2. Metodologia para el segundo objetivo

“Determinar el efecto de los aislados de Rhizobium sobre componentes
de rendimiento agricola de las variedades de fréjol comun (blanco belén,

mantequilla y rojo percal)”

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 granos por planta (NGP), peso de vainas por planta (PVP),
namero de vainas por planta (NVP) y peso de granos por planta (PGP) y 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 microbiolégicas del suelo en el area de

experimentaciéon”

Se tomé una muestra de suelo antes y después de la investigacion 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 una

muestra homogénea de 500 g.
3.3.3.1. Analisis fisico y quimico

Los parametros que se tomaron en cuenta fueron: textura, pH, porcentaje de
materia organica (% MO), nitrdgeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro,
manganeso, cobre y conductividad eléctrica (CE), dichos analisis fueron
realizados por parte del Laboratorio de Analisis de Suelo, Agua y
Bromatologia de la Universidad Nacional de Loja.
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Cuadro 1. Pardmetros evaluados en el analisis fisico y quimico del suelo

M.O| N P205 | K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
Textura | pH

% | ppm| ppm | ppm | meq 100 mlI* | meq 100 mIt | ppm | ppm | ppm | mm hos cm™?
3.3.3.2. Analisis microbiolégico

Se realizaron diluciones cuantitativas desde 10! hasta 10 en condiciones
estériles (camara 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, siendo esta la muestra inicial para

las diluciones cuantitativas.

Desde el tubo que contenia la solucion de suelo (diluciéon 10-Y) se transfirié 1
ml con la ayuda de una micropipeta al tubo 2 (dilucién 10-?), y de este modo
sucesivamente se realizaron las restantes diluciones hasta 107. En cada caso
se agito cada tubo y se utiliz6 una punta estéril. Las diluciones que se
utilizaron para la determinacién de bacterias fueron de: 10°,10°%y 107/; para
hongos 102 10“y 10%; y para actinomicetos 10°. Considerando como un
estandar para la determinacién de las unidades formadoras de colonias por

gramo de suelo (UFC gs) para cada grupo microbiano (Figura 3)

Los medios de cultivos utilizados en el ensayo fueron: Agar Nutriente para el
crecimiento de bacterias, Medio Sabouraud para hongos y Caseina para
actinomicetos (Anexo 1).

La siembra consisti6 en tomar de cada dilucibn 1 ml, para luego ser
depositados uniformemente en cajas de Petri etiquetadas con anterioridad
segun la dilucién y posteriormente adicionando el medio correspondiente para
bacterias, hongos y actinomicetos en una relacion de 20 ml por caja Petri.
Depositado el medio de cultivo se realizo movimientos en direccion a los 4
cuadrantes con la finalidad de conseguir un crecimiento homogéneo
puntiforme de las colonias, realizando 4 réplicas por dilucion, estas se

incubaron a 30 °C para bacterias y actinomicetos y a 28 °C para hongos,
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durante 72 horas para la cuantificacién de la UFC gs™ utilizando el contador

de colonias Pol-Eko.

= J0000000L

Bacterias

Ri RIl RIll RIV

Actinomicetos

Figura 3. Diluciones seriadas para aislamiento de hongos, bacterias
y actinomicetos. Loja, 2015.

La cuantificacidn de las colonias tanto para bacterias, hongos y actinomicetos

se realiz6 mediante la siguiente férmula (Mayea, 1998).
UFC/gs: Unidades Formadoras de Colonias por gramo de suelo

Y. N°CpC
NoC )

UFC/gS: v E

*

Donde:

Y. N°CpC: Sumatoria del numero de colonias por cada caja Petri

(numero probable de microorganismos).
N°C: Numero de cajas Petri
V: Volumen inoculado en la caja Petri

FD: Factor de dilucion
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3.4. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el paquete STATGRAPHIC®
Centurion, para el sistema operativo Windows. Estableciendo las diferencias
estadisticas por cada variedad entre los tratamientos y la interaccion entre
factores como parametros de nodulacion, morfoldgicos y biomasa de las
plantas se consigui6 mediante un analisis de varianza simple (ANOVA
Simple). Para correlacionar los parametros de nodulacién, biomasa y
rendimiento por cada variedad se realiz6 un analisis de correlacion de
Pearson (Pearson Linear Correlation) teniendo niveles de significacion p<0.05
en el programa STATGRAPHIC® Centurién.
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IV. RESULTADOS

4.1. Efecto de la inoculacion con Rhizobium en nodulacion,
morfolégicos y biomasa en tres variedades de fréjol

4.1.1. Parametros de Nodulacion.

En la figura 4, se muestran el nimero de nddulos totales para las tres
variedades evaluadas. Para la variedad frejol rojo percal los mejores
resultados se consiguen con la inoculacion de la cepa T5 (Rhizobium tropici -
Catamayo) con 14,65 nédulos por planta, seguido de T2 (CIAT 899) y T4
(Rhizobium miluonense -Gonzanama) con valores de 11,55y 12,75 nodulos
por planta respectivamente. En la variedad blanco belén la inoculacién con la
cepa tipo T2 (CIAT 899) presenta los mejores resultados 27,55 nddulos por
planta, seguido de T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama) 16,9
nodulos/planta. Y para la variedad de fréjol mantequilla, los mejores
resultados se obtienen con la inoculacion de T5 (Rhizobium tropici-Catamayo)
y T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro) con una media de 22,75y 21,05
nédulos por planta, seguidos de T2 (CIAT) y T4 (Rhizobium miluonense -

Gonzanama).

35
30
25

a
ab a ab
20 ab ab b b
a
1 b ab ab
1 bc abc
C
i - i
T1 T2 T3 T4 T5 T6

B Rojo percal  HBlanco Belén m® Mantequilla

(6]

Ndmero de nédulos
o

(6]

Figura 4. Numero de nédulos para las variedades de fréjol: rojo, blanco belén y
mantequilla. Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanamd), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6,
(Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Los resultados de peso fresco de nodulos (PFN) y peso seco de ndédulos
(PSN) a los 30 DDS, se muestran en las figuras 5, 6 y 7. Para la variedad
fréjol rojo percal los mejores resultados para ambas variables evaluadas PFN
y PSN se consiguieron con la cepa T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) con
valores de 0,166 y 0,019 g respectivamente, en ambos casos la cepa T5
(Rhizobium tropici-Catamayo) difiere significativamente con el resto de
tratamientos, en especial con T3 (Fertilizacion). En la variedad blanco belén,
los mejores resultados para PFN y PSN se presentan con T2 (CIAT), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6
Rhizobium lusitanum-Saraguro), existiendo diferencias estadisticas
significativas con T1 (Control) y T3 (Fertilizacién), siendo estos ultimos
tratamientos los de menores resultados con valores de 0,041 y 0,0021 g
respectivamente. Finalmente para la variedad fréjol mantequilla el mejor
resultado en cuanto a PFN se obtienen con la inoculacion de T5 (Rhizobium
tropici-Catamayo) con un promedio de 0,0648 g, seguido de los tratamientos
(CIAT 899), (Rhizobium miluonense-Gonzanama), (Rhizobium lusitanum-
Saraguro), los cuales difieren estadisticamente con T3 (Fertilizacion) y T1
(Control) y para el PSN: vuelve a sobresalir el T5 (Rhizobium tropici-
Catamayo) y Rhizobium milunense-Gonzanamd) con valores de 0,0127 y
0,0127 g respectivamente. En todos los casos el tratamiento T1 (Control) y

T3 (Fertilizacidén) presentaron los valores mas bajos con 0,0052 y 0,0003 g.

0,2
% a
g_ 0 ab ab
G ab
> 0 0,1 ab PFN
8 ke)
? 3 PSN
£e 0,05 a
9 bc bc c . bc bc
& 0

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figura 5. Peso seco y peso fresco de nddulos de la variedad de fréjol rojo percal.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6, (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.

23



0,25 ~

a
0,2 - a
ab
0,15 - ab u PEN
01 - a uPSN
0,05 - b b a a a
: a a
0 e | |
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figura 6. Peso fresco y seco de nédulos de la variedad de fréjol blanco belén.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacién), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici—-Catamayo) y T6, (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 7. Peso fresco y seco de nédulos de la variedad mantequilla. Tratamientos:
T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacién), T4 (Rhizobium miluonense-
Gonzanamd), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6, (Rhizobium lusitanum-
Saraguro). Loja, 2015.

Peso fresco y seco de
nddulos (g)

4.1.2. Pardmetros morfolégicos

En las figuras 8, 9 y 10 se presentan los valores medios correspondientes a
la variable la altura de planta de las tres variedades evaluadas. A los 7 DDS
para la variedad fréjol rojo percal la inoculacion con T2 (CIAT 899) influye
de manera significativa en el crecimiento de la planta con valores de 9.1 cm,
mientras que a los 21 DDS los mejores resultados se consiguen con T3
(Fertilizacion), T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro) quienes presentan valores de 13,05, 13,4 y 12,95 cm
respectivamente, mientras que, para las variedades frejol blanco y mantequilla
los valores analizados a los 7 y 21 dias DDS (figuras 12 y 13) no difieren

estadisticamente en ningun de los tratamientos evaluados.
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Figura 8. Altura a los 7 y 21 DDS de la variedad de fréjol rojo. Tratamientos: T1
(Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama),
T5 (Rhizobium tropici—-Catamayo) y T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 9. Altura alos 7 y 21 DDS de la variedad de fréjol blanco belén. Tratamientos:
T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacién), T4 (Rhizobium miluonense-
Gonzanamd), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium lusitanum-
Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 10. Altura a los 7 y 21 DDS de la variedad mantequilla. Tratamientos: T1
(Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama),
T5 (Rhizobium tropici—Catamayo) y T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.

En cuanto al nimero de hojas a los 7 y 21 dias DDS, de las tres variedades
frejol rojo, blanco belén y mantequilla se presentan en las figuras (11, 12 y
13). A los 7 DDS para la variedad fréjol rojo percal no se evidencian
diferencias estadisticas significativas para ningin de los tratamientos
evaluados, no obstante a los 21 DDS el tratamiento T3 (Fertilizacion) ejerce

un mayor numero de hojas en las plantas con valores de 3.5, difiriendo
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anicamente con T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama) quien presenta los
valores mas bajos de 2.9 ndmeros hojas. A diferencia de los valores
obtenidos para la variedad frejol rojo, las variedades blanco belén y
mantequilla (figuras 12 y 13), el niumero de hojas en los diferentes
tratamientos evaluados no se evidencian diferencias estadisticas

significativas para esta variable evaluada.

ab ab a ab b ab
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Figura 11. Numero de hojas a los 7 y 21 DDS de la variedad de fréjol rojo percal.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 12. Numero de hojas a los 7 y 21 DDS de la variedad de fréjol blanco belén.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium

miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 13. Numero de hojas a los 7 y 21 DDS de la variedad mantequilla.

Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium

miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro).
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4.1.3. Pardmetros de biomasa de laraiz y el follaje.

El peso fresco y seco de laraiz (PFR y PSR) de las variedades evaluadas se
presenta en las figuras 14, 15y 16. Para la variedad rojo percal los resultados
no muestran diferencias estadisticas significativas entre tratamientos para
ambas variables evaluadas, mientras que en la variedad blanco belén en
cuanto al PSR se destaca la inoculacion con T4 (Rhizobium miluonense-
Gonzanama) con 0,2829 (¢, estableciendo una diferencia estadistica
significativa frente a T1 (Control) que presentd una media de 0,0685 g, y para
la variedad fréjol mantequilla vuelve a sobresalir el T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanamd) quien presenta el mayor PSR con una media de
0,302 g, seguido de T2 (CIAT 899), estableciendo con el resto de los

tratamientos una diferencia estadistica significativa.
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Figura 14. Peso fresco y seco de raiz de la variedad de fréjol rojo. Tratamientos: T1
(Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanamd),
T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 15. Peso fresco y seco de raiz de la variedad de fréjol blanco belén.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 16. Peso fresco y seco de raiz de la variedad de fréjol mantequilla.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacién), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium Tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.

Los parametros de peso fresco y peso seco del follaje (PFF y PSF) se
muestran en las figuras 17, 18 y 19. De las tres variedades evaluadas, la Gnica
gue presenta diferencia significativas con los tratamientos inoculados es la
variedad fréjol blanco belén, destacandose para el PFF el T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro) con una media de 7,08 g, seguido de T2 (CIAT 899), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanama) y con menor resultado el T3
(Fertilizacién) con valores de 4,38 g. Referente al PSF los mejores resultados
se consiguen con la inoculacién de la cepa tipo T2 (CIAT 899) y T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro) estableciendo una diferencia significativa
con T1 (Control) y T3 (Fertilizacién) con 0,83 y 0,712 g respectivamente.
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Figura 17. Peso frescoy peso fresco de follaje de la variedad de fréjol rojo percal.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 18. Peso fresco y seco del follaje de la variedad de fréjol blanco belén.
Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium
miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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Figura 19. Peso fresco y seco de follaje de la variedad mantequilla. Tratamientos:
T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4 (Rhizobium miluonense-
Gonzanamd), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6 (Rhizobium lusitanum-
Saraguro). Loja, 2015.
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4.2. Efecto de los aislados de Rhizobium sobre componentes de
rendimiento agricola de las variedades de fréjol comun (blanco belén,

mantequilla 'y rojo percal)

Los resultados en cuanto al niumero de vainas por planta se representan en
las figura 20. Para la variedad fréjol rojo percal, el mejor resultado se consigue
con el T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro) quien presenta los mejores valores
de 5 vainas por planta, estableciendo diferencias significativas frente a T5
(Rhizobium tropici-Catamayo) y T1 (Control), siendo estos udltimos
tratamientos los de mas bajos resultados con 2 y 3 vainas por planta
respectivamente. En la variedad blanco belén vuelve a sobresalir el T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro) con los mejores resultados de 6 vainas por
planta el cual difiere estadisticamente con los demas tratamientos. Finalmente
en la variedad mantequilla todos los tratamientos ejercen un efecto marcado
para el numero de vainas por planta, sin embargo el T3 (Fertilizacion) presenta
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los mejores resultados, y curiosamente la cepa tipo T2 (CIAT 899) presenta el

menor nimero de vainas.

»n 10 a
g ab ab ab ab
g ° b a
© 6 b b ab b b b a
° 4 c bc bc C
()
E 2
2 0
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Rojo Percal Blanco belén Mantequilla

Figura 20. Numero de vainas por planta de las variedades de fréjol: rojo, blanco belén
y mantequilla. Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.

En cuanto al peso de vainas por planta de cada una de las variedades
evaluadas se muestran en la figura 21. Curiosamente para las tres variedades
los mejores resultados se presentan con la inoculacién de T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro) quien consigue valores de 11.69 g, para rojo percal; 9,23
g para blanco belén y 24,89 g para fréjol mantequilla, dicho tratamiento en la
variedad rojo percal difiere significativamente al resto de tratamientos, en
especial con el T1 (Control) y T5 (Rhizobium tropici-Catamayo). A pesar de
no haber diferencias significativas entre tratamientos en las dos variedades
restantes (blanco belén y mantequilla), el T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro)
si difiere significativamente con T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T1

(Control) respectivamente.

30
25
20
15 a a

10 bc ab ab ab bc ab

b ab

Peso de vainas por
planta

T1 T2 T3 T4 TS5 T6

Rojo Percal Blanco belén Mantequilla

Figura 21. Peso de vainas por planta de la variedad de fréjol rojo percal, blanco belén
y mantequilla. Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacién), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.
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En cuanto al niumero de granos por planta de cada una de las variedades
evaluadas se muestran en la figura 22, en la variedad rojo percal, el T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro) es el que muestra los mejores resultados
con 6.45, seguido de T3 (Fertilizacion), existiendo una diferencia estadistica
significativa con T1 (Control), T4 (Rhizobium milunense-Gonzanamd) y T5
(Rhizobium tropici-Catamayo) con los valores mas bajos de 2.35 NGP. De la
misma forma en variedad de fréjol blanco belén, el T6 (Rhizobium lusitanum-
Saraguro) sobresale con el mejor resultado con valores de 9.9, seguido de T4
(Rhizobium Milunense- Gonzanama) y T3 (Fertilizacion) estableciendo
diferencia estadisticas significativas con T5 (Rhizobium tropici-Catamayo).
Asi mismo en se presenta los valores para variedad mantequilla siendo el
tratamiento T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro) el que presenta los mejores

resultados de 30.85, seguido de T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama).
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Figura 22. Numero de granos por planta de las variedades de fréjol: rojo percal,
blanco belén y mantequilla. Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3
(Fertilizacion), T4 (Rhizobium miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici—
Catamayo) y T6 (Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015.

En cuanto al peso de granos por planta para cada variedad evaluada se
representan en la figuras 23. Tanto para la variedad fréjol rojo percal, blanco
belén y mantequilla los mejores resultados se obtienen con el T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro) con valores medios de 5.05, 572 y 18.12 g
respectivamente, seguido de T3 (Fertilizacion). En los tres casos el T3y T6
difieren significativamente al resto de tratamientos en especial con T1
(Control), T2 (CIAT 899) y T5 (Rhizobium tropici -Catamayo). De las tres
variedades evaluadas se destaca los valores obtenidos con T6 (Rhizobium
lusitanum-Saraguro) y la variedad mantequilla los mismos significativos frente

a las demas variedades evaluadas.
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Figura 23. Peso de granos por planta de las variedades de fréjol: rojo percal, blanco
belén y mantequilla. Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanamda), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015

Los valores correspondientes al rendimiento agricola se presentan en la figura
24 para cada una de las variedades evaluadas. Para las tres variedades
estudiadas los mejores resultados se obtienen con la inoculacion de T6
(Rhizobium lusitanum - Saraguro), los incrementos son significativos para
cada variedad, en especial con mantequilla, la cual obtiene valores de 1,93
TM ha', asi como 1,10 TM ha! con la variedad blanco belény 1,26 TM ha!
con la variedad frejol rojo percal. En todos los casos el tratamiento Control

presento los valores mas bajos en comparacion con T6 y Fertilizacion.
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Figura 24. Rendimiento agricola en las variedades fréjol: rojo percal, blanco belény
mantequilla. Tratamientos: T1 (Control), T2 (CIAT 899), T3 (Fertilizacion), T4
(Rhizobium miluonense-Gonzanama), T5 (Rhizobium tropici-Catamayo) y T6
(Rhizobium lusitanum-Saraguro). Loja, 2015
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4.3. Pruebas de correlacion Pearson.

En la tabla 3 se observa correlaciones significativas para la variedad frejol rojo
percal, siendo las mas importantes en nuestro estudio el nUmero de nodulos
totales (NN), peso seco de nédulos (PSN) y el NN con los parametros de
rendimiento (nmero de vainas por planta: NVP; numero de granos planta:
NGP y peso de granos por planta: PGP) quienes correlacionan positivamente
entre si a excepcion de NN y NGP, los valores son significativos entre NN y
NVP con un 42% y NN-PGP con 98%.

En la Tabla 4, para variedad blanco los valores son significativos entre NN y
PSN con 97%, de igual manera entre el nimero de nodulos con el peso seco
del follaje con 95%, y NN-numero de vainas por planta con 15% y no asi entre
NN con los demas parametros de rendimiento que en todos los casos son

negativos.

Finalmente en la tabla 5, para la variedad mantequilla todas las correlaciones
son significas entre las variables evaluadas: Se destaca el nimero de nddulos
(NN) con el peso seco de los nédulos con 84%, NN y peso seco del follaje con
34% y con los parametros de rendimiento entre NN-numero de vainas por
planta (NVP) con 45%, NN y numero de granos por planta de 22% y finalmente

entre NN y peso de granos por planta de un 8%.

En las tabla 3, 4 y 5 se muestra las correlaciones estadisticas realizadas
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson p<0,05 entre las diferentes
variables evaluadas tanto para los parametros de nodulacién, biomasa de la
raiz y follaje, asi también componentes del rendimiento bajo condiciones de

campo para las variedades de fréjol comun.
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Tabla 3. Correlacion para pardmetros de nodulacion, biomasa y componentes de rendimiento en fréjol rojo percal. Loja, 2015.

NN PEN PFR PFF PSN PSR PSF NVP PVP NGP NGV PGP
NN
P-value*
PFN 0,9579

P-value* 0,0026

PFR 0,9644 0,9459

P-value* 0,0019 0,0043

PFF 0,5760 0,5612 0,7364

P-value* 0,2315 0,2466 0,0951

PSN 0,9702 0,9440 0,9892 0,6819

P-value* 00,0013 0,0046 0,0002 0,1357

PSR -0,5359 -0,2788 -0,4716 -0,3144 -0,5186

P-value* 0,2731 0,5926 0,3451 0,5439 0,2918

PSF -0,6885 -0,5176 -0,6139 -0,3059 -0,7033 0,8756

P-value* 0,1304 0,2930 0,1949 0,5555 0,1190 0,0222

NVP 0,4234 0,4764 0,4317 0,3293 0,5288 -0,1874 -0,5972

P-value* 0,4029 0,3395 0,3927 0,5239 0,2808 0,7222 0,2107

PVP 0,6189 0,5437 0,5951 0,1812 0,6950 -0,6104 -0,8632 0,6489

P-value* 0,1902 0,2648 0,2128 0,7312 0,1253 0,1981 0,0268 0,1632

NGP -0,4510 -0,2617 -0,3098 -0,0073 -0,4216 0,8207 0,9267 -0,5381 -0,7277

P-value* 0,3694 0,6164 0,5501 0,9890 0,4051 0,0454 0,0079 0,2707 0,1011

NGV 0,1809 0,4517 0,2854 0,2445 0,2611 0,6726 0,3268 0,3836 -0,0149 0,4969
P-value* 0,7317 0,3685 0,5836 0,6406 0,6172 0,1432 0,5272 0,4528 0,9777 0,3160
PGP 0,9891 0,9586 0,9861 0,6212 0,9914 -0,5160 -0,6806 0,4459 0,6668 -0,4080 0,2338
P-value* 00,0002 0,0025 0,0003 0,1881 0,0001 0,2947 0,1367 0,3755 0,1481 0,4220 0,6557

Leyenda: NN: Numero de nddulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje,
PSN: Peso seco de los nddulos, PSR: peso seco de la raiz, PSF: Peso seco del follaje, NVP: Numero de vainas por planta, PVP:
Peso de vainas por planta, NGP: Numero de granos por planta, NGV: Numero de granos por vaina. P-value*: Correlaciéon de
Pearson para P < 0,05.
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Tabla 4. Correlacion para parametros de nodulacion, biomasa y componentes de rendimiento en fréjol blanco belén. Loja, 2015

NN PEN PFR PFF PSN PSR PSF NVP PVP NGP NGV PGP
NN
P-value*
PFN 0,9269
P-value* 0,0078
PFR -0,6061 -0,3469
P-value* 0,2022 0,5005
PFF 0,8077 0,8548 -0,5611
P-value* 0,0519 0,0301 0,2467
PSN 0,9787 0,8986 -0,4965 0,6915
P-value* 0,0007 0,0149 0,3164  0,1281
PSR 0,3436 0,6173 0,3458  0,3206 0,3529
P-value* 00,5049 0,1916 0,5019  0,5355 0,4926
PSF 0,9519 0,9084 -0,6037 0,9196 0,8968 0,2781
P-value* 00,0034 0,0122 0,2044  0,0094 0,0154 0,5936
NVP 0,1533 0,3462 0,0693  0,5984 0,0772 0,0835 0,3860
P-value* 0,7719 0,5014 0,8961  0,2096 0,8844 0,8750 0,4498
PVP -0,1174 0,1592 0,4495  0,2582 -0,1349 0,2056  0,0347 0,8745
P-value* 0,8247 0,7633 0,3711  0,6213 0,7989 0,6960 0,9479 0,0226
NGP -0,0242 0,2868 0,5655  0,2158 -0,0018 0,4482  0,0502 0,7326 0,9457
P-value* 0,9638 0,5815 0,2422  0,6813 0,9973 0,3728 0,9248 0,0977 0,0043
NGV -0,1788 0,0179 0,7073  -0,3713 -0,0427 0,4346 -0,3374 -0,0271 0,4228 0,6470
P-value* 0,7346 0,9732 0,1160  0,4686 0,9360 0,3892 0,5131 0,9593 0,4036 0,1649
PGP -0,2186 0,0702 0,6462  0,0930 -0,1934 0,2442 -0,0733 0,7864 0,9603 0,9400 0,5095
P-value* 0,6774 0,8948 0,1656  0,8609 0,7135 0,6410 0,8902 0,0636 0,0023 0,0053 0,3019

Leyenda: NN: Numero de nddulos, PFN: Peso fresco de los nddulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje,
PSN: Peso seco de los nddulos, PSR: Peso seco de la raiz, PSF: Peso seco del follaje, NVP: Numero de vainas por planta,
PVP: Peso de vainas por planta, NGP: Namero de granos por planta, NGV: Numero de granos por vaina. P-value*: Correlacion
de Pearson para P < 0,05.
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Tabla 5. Correlacion para parametros de nodulacion, biomasa y componentes de rendimiento en fréjol mantequilla. Loja, 2015.

NN PEN PER PEF PSN PSR PSF NVP PVP NGP NGV PGP
NN
PFN 0,9508
P-value* 0,0036
PFR -0,6410 -0,6802
P-value* 0,1702 0,1370
PFF 0,5084 0,6996 -0,3683
P-value*  0,3031 0,1218 0,4725
PSN 0,8490 0,9433 -0,4683 0,7607
P-value* 0,0325 0,0047 0,3489  0,0790
PSR 0,2405 0,3661 0,3290 0,4670 0,5527
P-value* 0,6462 0,4754 0,5243  0,3504 0,2554
PSF 0,3625 0,5123 -0,2475 0,9004 0,6166 0,2248
P-value* 0,4800 0,2988 0,6363  0,0144 0,1923 0,6685
NVP 0,4521 0,3004 -0,3316  0,0945 0,0332 -0,1242  -0,0623
P-value* 0,3681 0,5630 0,5208  0,8586 0,9502 0,8147  0,9066
PVP 0,2082 0,1333 -0,4663 0,0274 -0,1723 -0,3187 -0,1641 0,8872
P-value*  0,6923 0,8012 0,3512  0,9589 0,7440 0,5381  0,7560 0,0184
NGP 0,2238 0,1427 -0,3024  0,0225 -0,1307 -0,0869 -0,2318 0,9160 0,9608
P-value* 0,6698 0,7874 0,5602  0,9662 0,8051 0,8699  0,6585 0,0103 0,0023
NGV -0,3501 -0,3798 0,0437  -0,5732 -0,5360 -0,0961 -0,8345 0,2339 0,4803 0,5447
P-value* 0,4963 0,4577 0,9345 0,2344 0,2730 0,8563  0,0388 0,6556 0,3350 0,2638
PGP 0,0898 -0,0173 -0,2424  -0,1555 -0,3015 -0,2156  -0,3750 0,8766 0,9571 0,9815 0,6391
P-value* 0,8657 0,9741 0,6435 0,7686 0,5614 0,6816  0,4638 0,0219 0,0027 0,0005 0,1718

Leyenda: NN: Numero de nddulos, PFN: Peso fresco de los nédulos, PFR: Peso fresco de la raiz, PFF: Peso fresco del follaje,
PSN: Peso seco de los nodulos, PSR: Peso seco de la raiz, PSF: Peso seco del follaje, NVP: Numero de vainas por planta,
PVP: Peso de vainas por planta, NGP: Niumero de granos por planta, NGV: Numero de granos por vaina. P-value*: Correlacion
de Pearson para P < 0,05.
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4.4.

Influencia de los aislados bacterianos en las propiedades fisicas y quimicas del suelo

Propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas del suelo en el area de experimentacion”.

Cuadro 2. Andlisis fisico-quimico de suelo para la variedad de fréjol rojo percal, Sector los Molinos “La Argelia”. Loja, 2015.

Anélisis Mecanico %
Cod. Cam. TESA Textura | pH M.O N P205 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
Ao Lo Ac % ppm ppm ppm meq/ 100 ml | meq/100 ml ppm ppm ppm | mmhos/cm

Rojo 1 30,6 49,8 | 19,6 Fo 5.30 | 1,26 | 87,95 71,82 39,18 0,54 0,54 293,41 | 17,27 | 3,42 0.157
T1. Co 30,6 49,8 | 19,6 Fo 495 | 1,24 | 209,79 | 125,14 | 118,70 0,59 0,50 427,45 | 12,53 | 2,89 0.772
T2. CIAT 32,4 49 18,6 Fo 4.86 | 2,64 | 84,30 48,73 31,00 0,73 0,53 229,51 7,02 | 3,79 0.572
T3. Fert. 30,4 50 19,6 Fo Lo 485 | 2,05 | 48,92 49,32 27,48 0,57 0,42 247,29 8,64 | 2,90 0.686
T4. 30,8 48,6 | 20,6 Fo 5.04 | 1,18 | 72,69 59,24 0,36 0,08 0,64 105,31 9,99 | 3,551 0.642

T5. 32,6 49,8 | 17,6 Fo 5.15 | 1,27 | 74,00 45,23 12,46 0,92 0,48 204,53 | 12,39 | 3,83 0.432

T6. 30,4 46 23,6 Fo 490 | 1,14 | 63,52 49,95 28,80 0,71 0,46 260,74 | 10,66 | 3,45 0.637

Interpretacion de Analisis (Anexo 19).
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Cuadro 3. Andlisis fisico-quimico de suelo para la variedad de fréjol blanco belén, Sector los Molinos “La Argelia”. Loja, 2015

Anélisis Mecénico %
Cod. Cam. TESA Textura oH M.O N P205 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE

Ao Lo Ac % ppm| ppm ppm [meqg/ 100 ml | meq/100 ml ppm ppm ppm | mmhos/cm

Var.Blancol | 36,4 43 20,6 Fo 529 | 2,41 | 6549 49,45 | 24,10 0,73 0,25 148,79 7,94 3,14 0.105

T1.Co 38,4 44 17,6 Fo 511 | 2,38 | 78,59| 38,04 | 29,96 0,96 0,46 160,32 517 3,17 0.373

T2. CIAT 38,4 40 21,6 Fo 5.00 | 1,78 |109,66 40,20 18,06 0,96 0,85 186,27 7,74 3,21 0.652

T3. Fert. 36,4 48 15,6 Fo 5.11 | 2,22 | 51,45| 43,66 2,16 1,07 0,40 190,83 | 10,07 | 3,67 0.290

T4. 34,6 | 45,8 19,6 Fo 496 |1,22 | 75,88| 37,73 4,06 0,71 0,42 202,60 8,42 3,24 0.607

T5. 30,6 | 49,8 19,6 FoLo 492 |2,01 | 44,99| 54,89 | 31,60 0,78 0,43 270,83 9,24 3,86 0.656

T6. 38,4 40 21,6 Fo 5.10 | 1,90 | 60,06| 38,27 | 20,40 0,79 0,36 188,67 6,15 3,14 0.468

Interpretacion de Analisis (Anexo 20).

Cuadro 4. Andlisis fisico-quimico de suelo para la variedad de fréjol mantequilla, Sector los Molinos “La Argelia”. Loja, 2015

Andlisis Mecéanico %
Cod. Cam. TESA Textura oH M.O N P205 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
Ao Lo Ac % ppm ppm ppm |meq/ 100 ml | meq/100 ml ppm ppm ppm | mmhos/cm
Var.Mantq 1 | 28,6 | 51,8 19,6 FoLo 6.13 | 2,04 [(181,15| 47,97 9,20 2,52 1,09 187,71 | 10,39 | 4,73 0.265
T1.Co 30,4 48 21,6 Fo 559 | 1,27 |46,96 | 41,95 | 24,10 1,33 0,62 201,64 7,19 3,89 0.616
T2. CIAT 34,4 48 17,6 Fo 5.22 | 2,36 |60,06 | 49,36 | 36,24 1,48 0,75 247,29 6,27 4,42 0.830
T3. Fert. 28,8 | 51,6 19,6 FolLo 512 | 1,38 |105,35| 51,03 12,00 1,47 0,89 291,01 8,24 4,33 0.745
T4. 28,6 | 47,8 23,6 Fo 530 | 1,34 |55,29 | 47,84 3,62 1,41 0,55 262,18 7,87 3,91 0.581
T5. 30,4 48 21,6 Fo 540 | 1,84 |65,49 | 61,18 | 42,24 1,51 0,67 253,29 8,05 4,07 0.721
T6. 28,8 | 47,6 23,6 Fo 5.36 | 4,07 |4537 | 51,12 | 24,38 1,39 0,80 278,75 8,22 4,38 0.863

Interpretacion de Analisis (Anexo 21).

38



Como se observa en los cuadros 3, 4 y 5 ningunos de los factores analizados
tuvieron influencia significativa o cambio notorio en la textura, o propiedades
quimicas del suelo por accion de los asilados bacterianos en interaccion con

las tres leguminosas en estudio (frejol rojo, blanco belén y mantequilla).

Influencia de los aislados bacterianos en las propiedades
microbioldgicas del suelo.

Tal como se muestra en la tabla 6, los valores obtenidos en unidades
formadoras de colonia al final del ensayo para los diferentes grupos
microbianos estos son significativos para cada uno de ellos, es evidente el
efecto positivo que ejercen los microorganismos inoculados e incrementar la
carga microbiana en el area de experimentacioén al final del experimento, para
hongos inicialmente se tiene una poblaciéon microbiana de 2,75 x 10 ®y al final
del ensayo este se ve incrementado a 3x10% UFC g suelo. De igual manera
sucede para bacterias de 4,25x107 se incrementa a 7,48x10 ° UFC g suelo™
y finalmente para actinomicetos de 1,1x 10® se ve incrementado a 8,58x10’
UFC g suelo™.

Tabla 6. Unidades formadoras de colonias (UFC) a partir de las muestras de
suelo en el area de experimentacion. Loja, 2015.

Microorganismo Analisis Inicial Analisis Final
(UCF ml?) (UFC ml?)
Hongos 2,75x10° 3 x10°
Bacterias 4,25x107 7,48x10°
Actinomicetos 1,10x10° 8,58x10’
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V. DISCUSION

5.1. Efecto de los aislados sobre los parametros de nodulacién

Las cepas inoculadas fueron capaces de nodular en las raices de frejol rojo
percal, blanco belén y mantequilla, indicando la compatibilidad en la
interaccion micro y macrosimbionte. Es evidente el efecto beneficio en la
promocién de niamero de nédulos totales que ejercen las cepas procedentes
de Catamayo y Gonzanama respectivamente (R. tropici y R. miluonense)
sobre las variedades rojo percal y mantequilla y no asi para blanco belén,
siendo esta Ultima variedad quien presenta el mayor niumero de noédulos
mediante la inoculacién con la cepa tipo (R. tropici). Para las tres variedades
evaluadas en interaccion con las cepas inoculadas, el tratamiento control y
fertilizacion presentaron los valores méas bajos. Corroborando estos datos con
Cruz, (2000) donde mencionada que las variaciones en el nimero de nédulos
sugieren una variacion en la expresion fenotipica de la respuesta a la
inoculacién de estos genotipos diferenciales y relacionando con lo reportado
por Nunes et al., (2000) donde los tratamientos no inoculados y el que recibio

fertilizante de nitrégeno mostré6 menor numero de nédulos.

Es asi que la mayor cantidad de nodulos en la planta posibilita la asimilacion
de N2 atmosférico pero la habilidad de las cepas para formar nédulos no
necesariamente indica la eficiencia en la FBN. Para cada combinacion
leguminosa rizobios el nivel 6ptimo de nodulacion es diferente. No obstante,
los parametros de abundancia, tamafio, distribucion y coloracién interna de
los nédulos son importantes indicadores de su efectiva habilidad para fijar
nitrégeno atmosférico (Silvester et al., 1987). De esta manera, no todas las
cepas de Rhizobium son efectivas en la fijacion de nitrogeno, a pesar de que

la infectividad sea alta (Mumns, 1987; Torres-Gutiérrez, 2008).

Los resultados concernientes a peso fresco y peso seco de los nddulos en la
variedad de fréjol rojo percal y mantequilla no se observan grandes diferencias
estadisticas entre los tratamientos, obteniéndose los mejores resultados para
el peso fresco y peso seco de los nédulos donde se aplicé la cepa aislada de
Catamayo (R. tropici) y (R. miluonense) aislada de Gonzanama. Para la

variedad blanco belén los valores también se comportaron muy relativos a los
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analizados en el nimero de nddulos totales, donde la cepa tipo (R. tropici)
difiere significativamente con el tratamiento control, el cual obtuvo el menor
valor estadistico. La biomasa seca nodular en los tres genotipos evaluados
demostré una correlacion altamente positiva con la nodulacién, demostrando
una efectiva tasa de fijacion de N en las variedades evaluados mediante la
aplicacion de las cepas de Rhizobium. Subia (2002) afirma que el peso seco
de los ndédulos permite inferir que a mayor nodulacion, mayor absorcion de
nitrogeno, por parte de las plantas, esto lo corrobora Castellanos y Pefa-
Cabrales (1989) que el peso seco explica de buena manera la eficiencia de la
fijacion bioldgica, en donde, la produccion de materia seca es de primordial

importancia.
5.2. Efecto de los aislados sobre los parametros morfolégicos

En las tres variedades de frejol analizadas no existieron diferencias
significativas para la altura de la planta en los diferentes tiempos de
evaluacion, solo evidenciandose diferencias estadisticas a los 7 y 21 DDS
para rojo percal con la cepa tipo (R. tropici) y Fertilizacion y no asi para el
resto de variedades. De igual forma los valores obtenidos para el nimero de
hojas en los diferentes momentos de evaluacion no presentan diferencias
estadisticas significativas con ningun tratamiento y variedades estudiadas. Es
evidente que ninguna variedad se vio afectada significativamente mediante la
inoculacion de las cepas de Rhizobium vy fertilizacion respecto a las variables
evaluadas, especificamente la altura de las plantas y el numero de hojas, esto
puede relacionarse con la predisposicion de la variabilidad genotipica de cada
variedad y no tanto del efecto propio de las rizobacterias (Remans et al.,
2007). Sin embargo, es ampliamente conocido el efecto beneficioso de la
inoculacién de bacterias promotoras del crecimiento vegetal sobre los cultivos
de leguminosas y en especifico la inoculacion de cepas de Rhizobium
(Burdman et al., 2000). Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Granda et al., (2014) donde en la variable de altura y nimero de hojas no
mostraron diferencias entre tratamientos, por lo que la altura de plantas se

mantuvo estable.

41



5.3. Paradmetros de biomasa de laraiz y el follaje

Para las tres variedades estudiadas en el analisis del peso fresco y seco de
la raiz no demuestran diferencias significativas entre los tratamientos, con
excepcion al peso seco en la variedad mantequilla ya que con la inoculacion
de R. miluonense-Gonzanamd esta se vio afectada positivamente y la cual
difiere significativamente con el resto de tratamientos, en especial con el
Control y Fertilizacion. Es importante mencionar que estos valores de PSR
para la variedad mantequilla tienden a relacionarse directamente con el
numero de noédulos, lo cual pudo corroborarse con la correlacion positiva

presentada entre el NN y el PSR.

En el peso fresco y seco del follaje tanta en la variedad rojo percal y
mantequilla no se evidencian diferencias significativas entre los tratamientos,
no asi para la variedad blanco belén donde la inoculaciéon con las cepas R.
miluonense y la cepatipo R. tropici para ambas variables evaluadas presentan
los mejores resultados, teniendo diferencias significativas con el tratamiento
Fertilizacion quien presenta los valores mas bajos. En forma general no existe
variabilidad para los parametros fisioldgicos de la raiz y del follaje en las tres
variedades estudiadas, solo destacando por separado la variedad mantequilla
en conseguir mayor peso seco de raiz y la variedad blanco belén en mayor
peso seco del follaje, mediante la aplicacién para la una y otra variedad con
aquellas bacterias pertenecientes a R. miluonense-Gonzanama, las mismas
que ejercen un efecto marcado en la promocion y desarrollo de un mayor
namero de nodulos, lo cual puede estar relacionado con los mecanismos
directos que realizan las sustancias excretadas por estas bacterias sobre el
sistema radical y de modo indirecto sobre el follaje de las plantas. Segun Cruz
(2014), las diferencias en los pesos secos de follaje sugieren diferencias
en crecimiento y desarrollo debidas a sus caracteristicas genéticas y
expresiones fenotipicas bajo las condiciones del ensayo, independientes de

los efectos de cepa o de la interaccion cepa por genotipo.
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5.4. Efecto de los aislados de Rhizobium sobre componentes de
rendimiento agricola de las variedades de fréjol comun (blanco
belén, mantequillay rojo percal)

Los resultados obtenidos de los componentes de rendimiento sin duda estan

estrechamente relacionados con los parametros de nodulacion y biomasa, es

asi es que ejercen los mejores resultados las cepas R. tropici y R. milounense,
pero estas no corroboran con los valores obtenidos en los parametros de
rendimiento, sin embargo la cepa aislada de Saraguro (R. lusitanum) en todos
los pardmetros evaluados en lo concerniente a los componentes de
rendimiento es la que mejores resultados presenta, o que hace pensar que
esta cepa optimizo el proceso de fijaciobn del nitrdgeno atmosférico, la
absorcion de elementos nutritivos y por lo tanto estimulé de mejor manera el
desarrollo vegetal aumentando el potencial productivo de las plantas, en
especial con la interaccion frejol variedad mantequilla con quien obtiene

valores significativos de rendimiento agricola de 1.93 TM hal.

5.5. Pruebas de correlacién de Pearson

Para la variedad rojo percal se observa correlaciones significativas, siendo las
mas importantes en nuestro estudio el nimero de nddulos totales (NN), peso
seco de nddulos, y el NN con los parametros de rendimiento quienes
correlacionan positivamente entre si a excepcion de NN y NGP, los valores
son significativos entre el NN y PSN con 97%, asi como entre NN y NVP con
un 42% y NN-PGP con 98%. De igual manera sucede para variedad blanco
belén donde los valores son significativos entre NN y PSN con 97%, asi como
entre el nUmero de nddulos con el peso seco del follaje con 95%, y NN-namero
de vainas por planta con 15%. Finalmente para la variedad mantequilla todas
las correlaciones son significas entre las variables evaluadas, se destaca el
namero de ndédulos (NN) con el peso seco de los nddulos con 84%, NN y peso
seco del follaje con 34% y con los parametros de rendimiento entre NN-
namero de vainas por planta (NVP) con 45%, NN y nimero de granos por
planta de 22% y finalmente entre NN y peso de granos por planta de un 8%.
Esto valores significativos conseguidos en las tres variedades para cada
variable evaluada, con énfasis en los parametros de nodulacion y biomasa

nos da la pauta que al existir un mayor nimero de nddulos totales existira
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mayor materia nodular y por consiguiente el incremento de la fijacién de No,
dando como resultado el aumento en la materia seca de la parte aérea y por
ende mejores resultados en el rendimiento agricola de las pantas, esto al
corroborar la correlacion positiva entre el peso seco de los nodulos y el peso
seco del follaje, que sucedid en todas la variedades estudiadas en mayor o
menor porcentaje, que al final afecto positivamente en el crecimiento,

desarrollo y fijacion de N2 en las variedades antes mencionadas.

5.6. Influencia de los aislados bacterianos en las propiedades

microbioldgicas del suelo

El incremento de la poblacion microbiana en suelo vista en nuestra
investigacion, tanto de hongos, actinomicetos y en especial de bacterias en
cantidades significativas, sin duda conduce al establecimiento de consorcios
microbianos beneficiosos en los procesos bioquimicos y fisicos del suelo. De
esta forma, se puede incrementar la disponibilidad de otros nutrimentos y
sustancias promotoras del crecimiento vegetal, ademas se ha visto que los
rizobios crean una barrera protectora contra hongos y bacterias patégenas en
la raiz de la planta, lo que garantiza un crecimiento sano y fortalecido. Segun
Correa (2008) menciona que los efectos en la microbiologia del suelo
suprimen o controlan las poblaciones de microorganismos patégenos que se
desarrollan en el suelo; incrementan la biodiversidad microbiana, lo que
genera las condiciones necesarias para que los microorganismos benéficos

nativos prosperen.
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VI.

CONCLUSIONES

Todas las cepas inoculadas de Rhizobium fueron capaces de formar
nddulos en las raices de las variedades rojo percal, blanco belén y
mantequilla.

Se evidencia el incremento del numero de nédulos y peso seco de
nbédulos para las tres variedades evaluadas, mediante la inoculacion de
la cepas procedentes de Catamayo (Rhizobium tropici) y Gonzanama
(Rhizobium miluonense).

En la variedad blanco belén todos parametros de biomasa se vieron
incrementados con la inoculacion de (Rhizobium tropici) y (Rhizobium
miluonense-Gonzanama) y no asi para rojo percal y mantequilla.

La cepa Rhizobium lusitanum procedente de Saraguro, ejercié un
efecto marcado en la variedad de fréjol mantequilla, presentando mejor
resultado en rendimiento agricola con 1.93 TM ha en grano seco.
Existié un incremento significativo de la poblacién microbiana en el area

de experimentacion, en especial de bacterias y actinomicetos.
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VIl. RECOMENDACIONES

- Conducir ensayos en fincas de agricultores con la variedad de fréjol
mantequilla e inoculando la cepa R. miluonense-Gonzanama, y
monitoreando caracteristicas de suelo y manejo del cultivo.

- Realizar ensayos mediante inoculacién mixta entre la cepa R. Tropici-
Catamayo y R. miluonense-Gonzanama, ya que estas presentaron
mejores resultados en los pardmetros de biomasa nodular y
rendimiento agricola respectivamente.
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IX. ANEXOS

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

a) Agar Nutriente para Bacterias
» Agar nutriente 28 g /2000 ml

b) Sabouraud para Hongos

Para 1000 ml de medio de cultivo:

» Peptona 10
» Glucosa 40
» Agar 20
» Agua destilada 1000 ml

c) AGAR CASEINA: Actinomicetos

Para 1000 ml de medio de cultivo

» Peptona 5qr

» Cloruro de sodio (NaCl) 5¢9r

» Agar nutriente 23 gr

» Agar 4 gr

» Leche descremada 10 ml

» Agua destilada 1000 ml
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Anexo 2. Croquis del disefio experimental bloques al azar de la investigacion. Loja,
2015.
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> Area total del experimento: 1769 m?

> Area por variedad: 551 m?
> Area entre variedades: 2m
> Area entre parcelas: 1m

> Area por parcelas: 4x4 = 16m?2
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# de Hojas
21 DDS

Altura 21 DDS

12
11

13

10
12

10
12

12
12
12
13

15
12
12
11

12
13
12
13
12
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10
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10
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14
14
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12
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11

12
12
17
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12
16
12
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12
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16
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18
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13
15
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# de Hojas
7 DDS

Altura
7 DDS

10
11

13
10

10

10
10

10
11

10

10

Muestra

Replica

Tratamiento

Anexo 3. Pardmetros morfologicos en diferentes etapas de crecimiento en

fréjol rojo percal.

Variedad
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Continuacion de Anexo 3
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11
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# de Hojas
21 DDS

Anexo 4. Pardmetros morfologicos en diferentes etapas de crecimiento en

fréjol blanco belén.

Altura 21
DDS

12
11

13
10
12

10
12

12
12
12
13
15
12
12
11

12
13
12
13
12

14
13
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10
12
10
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13
14
14
13
12
11
10
11
12
12
17
16
12
16
12

11
12
20
16
18
18
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13
15
17

# de Hojas
7 DDS

Altura
7 DDS

10

7,5

10

10

6,5

10

7,5

11

Muestra

Replica

Tratamiento

Variedad
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Continuacion de Anexo 4

11
12
15
14
12
14
12
15
12
13
13
15
10
11
12
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14
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12
12
10
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10

10
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# de Hojas
21 DDS

Altura
21 DDS

12
13
13
13
16

15
16

14
18
17
20
21

22

22

18
12

15
10

12

15
19
20
20

18
12
16
20

18
20
12
16

15
16
13

15
18
18
16
20
20

18
20

18
20
16
16
11

14
12

15
17

15
15
14
15
14
18
13
14
14
17

# de Hojas
7 DDS

Altura
7 DDS

10

9,5

10

10

10

11

10

Muestra

Replica

Tratamiento

Anexo 5. Pardmetros morfologicos en diferentes etapas de crecimiento en

fréjol mantequilla.

Variedad
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Continuacion de Anexo 5
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Anexo 6. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 21 DDS para el genotipo fréjol rojo en peso fresco,
con tratamientos, muestras y réplicas.

TRATAMIENTO REPETICIONES

[ Il I N

NN | PFN| PFR| PFF| NN | PFN| PFR| PFF| NN | PFN| PFR[ PFF| NN | PFN| PFR | PFF
TiM1 5,00 0,046 1,17 4,26 3,00 0,083 1,19 6,72 6,00 0,260 1,68 8,08 8,00 0,090 1,24 6,55
TiM2 6,00 0,074 1,39 4,52 0,00 0,000 1,64 5,85 2,00 0,048 0,81 3,87 0,00 0,000 0,83 4,58
TiM3 26,00 0,286 2,19 5,02 0,00 0,000 1,03 6,79 0,00 0,692 2,84 2,81 3,00 0,029 0,82 4,89
TiM4 0,00 0,000 0,48 3,34 0,00 0,000 1,13 3,81 3,00 0,048 1,33 7,01 0,00 0,000 1,36 4,66
T1M5 11,00 0,167 1,09 4,46 0,00 0,000 1,94 4,33 11,00 0,084 1,12 7,66 13,00 0,101 2,83 5,66
T2M1 46,00 0,334 1,81 8,71 17,00 0,074 2,76 7,72 3,00 0,070 0,97 2,30 16,00 0,215 1,64 6,39
T2M2 11,00 0,131 1,93 5,69 9,00 0,086 2,04 4,54 13,00 0,156 1,84 3,60 1,00 0,002 1,58 3,84
T2M3 11,00 0,095 1,93 6,36 8,00 0,132 1,93 5,96 0,00 0,000 0,96 3,96 13,00 0,152 2,89 7,51
T2M4 14,00 0,082 2,19 7,36 5,00 0,071 1,50 2,81 4,00 0,061 2,05 6,14 18,00 0,335 2,22 4,82
T2M5 23,00 0,122 1,71 6,85 7,00 0,054 1,95 7,08 7,00 0,028 1,08 4,32 5,00 0,034 1,37 3,79
T3M1 0,00 0,000 1,18 4,49 4,00 0,009 1,76 4,90 0,00 0,000 2,73 4,73 2,00 0,004 0,92 9,42
T3M2 0,00 0,000 1,04 7,65 5,00 0,014 2,27 9,73 0,00 0,000 1,24 3,68 22,00 0,139 2,22 12,14
T3M3 0,00 0,000 2,24 4,28 0,00 0,000 1,96 8,72 4,00 0,020 2,71 5,24 1,00 0,002 2,62 6,48
T3M4 5,00 0,053 0,98 4,56 0,00 0,000 1,45 6,63 2,00 0,000 1,64 5,60 0,00 0,000 2,07 7,73
T3M5 0,00 0,000 1,58 5,74 0,00 0,000 0,74 3,71 0,00 0,000 3,15 6,67 3,00 0,007 2,19 14,53
T4M1 1,00 0,039 1,90 5,56 60,00 0,522 4,29 11,17 11,00 0,052 1,83 7,02 7,00 0,086 1,17 0,32
T4M2 0,00 0,000 0,73 6,75 11,00 0,104 2,18 3,60 3,00 0,010 2,23 5,27 0,00 0,000 1,25 4,20
TAM3 15,00 0,103 2,03 2,88 3,00 0,041 1,13 5,13 6,00 0,020 0,84 10,78 7,00 0,071 1,33 4,70
TAM4 16,00 0,071 1,57 3,39 27,00 0,334 1,51 6,12 10,00 0,046 1,34 6,92 17,00 0,169 1,97 2,89
T4AMS 0,00 0,000 1,19 5,79 14,00 0,194 1,58 5,77 26,00 0,192 0,94 4,87 21,00 0,242 2,40 8,36
T5M1 28,00 0,268 0,88 5,35 9,00 0,125 1,23 4,84 13,00 0,157 2,39 3,14 11,00 0,183 1,67 4,74
T5M2 21,00 0,153 0,81 5,38 3,00 0,052 1,62 4,18 15,00 0,069 1,32 6,07 30,00 0,296 1,11 3,24
T5M3 10,00 0,131 0,73 5,36 3,00 0,056 2,36 6,15 27,00 0,363 2,40 6,32 4,00 0,150 1,04 4,95
T5M4 30,00 0,270 1,62 10,02 33,00 0,343 1,56 4,74 3,00 0,020 1,75 7,02 13,00 0,207 1,72 6,85
T5M5 13,00 0,048 0,82 6,46 8,00 0,219 1,54 4,48 15,00 0,093 1,69 5,45 4,00 0,133 0,55 3,47
T6M1 0,00 0,000 1,63 5,27 0,00 0,000 1,50 1,66 0,00 0,000 1,19 10,31 12,00 0,127 2,64 9,33
T6M2 2,00 0,065 0,96 3,04 2,00 0,004 1,62 3,92 13,00 0,084 1,65 8,88 9,00 0,103 1,33 3,93
T6M3 4,00 0,030 0,90 3,16 2,00 0,019 1,95 5,23 22,00 0,488 2,18 10,10 12,00 0,119 1,48 10,10
T6M4 20,00 0,119 2,75 5,51 1,00 0,010 1,13 3,31 0,00 0,000 0,87 4,36 43,00 0,379 2,05 5,76
T6M5 1,00 0,004 1,41 2,95 8,00 0,123 1,86 3,35 0,00 0,000 1,11 6,83 8,00 0,054 1,7221 9,9194
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Anexo 7. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 21 DDS para la variedad blanco belén en peso seco,
con tratamientos, muestras y réplicas.

TRATAMIENTO | REPETICIONES

| 1] 1 v

PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF| PSN PSR PSF
TiM1 0,0062| 0,6 | 0,07 0,0074| 0,14| 1,01| 0,0469| 019| 1,21 0,0094| 0,13 1,00
TiM2 0,0097| 0,23| 0,63| o0,0000| 0,13| 1,00 0,0095| 0,09| 0,75 0,0000| 0,08 0,77
T1M3 0,0346| 0,22| 0,82 o0,0000| 0,14| 0,89| 00000 00| 0,42| 0,0045| 0,11 0,84
T1M4 0,0000| 0,20 | 0,55| o0,0000| 0,13| 064| 0,0056| 0,28 1,28 0,0000| 0,18 0,92
T1M5 0,0273| 0,9 | 1,30| o0,0000| 0,16| 0,83| 0,0127| 0,12| 1,17| 0,0082| 0,21 0,58
T2M1 0,0457| 0,6 | 1,09 0,0063| 029| 098| 0,0074| 010| 0,48| 0,0287| 0,17 0,81
T2M2 0,0128| 0,20| 0,85| 0,0098| 020| 068| 0,0165| 0,16 0,71 0,0000| 0,21 1,05
T2M3 0,0120| 0,28 | 0,84| o0,0118| 0,19| 0,78| o0,0000| 0,22 0,71| 0,0215| 0,29 1,11
T2M4 0,0073| 0,22| 1,21| o0,0056| 0,11| 0,29| 0,0010| 0,19 0,93| 0,0446| 0,25 1,18
T2M5 0,0120| 0,26 | 1,36| 0,0071| 0,22| 1,00| 0,0022| 0,09| 0,50| 0,0037| 0,05 0,92
T3M1 0,0000| 0,1 | 052| o0,0010| 0,12| 060| 00000 024| 0,74| 0,0003| 0,12 1,01
T3M2 0,0000| 0,24 | 1,23| o0,0000| 0,17| 1,11| o0,0000| 0,23| 0,77 0,0173| 0,20 1,50
T3M3 0,0000| 0,27 | 0,55| o0,0000| 0,18 | 0,98| 0,0025| 0,22| 0,90 0,0002| 0,20 0,74
T3M4 0,0000| 0,23| 0,85| o0,0000| 0,12| 0,77| 0,0000| 0,22 0,86 0,0000| 0,14 1,01
T3M5 0,0099| 0,16 | 1,23| o0,0000| 006| 061| 00000 023| 1,11| 0,0000| 0,25 2,08
T4aM1 0,0027| 0,28 | 0,48| o0,0518| 049| 1,19| 0,0090| 0,25| 0,90| 0,0000| 0,15 0,79
T4M2 0,0000| 0,11 | 0,48| 0,0144| 0,19| 062| 0,0006| 0,17 0,58 0,0000| 0,16 1,31
T4AM3 0,0020| 0,24 | 0,41 0,0037| 0,13| 0,79| 0,0033| 0,09| 1,35 0,0000| 0,15 0,74
T4M4 0,0106 | 05| 0,81| 0,0265| 0,16| 1,07| 0,0059| 0,23 1,25 0,0000| 0,19 0,62
T4M5 0,0027| 0,17 | 1,09 0,0277| 0,17| 1,21| 0,0266| 0,20 | 0,00| 0,0000| 0,25 1,20
T5M1 0,0396| 0,17 | 0,93| 00191 0,10| 0,45| 0,0155| 0,22 0,82] 0,0234| 0,14 0,36
T5M2 0,0236| 0,10| 0,65| o0,0078| 0,14| 066| 0,0098| 0,16 093] 0,0341| 0,13 0,55
T5M3 0,0190| 0,08| 1,6| 0,0085| 025| 057| 0,0372| 0,22 0,87| 0,0188| 0,16 0,83
T5M4 0,0439| 0,22| 1,25| 0,0002| 0,17| 0,81| 0,0017| 0,18| 1,52 0,0220| 0,17 0,86
T5M5 0,0010| 0,46 | 0,93| 00342| 014| 069| 0,0128| 021| 1,01 0,0139| 0,05 0,49
T6M1 0,0000| 0,24 | 1,07| o0,0000| 0,13| 0,40| o0,0000| 0,15| 1,57 0,0181| 0,29 1,55
T6M2 0,0000| 0,24| 159| o0,0081| 0,16| 0,34| 0,0060| 0,16 1,22 0,0195| 0,10 0,43
T6M3 0,0050| 0,06 | 0,47| 0,0029| 020| 095| 0,0839| 0,23 1,55 0,0157| 0,44 1,25
T6M4 0,0162| 0,26 | 1,05 0,0014| 0,12| 0,72| 0,0000| 0,08| 0,68| 00469| 0,18 1,03
T6M5 0,0000| 0,28 | 1,23| 0,0140| 0,15| 0,66| 00000 012 0,99| 0,0105| 0,1914| 1,3788
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Anexo 8. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 21 DDS para la variedad de fréjol blanco belén
en peso fresco, con tratamientos, muestras y réplicas.

RATAMIENTG |_REPETICIONES

| T I v

NN | PFN| PFR| PFF| NN | PFN| PFR| PFF| NN | PFN| PFR|[ PFF| NN | PFN|[ PFR| PFF
TiM1 2,00 0,034 1,59 5,29 1,00 0,009 1,27 7,51 13,00 0,193 1,14 5,07 5,00 0,029 0,71 4,64
TiM2 2,00 0,015 1,79 2,84 1,00 0,007 0,42 3,22 0,00 0,000 0,85 4,71 11,00 0,017 1,07 6,18
T1iM3 7,00 0,083 1,22 3,77 6,00 0,041 1,12 4,77 22,00 0,037 0,74 7,65 4,00 0,010 1,16 4,40
TiM4 1,00 0,005 1,94 7,26 12,00 0,058 1,21 3,30 0,00 0,000 0,69 3,54 3,00 0,009 1,40 4,84
T1M5 4,00 0,034 1,83 4,64 20,00 0,223 1,35 11,65 23,00 0,075 1,30 7,83 4,00 0,014 1,17 6,53
T2M1 30,00 0,130 1,11 7,96 43,00 0,407 0,93 4,31 9,00 0,063 0,62 3,98 26,00 0,186 1,14 8,43
T2M2 84,00 0,525 2,19 15,64 8,00 0,057 1,33 4,98 20,00 0,222 1,40 6,94 2,00 0,050 0,59 5,13
T2M3 24,00 0,238 1,21 7,54 12,00 0,059 0,98 9,08 29,00 0,296 1,26 4,60 9,00 0,086 0,95 6,17
T2M4 18,00 0,170 1,33 8,90 53,00 0,459 0,99 4,20 43,00 0,302 1,74 5,63 25,00 0,110 0,97 521
T2M5 51,00 0,363 1,49 7,25 51,00 0,303 1,26 7,83 14,00 0,113 1,54 9,33 0,00 0,000 0,59 2,52
T3M1 0,00 0,000 2,28 5,86 3,00 0,003 1,82 6,25 0,00 0,000 0,63 3,63 0,00 0,000 0,56 4,72
T3M2 6,00 0,590 2,01 4,92 0,00 0,000 1,04 3,29 0,00 0,000 1,02 1,02 0,00 0,000 1,32 4,74
T3M3 6,00 0,092 1,45 4,85 3,00 0,008 1,31 9,10 0,00 0,000 1,60 1,60 0,00 0,000 0,91 4,05
T3M4 5,00 0,063 2,66 4,77 0,00 0,000 0,87 3,53 2,00 0,001 0,79 0,79 0,00 0,000 1,78 5,00
T3M5 9,00 0,064 1,69 4,99 0,00 0,000 1,38 6,68 2,00 0,009 1,93 1,93 3,00 0,002 2,17 5,99
T4M1 27,00 0,361 1,75 9,46 9,00 0,162 1,33 5,15 15,00 0,097 1,09 7,29 3,00 0,021 1,27 6,19
T4M2 43,00 0,249 1,15 9,09 5,00 0,079 1,03 8,14 10,00 0,111 1,18 4,81 14,00 0,085 1,00 5,27
TAM3 10,00 0,122 1,53 4,80 10,00 0,299 0,88 6,38 15,00 0,158 1,78 5,58 26,00 0,329 1,17 6,60
TAM4 60,00 0,280 1,77 10,15 12,00 0,123 1,73 4,33 12,00 0,109 0,97 4,74 6,00 0,157 0,80 8,59
T4AMS 15,00 0,087 1,91 6,90 20,00 0,164 0,94 5,01 7,00 0,102 1,33 3,13 19,00 0,595 1,40 13,06
T5M1 27,00 0,093 1,32 5,63 13,00 0,123 1,18 3,92 7,00 0,075 1,07 6,15 20,00 0,275 0,48 5,67
T5M2 6,00 0,093 1,32 13,51 6,00 0,045 1,37 3,54 10,00 0,102 1,58 7,92 13,00 0,218 1,39 9,29
T5M3 13,00 0,031 1,37 7,59 37,00 0,116 1,48 4,38 3,00 0,033 1,68 10,64 | 5,00 0,073 0,72 4,48
T5M4 20,00 0,125 0,96 2,80 18,00 0,076 0,93 4,87 31,00 0,248 1,12 6,62 14,00 0,119 1,04 8,50
T5M5 7,00 0,017 1,04 4,24 8,00 0,060 0,69 4,84 11,00 0,116 1,93 6,09 14,00 0,202 0,98 8,92
T6M1 17,00 0,188 1,25 7,34 18,00 0,160 1,69 9,74 6,00 0,107 0,60 6,89 2,00 0,026 0,88 5,23
T6M2 26,00 0,205 1,26 5,61 20,00 0,692 2,13 12,20 5,00 0,062 1,10 5,42 22,00 0,114 1,75 9,60
T6M3 5,00 0,034 1,38 6,35 35,00 0,310 1,45 9,05 7,00 0,049 1,21 4,70 20,00 0,092 1,05 5,79
T6M4 17,00 0,142 1,14 5,64 9,00 0,093 1,37 3,30 12,00 0,256 2,37 6,77 10,00 0,035 0,68 8,42
T6M5 18,00 0,115 1,32 6,33 20,00 0,223 1,43 10,72 9,00 0,105 0,96 5,55 6,00 0,010 1,24 7,05
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Anexo 9. Parametros de nodulacién, biomasa de la raiz y follaje a los 21 DDS para la variedad blanco belén en peso seco,
con tratamientos, muestras y réplicas.

TRATAMIENTO | REPETICIONES

[ 1 11 v

PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF
TiM1 0,0078 | 0,08 0,69 0,0020| 0,22 1,39| 0,0306| 0,03 1,10| 0,0035| 0,00 0,80
TiM2 0,0000| 0,12 0,93 0,0018| 0,07 0,53| 0,0000( 0,00 0,76 | 0,0031| 0,00 0,39
TiM3 0,0009| 0,10 0,56 | 0,0045| 0,11 0,72| 0,0056| 0,01 1,24| 0,0115| 0,01 0,69
TiM4 0,0000| 0,16 0,67| 0,0080| 0,10 0,54| 0,0000| 0,00 0,49| 0,0031| 0,00 1,08
T1M5 0,0000| 0,14 1,02| 0,0344| 0,21 0,92| 0,0073| 0,01 1,20 0,0077| 0,01 0,95
T2M1 0,0544| 0,20 0,83| 0,0211| 0,20 1,32 0,0105| 0,12 092| 0,0267| 0,15 1,43
T2M2 0,0095| 0,18 1,21| 0,7950| 0,43 2,55| 0,0277| 0,16 1,99| 0,0025| 0,07 0,72
T2M3 0,0105| 0,12 1,44| 0,0364| 0,21 1,22| 0,0502| 0,15 0,66 | 0,0087| 0,12 1,17
T2M4 0,0929| 0,18 1,26 | 0,0282| 0,24 1,54| 0,0383| 0,23 1,06 | 0,0162| 0,10 0,96
T2M5 0,0529| 0,20 1,15| 0,0611| 0,28 1,20 0,0114| 0,23 1,49 | 0,0000| 0,08 0,42
T3M1 0,0031| 0,24 0,83| 0,0033| 0,14 0,85| 0,0000| 0,05 0,40 | 0,0000| 0,08 0,77
T3M2 0,0114| 0,17 0,59 | 0,0000| 0,08 0,37| 0,0000| 0,10 0,65| 0,0000| 0,12 0,82
T3M3 0,0026 | 1,12 0,64 0,0021| 0,17 1,45| 0,0000| 0,15 0,73 | 0,0000| 0,09 0,54
T3M4 0,0085| 0,27 0,80 0,0000| 0,04 0,33| 0,0000| 0,07 0,42| 0,0000| 0,16 0,74
T3M5 0,0093| 0,14 0,69 0,0000( 0,11 0,79| 10,0021 0,17 0,95| 10,0000 0,21 0,90
T4M1 0,0617| 0,26 1,43 | 0,0267| 1,44 0,71 0,0224| 0,15 1,27| 0,0062| 0,17 1,10
TAM2 0,0393| 0,15 1,30| 0,0021| 0,20 1,33| 0,0156| 0,14 0,10| 0,0112| 0,14 0,82
TAM3 0,0173| 0,16 0,68| 0,0532| 0,12 0,86 0,0333| 0,19 0,88| 0,0613| 0,16 0,91
T4M4 0,0423| 0,27 1,51 0,0232| 0,18 0,76 | 0,0203| 1,12 0,82| 0,0243| 0,11 1,23
T4M5 0,0202| 0,25 1,08| 0,0260| 0,11 0,65| 0,0213| 0,12 0,76 | 0,1120| 0,20 2,19
T5M1 0,0161| 0,16 0,78 0,0202| 0,22 0,82| 0,0091| 0,16 0,95| 0,0560| 0,11 0,99
T5M2 0,0150| 0,20 2,99 0,009 | 0,17 0,64| 0,0112| 0,16 1,29| 0,0421| 0,25 1,72
T5M3 0,0730| 0,15 1,09| 0,0218| 0,18 0,74| 0,0000| 0,20 152| 00134| 0,11 0,64
T5M4 0,0202| 0,09 0,41| 0,0140| 0,15 0,80 0,0300| 0,15 1,08 0,0218| 0,18 1,34
T5M5 0,0061| 0,11 0,54| 0,0030| 0,11 0,02| 0,0218| 0,24 092| 0,0386| 0,18 1,48
T6M1 0,0364 | 0,22 1,47| 0,0225| 0,19 1,41| 0,0187| 0,10 1,02| 0,0056| 0,12 0,77
T6M2 0,0326| 0,18 1,01| 0,1126| 0,32 1,88| 0,0127| 0,12 0,79| 0,0193| 0,24 1,44
T6M3 0,0055| 0,17 0,96 | 0,0563| 0,16 1,34| 0,0109| 0,13 0,80| 0,0156| 0,12 0,89
T6M4 0,0271| 0,16 0,93| 0,0172| 0,12 0,52| 10,0278 | 0,25 1,12 0,0075| 0,11 1,18
T6M5 0,0221| 0,20 0,97| 0,0391| 0,18 1,43| 0,0175| 0,16 0,93| 0,0021| 0,14 1,08
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Anexo 10. Parametros de nodulaciéon, biomasa de la raiz y follaje a los 21 DDS para la variedad de fréjol mantequilla en
peso fresco, con tratamientos, muestras y réplicas.

REPETICIONES
TRATAMIENTO | T m v

NN PFN PFR| PFF NN PFEN PFR| PFF NN PFN PFR| PFF NN PEN PFR| PFF
TiM1 20,00 | 0,0044| 1,09| 201| 9,00 0,0119| 0,27| 0,83| 0,00 0,0000| 1,02| 3,73| 3,00 0,0033| 1,03| 3,96
TiM2 7,00 0,0138| 056 1,82| 20,00 0,0317| 1,23| 3,73| 2,00 0,0117| 0,99 | 4,25| 9,00 0,0059| 061 3,35
TiM3 11,00 00116 | 1,38| 4,54 09,00 0,0276| 1,15| 2,93| 5,00 0,0200| 1,16 | 3,40| 16,00| 0,0182| 0,80| 3,09
TiM4 15,00 0,0293| 0,85| 4,03| 21,00 0,0444| 048| 1,90| 11,00| 0,0409| 1,21| 3,04| 23,00| 0,0409| 094| 527
T1M5 22,00 0,0646| 1,04| 205| 6,00 0,0118| o068| 237| 1:000| 0,0611| 1,18| 6,34 19,00| 0,0158| 0,84 | 4,11
T2M1 3,00 0,0148| 0,62| 3,43| 8,00 0,0297| 0,56| 5,28| 18,00| 0,0403| 092| 158 4,00 0,0023| 1,97 | 5,06
T2M2 16,00| 0,0584| 158| 3,75| 1800 0,0641| 0,72| 393| 2200( 0,0442| 051| 2,83| 11,00| 0,0349| 1,65| 7,77
T2M3 25,00 o0,0718| 0,57| 3,13| 27,00| 0,0646| O0,71| 2,73| 17,00| 0,0222| 155| 242| 16,00 0,1103| 1,69 8,00
T2M4 14,00 0,0477| 1,15| 5,08| 23,00| 0,0278| 036| 3,82| 5300| 0,0241| 0,74| 4,83| 18,00| 0,0290| 1,07| 4,63
T2M5 14,00 00089 055| 2,13| 34,00| 0,0735| 0,20| 4,18| 47,00 0,0506| 1,33| 459| 19,00 0,1051| 0,66| 4,79
T3M1 0,00 0,0000| 1,02| 6,56 | 0,00 0,0000| 0,81 260| 0,00 0,0000| 0,86 2,82| 0,00 0,0000 | 1,19| 5,06
T3M2 0,00 0,0000| 0,59 | 4,20| 0,00 0,0000| 1,56| 2,03| 0,00 0,0000| 0,52| 291| 0,00 0,0000| 1,32| 2,60
T3M3 3,00 0,0024| 1,06| 6,24| 0,00 0,0000| 0,67 3,11| 10,00| 0,0233| 091 5,17 09,00 0,0181| 0,94| 248
T3M4 0,00 0,0000| 066| 4,58| 0,00 0,0000| 0,69 4,98| 0,00 0,0000| 0,87 251| 0,00 0,0000 | 1,09( 3,60
T3M5 0,00 0,0000 | 0,53| 4,28| 6,00 0,0057| 1,02 1,65| 0,00 0,0000| 0,81 4,40| 0,00 0,0000 | 2,12| 4,03
T4aM1 3500| O,1718| 0,73| 5,84| 2700| 0,0273| 0,84| 636| 1200| 0,0127| 069| 3,03| 4,00 0,0039| 1,15( 7,13
TAM2 50,00 0,2252| 0,18| 3,65| 4,00 0,0031| 092| 461| 7,00 0,0049| 0,73| 3,76 | 9,00 0,0325| 0,90 3,65
TAM3 12,00| 0,0069| 0,97| 5,31| 9,00 0,0476| 1,22| 380| 11,00 0,0097| 0,66| 209 4,00 0,0036| 0,62 2,50
T4AM4 6,00 0,0041| 0,76 | 194| 29,00| 0,1559| 150 4,78 22,00| 0,0411| 1,24} 6,01| 19,00 0,0506| 0,71| 5,98
T4M5 16,00 00320 135| 356| 30,00| 0,1184| 1,08| 3,88| 1500| 0,0200| 1,554| 4,25| 10,00| 0,0138| 0,77| 2,36
T5M1 32,00 0,0369| 1,13| 4,85| 18,00| 0,0837| 0,32| 553| 3200| 0,0706| 0,73| 3,10| 12,00 0,0526| 0,68| 2,89
T5M2 24,00 0,0350| 0,62| 5,14| 10,00| 0,0536| 091| 6,73| 3300| 0,0985| 1,45| 4,90 | 27,00 0,0553| 0,73 3,18
T5M3 3,00 0,0039| 081| 6,10 28,00| 0,0613| 050 5,41 24,00| 00915 126| 39| 2700 0,3010| 0,27| 3,79
T5M4 16,00| 0,0241| 0,77| 2,34| 6,00 0,0234| 047| 361| 5000| 0,0275| 106| 486| 3800| 0,0294| 0,24 4,82
T5M5 22,00 0,0297| 080| 6,23| 14,00 0,0858| 1,34| 480| 1500| 0,0894| 0,68| 2,73 24,00| 0,0947| 0,77| 5,14
T6M1 16,00 0,0819| 0,58| 359| 17,00 0,0537| 0,77| 5,02| 2500| 0,0379| 0,34| 356| 29,00| 0,0860| 1,38| 4,08
T6M2 13,00 0,0221| 0,18 1,05| 17,00| 0,0811| 0,63| 2,24| 29,00 0,0312| 0,67| 458| 10,00| 0,0065| 1,20| 4,05
T6M3 15,00 0,0226| 054| 335| 37,00 0,0948| 160| 5,62| 20,00| 0,0480| 056| 453| 16,00| 0,0217| 0,62| 2,50
T6M4 25,00 0,0301| oO,78| 3,12| 20,00| 0,0368| 1,14| 4,38| 3200| 0,0744| 086 | 4,88 8,00 0,0121| 1,07| 1,556
T6M5 23,00 0,0303| 1,10 3,01| 3200| 00582 1,06| 5,57| 2000| 0,0194| 045| 2,13| 17,00| 0,0583| 1,23| 5,37
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Anexo 11. Parametros de nodulacion, biomasa de la raiz y follaje a los 21 DDS para la variedad mantequilla en peso
seco, con tratamientos, muestras y réplicas.

TRATAMIENTO | REPETICIONES

1 1 1 v

PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF| PSN PSR| PSF
TiM1 0,0027| 0,07| 0,20| 0,0018| 0,02| 0,20 O0,0000| 0,10| 0,61| 0,0004| 0,08| 0,56
TiM2 0,0019( 0,05| 0,20 0,0030| 0,12 0/51| 0,0059| 0,12| 061| 0,0009| 0,05| 0,43
TiM3 0,0020( 0,01| 050| 0,0040| 0,11 0,39| 0,0027| 0,18| 0,42| 0,0023| 0,08| 0,43
TiM4 0,0033| 0,11| 0,49| 0,0037| 005| 0,21| 0,0018| 0,09| 050| 0,0055| 0,07| 0,72
TiM5 0,0064| 0,12| 0,31| 0,0020| 004| 031| 0,0528| 0,06| 088| 0,0011| 0,08| 0,55
T2M1 0,0018 | 0,03| 0,44| o0,0077| 005| 0,76 0,0490| 0,07| 0,21| 0,0005| 0,10| 0,49
T2M2 0,0095( o0,10| 0,43| 0,0133| 0,10| 055| 0,0050| 0,06| 041| 0,0043| 014| 0,91
T2M3 0,0133| 0,07| 049| 0,0134| 0,10 0,44| 0,0025| 0,12| 0,31| 0,0130| 0,A3| 1,09
T2M4 0,0081| o0,10| 0,67| 0,0054| 005| 060| 0,0174| 008| 065| 0,0040| 1,18| 0,70
T2M5 0,0010( 0,06 | 0,28| 0,0100| 005| 0,67| 0,018| 0,15| 062| 0,0086| 1,07 | 0,55
T3M1 0,0000( 0,08 098| 0,0000| 007| 031| 00000 006| 030| 00000 0,09]| 0,59
T3M2 0,0000| 0,07| 059| 0,0000| 009| 043| 00000 005| 0,29| 0,0000f 0,09| 0,34
T3M3 0,0005( 009| 091| 0,0000| 005| 068| 0,0023| 009| 061| 00030 0,08| 0,32
T3M4 0,0000( 0,05| o0,71| 0,0010| 0,10 0,38 0,0000| 0,04| 0,28 0,0000f 0,09| 0,43
T3M5 0,0000| 0,07| 061| 0,0000| 007 031| 0,0000| 0,07| 048| 0,0000f 010]| 0,50
T4M1 0,0208| o0,10| 0,80| 0,0026| 0,09 092| 0,0017| 00| 0,42| 0,0180| 0,46 | 0,01
T4M2 0,0360 0,11| 045| 0,0010| 0,211 098| 0,0166| 0,12| 0,67| 0,0128| 047 | 0,11
T4M3 0,0003| 006| 066 00152| 008 | 0,71| 0,0009| 0,13| 0/558| 0,0058| 0,60| 0,66
T4M4 0,0009 | 0,07| 0,28| 0,0064| 008 | 053| 0,0471| 012| 0,64| 0,0064| 0,72| 0,07
T4M5 0,0059 | 0,14| 052| 0,0104| 064 064| 0,0104| 1,11| 0,38| 0,0038| 0,73| 0,10
T5M1 0,0057| 0,08 069| 0,0032| o007 087| 00301 005| 041| 0,0019| 013| 0,95
T5M2 0,0060| 0,08 0,76| 0,0061| 0,12 0,61| 0,0470| 005| 0,36| 0,0147| 0,08| 0,47
T5M3 0,0012| 0,06 | 0,77| 0,0024| 0,11| 043| 0,0016| 0,06 | 0,34| 00215 004 | 0,26
T5M4 0,0053| 0,08| 031| 0,0241| 0,11 0557| 0,0094| 0,10| 0,67| 0,0064| 012| 0,80
T5M5 0,0019( 009| 095| 0,0298| 0,19| 066| 0,0333| 0,12| 051| 0,0028| 0,08| 0,37
T6M1 0,0133| o0,00| 0,47| o0,0078| 0,10 O061| 0,008 | 0,12| 041| 0,0119| 0,09| 0,64
T6M2 0,0054| 0,08| 045| 0,0065| 003 0,24| 0,0056| 0,10| 0,60| 0,0008| 0,08| 0,17
T6M3 0,0057| 0,01| 032| 0,0012| 007| 056| 0,009%| 005| 061| 0,0027| 011| 0,48
T6M4 0,0041| o0,11| 0,32| 0,0046| 009 | 044| 0,009 | 0,07| 067| 00030 009 | 0,44
T6M5 0,0039 o0,10| 0,20 0,0078| 009| 065| 0,0045| 0,10| 0,34 0,0068| 0,09| 0,45
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Anexo 12. Prueba de Tukey HSD para la variedad rojo percal con respecto a
la influencia de la inoculacion de cepas de Rhizobium sobre parametros

morfologicos en diferentes etapas de crecimiento

Tratamiento Media Altura Tratamiento Media Altura Tratamiento Media # Hojas
7 DDS 21 DDS 21 DDS

T2 9,1 a T3 13,4 a T3 3,55a

T4 8,25 ab T4 13,05 a T4 3,3 ab

T3 81 ab T6 12,95 a T1 3,2 ab

T5 8,0 ab T2 11,65 ab T6 3,15 ab

T6 7,8 ab T1 11,45 ab T2 3,1 ab

T1 745 b T5 9,9 b T5 29 b

Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 13. Prueba de Tukey HSD para la variedad blanco belén con respecto
a la influencia de la inoculacion de cepas de Rhizobium sobre parametros
morfologicos en diferentes etapas de crecimiento.

Media # Hojas Media # Hojas
Tratamiento |Altura Tratamiento 7 DDS Tratamiento |Altura Tratamiento 21 DDS

7 DDS 21 DDS
T4 8,15 a T1 2,0 T4 148 a T1 455 a
T1 7,75 a T2 2,0 T2 146 a T2 45 ab
T6 7,7 a T5 2,0 T6 14,45 a T4 45 ab
T5 7,55 a T4 2,0 T3 14,25 a T3 43 ab
T3 7,475 a T3 2,0 T5 135 a T6 4,2 ab
T2 74 a T6 1,95 T1 13,25 a T5 355 b

Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 14. Prueba de Tukey HSD para la variedad mantequilla con respecto
a la influencia de la inoculacion de cepas de Rhizobium sobre parametros
morfologicos en diferentes etapas de crecimiento.

Media # Hojas Media # Hojas
Tratamiento [Altura Tratamiento 7 DDS Tratamiento [Altura Tratamiento 21 DDS

7 DDS 21 DDS
T5 9,5 a T1 2 T2 16,85 a T4 4,05 a
T1 8,125 a T2 2 T3 15,75 a T3 40 a
T4 8,1 a T3 2 T5 155 a T1 38 a
T3 785 a T4 2 T4 155 a T6 38 a
T6 7,75 a T5 2 T1 15,35 a T2 36 a
T2 755 a T6 2 T6 14,85 a T5 36 a

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 15. Prueba de Tukey HSD para la variedad fréjol rojo percal sobre el efecto de los aislados en los parametros de
nodulacién y biomasa, a los 21 DDS.

NN PFN PFR PFF PSN PSR PSE

Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias
T5 14,65 a T5 0,16674 a T3 1,83432 T3 6,83183 T5 0,019305 a T2 0,179975 T6 1,0065

T4 12,75 ab T4 0,114805 ab T2 1,8174 T6 5,84527 T2 0,012802 bc T6 0,17805 T3 0,952515
T2 11,55 ab T2 0,11161 ab T4 1,6709 T4 5,57515 T6 0,01241  bc T5 0,174765 T2 0,8738
T6 795 abc [T1 0,100325 ab T6 1,58969 T2 5,48818 T4 0,009375 bc |T4 0,17213 T4 0,845435
T1 4,85 c |T6 0,086317 ab T5 1,44018 T5 5,41003 T1 0,0091 bc |T3 0,1609 T1 0,834028
T3 2,4 c |T3 0,012385 ¢ T1 1,40441 T1 5,24397 T3 0,00156 c T1 0,14376 T5 0,81611
Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 16. Prueba de Tukey HSD para la variedad blanco belén percal sobre el efecto de los aislados en los parametros de
nodulaciény biomasa, a los 21 DDS.

NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF

Trat. | Medias | Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias
T2 27,55 a T2 0,206785 a T3 1,46109 a T2 6,78098 a T2 0,06771 T4 0,282985 a T2 1,22676 a
T4 16,9 ab T4 0,18448 a T6 1,3134 a T4 6,73186 a T4 0,031995 T3 0,184785 ab |T6 1,09732 ab
T6 142 b T6 0,150975 ab T4 1,300712 T6 7,08384 a T6 0,025455 T2 0,182035 ab |T5 1,03764 abc
T5 1415 b T5 0,112085 ab T1 1,19802 T5 6,48079 ab T5 0,022145 T6 0,169495 ab | T4 1,0189 abc
T1 705 bc [T1 0,044575 b T5 1,18259 T1 5,48177 ab T1 0,00659 T5 0,164245 ab |T1 0,833725 bc
T3 1,95 c |T3 0,041515 b T2 1,18146 T3 438508 ¢ |T3 0,00212 T1 0,06859 b |T3 0,712495 c

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 17. Prueba de Tukey HSD para la variedad mantequilla sobre el efecto de los aislados en los parametros de nodulacion
y biomasa, a los 21 DDS.

NN PFN PFR PFF PSN PSR PSF

Trat. | Medias Trat. | Medias Trat. | Medias |Trat. | Medias |Trat. | Medias Trat. | Medias |Trat. | Medias
T5 22,75 a T5 0,064895 a T3 0,962 T5 4,50588 T5 0,01272 a T4 0,302 a T5 0,58816
T6 21,05 a T4 0,049255 ab T2 0,9555 T4 4,22571 T4 0,01115 a T2 0,1905ab T2 0,564115
T2 20,35 ab T2 0,046215 ab T4 0,928 T2 4,19852 T2 0,010315 a T5 0,091 b T4 0,506085
T4 16,55 ab T6 0,045355 ab T1 0,9255 T3 3,79 T6 0,006135 ab T1 0,0805 b T3 0,503485
T1 119 b T1 0,023445 bc |T6 0,838 T6 3,71002 T1 0,00521 ab T6 0,079b T6 0,45301
T3 14 c T3 0,002475 ¢ |T5 0,777 T1 3,33747 T3 0,00034 b T3 0,0715b T1 0,445705

Method: 95,0 percent Tukey HSD.

Anexo 18. Prueba de Tukey HSD para la variedad mantequilla sobre el rendimiento en toneladas por hectarea.

ROJO PERCAL BLANCO BELEN MANTEQUILLA
T1 0,495¢c|T1 0,943484 bc | T1 1,3875 b
T2 0,774375 bc|T2 0,900625 bc | T2 1,744375 b
T3 1,08875ab | T3 1,14625 ab | T3 1,240625 ab
T4 0,534375¢c| T4 1,13063 ab | T4 1,6171875 ab
T5 0,4325¢c | T5 0,777377¢c|T5 1,3946875 b
T6 1,26313a| T6 143a|T6 1,9375 a

Method: 95,0 percent Tukey HSD.
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Anexo 19. Interpretacion del andlisis fisico-quimico de suelo para la variedad de fréjol rojo percal, Sector los Molinos “La Argelia”.
Loja, 2015.

Céd. Cam.  Textura pH M.O N P205 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
% ppm ppm ppm meqg/100 ml meqg/100 ml ppm  ppm ppm mmhos/cm

Rojo 1 Franco Acido Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto Alto Medio  No Salino
Rojo Co Franco Muy Acido  Bajo  Alto Alto Medio  Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Rojo CIAT Franco Muy Acido  Bajo  Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Rojo Fert Franco Limoso Muy Acido Bajo Medio Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Rojo T8 Franco Acido Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Rojo T9 Franco Acido Bajo Alto Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Rojo T12 Franco Muy Acido  Bajo  Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino

Anexo 20. Interpretacion del analisis fisico-quimico de suelo para la variedad de fréjol blanco belén, Sector los Molinos “La Argelia”.
Loja, 2015.

Céd. Cam. Textura pH MO N P205 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
% ppm ppm ppm meqg/100 ml meq/100 ml ppm  ppm ppm mmhos/cm

Var. Blanco Franco Acido Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Blanco Co Franco Acido Bajo Alto Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Blanco CIAT  Franco Acido Bajo Alto Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Blanco Fert. Franco Acido Bajo Medio Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Blanco T8 Franco Muy Acido  Bajo  Alto Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Blanco T9 Franco Limoso Muy Acido Bajo Medio Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
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Blanco T12 Franco Acido Bajo Alto Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino

Anexo 21. Interpretacidén del andlisis fisico-quimico de suelo para la variedad de fréjol mantequilla, Sector los Molinos “La
Argelia”. Loja, 2015.

Céd. Cam. Textura pH M.O N P205 K20 Ca Mg Fe Mn Cu CE
% ppm  ppm ppm meqg/100 ml meq/100 Ml ppm ppm ppm mmhos/cm
Mantequilla 1 Franco Limoso Ligeramente Bajo Alto Alto Bajo Bajo Medio Alto  Medio Alto No Salino
Acido
Mantequilla Co Franco Medianamente  Bajo Medio Medio Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Acido
Mantequilla CIAT  Franco Acido Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto  Medio Alto No Salino
Mantequilla Fer Franco Limoso Acido Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto  Medio Alto No Salino
Mantequilla T8 Franco Acido Bajo Medio Alto Bajo Bajo Bajo Alto Medio Medio No Salino
Mantequilla T9 Franco Acido Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Alto  Medio Alto No Salino
Mantequilla T12  Franco Acido Medio Medio Alto Bajo Bajo Bajo Alto  Medio Alto No Salino
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Anexo 22. Triptico de dia de campo.
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Rhizobium Tropici-Catamayo (T5), Rhizobium Lusitanum-Saraguro (T6).

Figura 8. Rendimiento agricola en fréjol rojo percal, blanco belén y
mantequilla Tratamientos: 1. Control (T1), CIAT (T2), Fertilizacién (T3),
Rhizobium Miluonense-Gonzanaméa (T4), Rhizobium Tropici-Catamayo
(T5), Rhizobium Lusitanum-Saraguro (T6).
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Gonzanaméa (T4), Rhizobium Tropici-Catamayo (T5), Rhizobium Lusitanum- Tesista:
Saraguro (T6). Juliana Lilibet Cacay Soto

Loja-Ecuador
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Continuacion de anexo 21

Metodologia para el segundo objetivo

INmODUCCIéN MHODOI_OG‘A Para determinar los componentes del rendimiento se

tomaran muestras de 10 plantas por parcela de cada

- n — tratamiento, en las cuales los pardmetros a evaluar fueron:
La caracteristica que posee el fréjol en el proceso de (FBN), representa Metodologia para el primer obijetivo , d . lant d . lant
una solucioén a la limitacidn en los incrementos de la productividad de esta gia p P! ) nlfmero de vainas por p'an a, pesg ]-eogalnas'”por planta,
leguminosa, asi como también el aporte de nitrégeno a los suelos Los tratamientos empleados fueron: Control (T1), CIAT (T2), numero de granos por vaina, peso de semillas.
dedicados a su cultivo ya que generalmente presentan deficiencias en lo Fertilizacién (T3), Rhizobium Miluonense-Gonzanama (T4), Rhizobium
que respecta a este nutriente (Rosas et al, 2013). Considerada por tanto Tropici-Catamayo (T5), Rhizobium Lusitanum-Saraguro (T6). Las
como una de las alternativas mas viables para recuperar este elemento combinaciones de genotipos-cepas como T-8, T-9 y T-12 son

)

en los ecosistemas. Los rizobios son responsables del 80% de esta fijacion resultantes de experimentos en condiciones controladas realizadas en
(Graham, 2004). Las cantidades de nitrégeno atmosférico fijado por los el Centro de Biotecnologia ademas se utilizé una cepa tipo CIAT (T2), S
rizobios son de gran importancia economica, posibilitando por ende, la también el tratamiento con aplicacién de fertilizaciéon mineral (T3) y el
disminucién del uso de fertilizantes sintéticos como la urea (Cayo y Rojas, control sin fertilizar y sin inocular (T1)

2006; Bernal, 2012).
% El Bionioculante se lo utilizo mediante el método de peletizacién de las

La simbiosis Rhizobium — leguminosa tiene importancia ecoldgica y semillas. (Torres-Gutierrez, 2008). Consiste en mezclar la semilla con el . o
agrondémica significativa y constituye una fuente importante de Bioinoculante utilizando un adherente; Azlcar al 30% para 1769 m2 del Metodologia para el tercer objetivo
nitrégeno; por lo tanto, desempefia un papel esencial en la estructura de experimento 8 kg de semilla 0,21 kg de inoculo y 0,060 kg de azucar.

x . .
los ecosistemas y la agricultura (Lindstrom et al., 2010). Es por eso que la Analisis quimico

presente investigacion permitird EVALUACION DEL EFECTO BENEFICO DE
LA INOCULACION DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS EN VARIEDADES DE
FREJOL COMUN EN LA HOYA DE LOJA, dilucidando y aportando estudios
sobre el efecto de inoculacidon de cepas eficientes de Rhizobium sobre
parametros fisiolégicos, fijaciéon de nitrégeno y rendimiento agricola en
tres variedades de fréjol comun en condiciones de campo, con el fin de g
propiciar nuevos métodos de produccién agronémica y ecolégicamente % Alos 7y 22 dias después de la siembra (
sustentables. morfolégicos en cada una de las variedades, para el efecto se tomaron
5 plantas al azar de cada una de las parcelas de los diferentes
tratamientos y se registré el nUmero de hojas y altura de planta (cm)

X Andlisis fisico
X Andlisis microbiolégico

RESULTADOS

a
ab
ab
abc
: '

. :

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figura 1. Numero de nédulos de la variedad de fréjol rojo. Tratamientos:

Control (T1), CIAT (T2), Fertilizacion (T3), Rhizobium Miluonense-Gonzanama
(T4), Rhizobium Tropici-Catamayo (T5), Rhizobium Lusitanum-Saraguro (T6).

OBJETIVOS

Objetivo general

=
=]

% Nodulacion, morfoldgicas y biomasa.

NUMERO DE NGULOS
TOTALES
n

4 Evaluar el efecto de la inoculacién de bacterias diazotréficas del
género Rhizobium en el crecimiento y desarrollo de tres
variedades de fréjol comun en la hoya de Loja

o

Objetivos especificos

X Identificar el efecto de la inoculacién de Rhizobium sobre
pardmetros de nodulacién, morfolégicos y biomasa en tres
variedades de fréjol comun bajo condiciones de campo.

X Determinar el efecto de los aislados de Rhizobium sobre
componentes de rendimiento agricola de las variedades de fréjol
comun (rojo percal, blanco belén y mantequilla).

% Evaluar la influencia de la aplicacién de los aislados sobre las
propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo en el drea
de experimentacion
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Anexo 23. Evidencias fotograficas.

Figura

NO

Imagen

Descripcion

Realizacion de inoculacion de
cepas de Rhizobium en
variedades de fréjol: rojo
percal, blanco belén vy
mantequilla, Sector los Molinos
- Quintas Experimentales La
Argelia. Loja, 2015.

Trazado de parcelas para la
realizacion de la siembra de
variedades de fréjol, Sector los
Molinos - Quintas
Experimentales La Argelia.
Loja, 2015.

Evaluacion de la altura de la
planta y numero de hojas a los
7 DDS, Sector los Molinos -
Quintas Experimentales La
Argelia. Loja, 2015.

Deshierba de fréjol, Sector los
Molinos - Quintas
Experimentales La Argelia.
Loja, 2015.
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Evaluacion de la altura de la
planta y nimero de hojas a los
21 DDS, Sector los Molinos -
Quintas Experimentales La
Argelia. Loja, 2015.

Recoleccion en fundas de
papel de fréjol de cada
tratamiento por cada replica a
los 21 DDS, sector Los Molinos
— Quintas Experimentales La
Argelia. Loja, 2015.

Traslado de muestras
recolectadas y lavado de las
plantas para realizar el conteo
de nédulos, peso fresco de la
raiz y follaje, Laboratorio de
Biotecnologia UNL. Loja, 2015.

Secado y cuantificacion de
nodulos, Laboratorio de
Biotecnologia UNL. Loja, 2015.

Pasaje en fresco de ndédulos,
raiz y follaje de fréjol,
Laboratorio de Biotecnologia
UNL. Loja, 2015.
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10

Pasaje en seco de follaje de
fréjol, Laboratorio  de
Biotecnologia UNL. Loja, 2015.

11

12

Deshierba de fréjol, Sector los
Molinos - Quintas
Experimentales La Argelia.
Loja, 2015.

13

Plantas de frejol por cada
variedad, tratamiento y réplica,
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.

14

Conteo de vainas por planta de
frejol por cada variedad,
tratamiento y réplica,
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.

Pesaje de vainas de fréjol
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.
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15

16

Pesaje de 100 granos de fréjol
rojo percal, Laboratorio de
Biotecnologia-UNL. Loja, 2015.

1gramo de suelo para realizar
diluciones cuantitativas,
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015

17

18

Extraccion de 1 ml dedilucion,
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.

Dilucibn en cajas petri,
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.
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19

20

Incubacion de cajas petri,
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.

21

Observacion de las cajas Petri
con presencia de bacterias,
hongos y actinomycetos para
realizar el conteo de colonias.
Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Loja, 2015.

22

Laboratorio de Biotecnologia-
UNL, Conteo de hongos. Loja,
2015.

23

Laboratorio de Biotecnologia-
UNL, Conteo de bacterias.
Loja, 2015.

Laboratorio de Biotecnologia-
UNL. Conteo de
actinomycetos. Loja, 2015
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