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“EVALUACION DE RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO
VEGETAL EN FREJOL (Phaseolus vulgaris L.) VAR. MANTEQUILLA”



RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal sobre pardmetros morfologicos, de nodulacién, biomasa y
rendimiento agricola en frejol variedad mantequilla bajo condiciones in vitro,
condiciones controladas y campo.

Para condiciones controladas se empled un disefio experimental totalmente
aleatorizado con 9 tratamientos y 10 réplicas, las cepas utilizadas fueron obtenidas
de las condiciones in vitro asi como las cepas que mayor cantidad de AlA produjeron
y las cepas que tuvieron la capacidad de solubilizar fosforo inorganico, mas un
tratamiento con fertilizaciébn quimica (urea) y un control sin inoculacién ni
fertilizacion, antes de la siembra se elaboro el inoculo. Para condiciones en campo
se empled un disefio experimental de bloques al azar con 5 tratamientos y 4
réplicas, se utilizé las mejores interacciones de las cepas obtenidas en condiciones
controladas, ademés de un tratamiento con fertilizacién quimica (urea) y un control
absoluto, antes de la siembra se elabor6 el inoculo, para posteriormente realizar la
peletizacién en las semillas.

Para la evaluacion de los pardmetros morfolégicos y de biomasa se tomo la planta
de cada maceta por tratamiento en condiciones controladas, a los 8, 15, 21 y 28
dias después de la siembra (DDS) se evaluaron la altura y nimero de hojas, a los
30 DDS se continuaron con los parametros de nodulaciéon: nimero de nédulos (NN),
peso fresco y peso seco de los nédulos (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). Para evaluar parametros morfologicos, de biomasa y
componentes de rendimiento en condiciones de campo se seleccionado 5 plantas
al azar de cada réplica, en los 15, 21 y 28 DDS se evaluaron la altura de plantas y
namero de hojas, a los 30 DDS se continuaron con los parametros de nodulacion:
namero de nodulos (NN), peso fresco y peso seco de los ndédulos (PFN,PSN), asi
como los pardmetros de biomasa: peso fresco y peso seco del follaje (PFF,PSF),
peso fresco y peso seco de la raiz (PFR,PSR). Finalmente a los 120 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 tomé 40 plantas por
parcela extrapolando a Tm ha.

De manera general las cepas Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici,
Ralstonia sp.+Rhizobium sp. y Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici
influenciaron significativamente los pardmetros de nodulacion y biomasa, asi mismo
las cepas Ralstonia sp+Rhizobium miluonense en componente de rendimiento
agicola. Estos resultados valorizan el potencial de las cepas de las rizobacterias
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 work aimed to evaluate plant growth promoting rhizobacteria on morphological
parameters, nodulation, biomass and crop yield in butter bean variety under in vitro
conditions, controlled and field conditions.

For controlled conditions employed an experimental design completely randomized
design with 9 treatments and 10 replicates, the strains used were obtained from the
in vitro conditions and strains as much AIA produced and strains had the ability to
solubilize inorganic phosphorus, more treatment with chemical fertilizer (urea) and a
control without inoculation and fertilization before planting the inoculum was
prepared. For field conditions an experimental design of randomized blocks was
used with 5 treatments and 4 replicates, the best interactions strains obtained under
controlled conditions was used in addition to treatment with chemical fertilizer (urea)
and absolute control before seeding inoculum was developed, later to make the
pelletizing seeds.

For the evaluation of morphological parameters and biomass plant in each pot was
taken for treatment under controlled conditions, at 8, 15, 21 and 28 days after sowing
(DAS) height and number of leaves were evaluated to 30 DDS continued with the
parameters of nodulation: number of nodules (NN), fresh weight and dry weight of
nodules (PFN, PSN) and parameters of biomass: fresh weight and dry weight of
foliage (PFF, FHP ), fresh and dry weight of the root (PFR, PSR). To evaluate
morphological parameters, biomass and yield components under field conditions 5
floors are randomly selected from each replicate, in the 15, 21 and 28 DDS plant
height and number of leaves were evaluated at 30 DDS they were continued with
the parameters of nodulation: number of nodules (NN), fresh weight and dry weight
of nodules (PFN, PSN) and parameters of biomass: fresh weight and dry weight of
foliage (PFF, PSF), fresh weight and root dry weight (PFR, PSR). Finally 120 DDS
yield components were evaluated: number of grains per plant (NGP), weight of pods
per plant (PVP), number of pods per plant (NVP) and weight of grains per plant
(PGP) and the agricultural yield 40 plants per plot extrapolating took Tm ha.

Generally strains Stenotrophomonas maltophilia + Rhizobium tropici, Ralstonia sp.
+ Rhizobium sp. and Stenotrophomonas maltophilia + Rhizobium tropici significantly
influenced the parameters of nodulation and biomass, also Ralstonia strains
Rhizobium sp + Agicola miluonense in component performance. These results
valued potential rhizobacteria strains for use as biofertilizer and raise rates of
nitrogen fixation in common bean cultivation.
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1. INTRODUCCION

En el Ecuador, leguminosas como el fréjol comun (Phaseolus vulgaris) constituyen
un alimento bésico para el consumo humano directo, no solamente por el aporte de
proteinas y minerales, sino a la vez por la superficie cultivada que garantiza la
seguridad y soberania alimentaria. El area cultivada de este grano en el pais supera
las 13.685 ha afio! (INEC, 2014). Phaseolus es una especie anual que pertenece a
la familia de las Fabaceaes antiguamente conocidas como leguminosas cuya
propiedad es fijar el nitrégeno atmosférico a través de la absorcion simbidtica planta-

bacteria.

A pesar de la importancia de este cultivo para el pais, los estudios relacionados con
la interaccion de rizobacterias-fréjol comin para incrementar los rendimientos

agricolas mediante esta asociacion son muy escasos (Bernal, 2004).

Por tal razon, es importante que por medio de la inoculacion de cepas eficientes de
rizobacterias, se logre el incremento de las tasas de fijacion de nitrégeno para P.
vulgaris (Alarcén y Ferrera, 2000). Las rizobacterias de manera general son el grupo
mas importante de organismos del suelo, en el cual, en condiciones favorables
alcanzan numeros extraordinariamente elevados (100 millones de bacterias gramo
de suelo?); estas desempefian un papel importante en la descomposicion de
residuos organicos y en la formaciéon de humus que tienen como objetivo mejorar la
calidad de los suelos, promover el crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos
y a la par disminuyendo las poblaciones de microorganismos inductores de
enfermedades (Morales, 2010).

En general, los efectos positivos de los microorganismos en el suelo estan
enmarcados en el mejoramiento de las caracteristicas fisicas y bioldgicas; en el
primer aspecto mejoran la estructura y la agregacion de las particulas del suelo,
reducen su compactacién, incrementan los espacios porosos y mejoran la
infiltracion del agua y en el aspecto biolégico, suprimen o controlan las poblaciones
de microorganismos patdogenos que se desarrollan en el suelo; incrementan la
biodiversidad microbiana, lo que genera las condiciones necesarias para que los

microorganismos benéficos nativos prosperen (Sanchez et al., 2011).

1



Debido a que, en el Ecuador las investigaciones relacionadas con esta tematica son
muy escasas, se considerd conveniente llevar a cabo la presente investigacion bajo
condiciones controladas y en campo, mediante la co-inoculacion de rizobacterias en
interaccion con fréjol comun y determinar el efecto que puedan ejercer estos
microorganismos en el desarrollo y crecimiento de este cultivo, con ello sirva de
informacion valiosa para la seleccion de cepas eficientes en el desarrollo de
biomasa radicular, foliar y fijacion de nitrdgeno y esto sea una alternativa viable
como inoculantes biolégicos para reducir costos de produccion y el impacto
ambiental asociado a la fertilizacion quimica, asi como incrementar la fertilidad del
suelo, valor agregado y rendimiento agricola; razén por la cual se formularon los

siguientes objetivos en esta investigacion:

Valorar la produccion de acido inddl acético (AlA) y solubilizacion de fosforo
de las rizobacterias.
+ Determinar en condiciones in vitro el efecto de las cepas rizobacterianas

sobre plantulas de fréjol comun.

+ lIdentificar el efecto de los aislados rizosféricos en pardmetros de nodulacion,

biomasa, fijacion de N en el cultivo de fréjol bajo condiciones controladas.

+ Determinar el efecto de los mejores aislados, sobre parametros morfolégicos,
biomasa, componentes de rendimiento y rendimiento agricola en fréjol

comun bajo condiciones de campo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades e importancia de las leguminosas

Las leguminosas (leguminosae, fabaceae) constituyen un gran grupo de
organismos vegetales, dentro de los que se destacan arboles, arbustos, hierbas y
enredaderas, la familia leguminosae es la tercera familia mas grande de las plantas
con flores con distribuciéon en todo el mundo (Contreras et al., 2007). Existen 7.000
géneros y 14.000 especies de leguminosas y lo mas probable es que se usen solo
100 leguminosas importantes para la agricultura, pero no se han analizado todas
para establecer su capacidad de fijar nitrdgeno (Romero, 2009).

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

gue en la economia del nitrégeno del suelo (Contreras et al., 2007).

Dentro de las leguminosas el fréjol comun por la superficie cultivada, es la tercera
leguminosa mas importante a nivel mundial, superado solamente por la soya
(Glycine max L. Merr) y el mani (Arachis hipogea L.) (Cevallos, 2008). Su
importancia radica por el alto contenido de carbohidratos, principalmente en forma
de almidén como fuente de energia, por su contenido de fibra dietética,
especialmente fibra soluble, y por el aporte de proteina, lipidos, asi como de
minerales y vitaminas (Silva, 2007). Ademas, esta leguminosa constituye un
complemento nutrimental al consumo de los cereales, especialmente del maiz
(Pérez et al., 2002).

2.2 El cultivo de fréjol

El fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se desarrolla en climas calidos y templados, bajo
condiciones ecoldgicas muy variables, de las cuales ha resultado la seleccion y

desarrollo de una gran cantidad de genotipos cultivados con caracteristicas muy



diferentes. Esta especie es sensible a la humedad ambiental, pues le afecta el frio
y los cambios bruscos de temperatura; no es muy exigente en cuanto al suelo, es
altamente susceptible a enfermedades, las mismas que limitan la productividad,

especialmente en los tropicos (Mazon, 2009).

La importancia de este producto también radica en que la comercializacion se
realiza a nivel de pequefios productores, lo que amplia el incentivo para el cultivo y

mejora su calidad de vida (Peralta, 2011).

El fréjol, por disponer aproximadamente un 22% de proteinas, es considerado
importante componente basico en la alimentacion, es relativamente econdmico si
se lo compara con las proteinas de origen animal, especialmente la carne. Ademas,
es una leguminosa que mejora los suelos debido a las bacterias nitrificantes que se

adhirieren a las raices (Bitocchiy Nanni, 2011).

Es cultivada por sus vainas verdes, granos tiernos y granos secos, en algunos
paises de Latinoamérica y Africa se consumen las hojas y flores jovenes y tiernas
como vegetales frescos. Ademas, las hojas verdes, los tallos y las vainas son
alimento para el ganado, al igual que los rastrojos de las plantas secas que son
usados también como abono para aumentar la materia organica del suelo (Rodifio,
2000).

En Ecuador, el cultivo de fréjol es un componente de los sistemas de produccion,
principalmente en la Regién Sierra, ya que son cultivados en asociacion,
intercalados, en monocultivo o en rotacion con otros cultivos del sistema. La
produccion de esta leguminosa genera trabajo, empleo, alimento e ingresos
econémicos a pequefnos, medianos y grandes agricultores, que tratan de satisfacer
la demanda interna y externa y de la agroindustria artesanal o convencional (Peralta,
2011).

2.3 Clasificacion taxondmica

Segun Valladares (2010), la clasificacion taxonomica del fréjol se detalla de la

siguiente manera:



Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Phaseoleae
Género: Phaseolus
Especie: P. vulgaris

Nombre cientifico: Phaseolus vulgaris L.

Nombres comunes: fréjol, frijol, poroto, habichuela, judia, ejote, lubia.

2.4 Requerimientos edafo-climaticos

(Robles, C. 2008), sostiene que el fréjol prospera en climas frios y calidos, tiene
variedades trepadoras y arbustivas. Se cultiva en suelos no muy salinos, con indice
medio de lluvias. El mismo autor menciona que esta planta se cultiva en lugares
donde el calor del sol llegue al tallo de la planta. Aunque admite una amplia gama
de suelos, los mas indicados son los suelos ligeros, de textura francos arcillosos y
los francos arenosos, con buen drenaje y ricos en materia organica. En suelos
fuertemente arcillosos, muy calizos y demasiado salinos vegeta deficientemente,
siendo muy sensible a los encharcamientos, de forma que un riego excesivo puede
ser suficiente para dafar el cultivo, quedando la planta de color pajizo y

achaparrado.

(Arias et al., 2007) afirma que el papel mas importante de la luz estd 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 més de luz por dia puede retardar la maduracién de dos a
seis dias. Los factores climaticos como la temperatura y la luminosidad no son

faciles de modificar, pero es posible manejarlos, se puede recurrir a practicas



culturales, como la siembra en las épocas apropiadas, para que el cultivo tenga

condiciones favorables.

2.5 Descripcion Botanica

En la primera etapa de desarrollo su sistema radical estéd formado por la radicula
del embridn, la cual se convierte posteriormente en la raiz principal o primaria. A los
pocos dias de emerger la radicula es posible ver las raices secundarias, que se
desarrollan especialmente en la parte superior o cuello de la raiz principal. Sobre
las raices secundarias se desarrollan las raices terciarias y otras subdivisiones
como los pelos absorbentes, los cuales, ademas se encuentran en todos los puntos
de crecimiento de la raiz. En general, el sistema radical es superficial, ya que el
mayor volumen de raices se encuentra en los primeros 20 cm de profundidad del
suelo (CIAT, 2012).

Valladares (2010) considera que el tallo puede ser identificado como el eje central
de la planta, el cual esta formado por la sucesion de nudos y entrenudos. El tallo
tiene generalmente un didmetro mayor que las ramas y puede ser erecto,
semipostrado o postrado, segun el habito de crecimiento de la variedad. De acuerdo
a su forma y su hébito de crecimiento, los cultivares se agrupan en dos tipos: los de
crecimiento determinado y los de crecimiento indeterminado. Los tipos de
crecimiento determinado se ramifican mas, la altura total de la planta es menor (30

- 90 cm) y al comenzar la floracion cesa el desarrollo de la misma.

Los de crecimiento indeterminado son los trepadores, que tienen la capacidad de
seguir desarrollandose después de la floracion. Debido a esta circunstancia, la
altura de sus tallos puede variar desde los 50 cm hasta los 3 m. El primer par de
hojas, que se origina a partir de los cotiledones, es opuesto y de forma acorazonada.
Las hojas definitivas las forman tres foliolos, el central es ovoide y simétrico y los
laterales, asimétricos. El tamafio varia con el cultivar y las condiciones de cultivo
(Andino 2011).



Las hojas del fréjol son de dos tipos: simples y compuestas, y estan insertadas en
los nudos del tallo, se forman en la semilla durante la embriogénesis y caen antes
de que la planta esté completamente desarrollada. Las hojas compuestas trifoliadas
son las hojas tipicas del fréjol, tienen tres foliolos, un peciolo y un raquis. En la
insercion de las hojas trifoliadas hay un par de estipulas de forma triangular que
siempre son visibles (Andino, 2011).

Las flores estan organizadas en racimos, situados en las axilas de las hojas, y su
color varia del blanco al morado. Aunque el fréjol produce menos flores que otras
leguminosas, como la soya, cuajan en mayor proporcion. Las flores, hermafroditas
y completas, comienzan a desarrollarse por la parte inferior de la planta. Puesto que
suelen autofecundarse, los cultivares se pueden multiplicar por semilla, sin perder

las caracteristicas genéticas de la planta madre a medio plazo (Araujo, 2008).

Puesto que el fruto es una vaina esta especie se clasifica como leguminosa; las
vainas pueden ser de diversos colores, uniformes o con rayas, dependiendo de la
variedad. Dos suturas aparecen en la union de las valvas: la sutura dorsal, llamada
placental, y la sutura ventral. Los 6vulos, que son las futuras semillas, alternan en

la sutura placental de la semilla del fréjol (CIAT, 2012).

2.6 Fréjol Variedad Mantequilla

El fréjol mantequilla tiene una altura de 0,6 a 1.0 m., volviendose duros en la
madurez; hojas trifoliadas, foliolos grandes, ovalados a eliptico muy acuminados en
el apice, hasta 20 X 10 cm. glabros, verdes oscuros, brillantes, nervaduras bien
marcadas; inflorescencia colgante, hasta 30 cm de largo, con 10-20 flores en
abultamientos; flores grandes de 2,5 cm de largo, de color violaceo, rosado o blanco
con base roja, céliz tubulosos con los dientes muy desiguales, estandarte hasta 2,8
cm de largo, quilla recurvada hacia arriba; fruto hasta 30 X 3,5 cm ensiforme,
aplastado, algo recurvado, rostrado, con 2 o 3 costillas longitudinales seca de la
sutura superior, indehiscente; semillas en un numero de 12-20, oblongas a
redondas, algo aplastadas, 15 mm, lisas, blancas con un hilo largo de color café

rodeado de una zona de color castafo. (Cueva 2007).



2.7 Rendimiento

Segun INEC (2014), la superficie sembrada de fréjol en cultivo solo fue de 13.685
ha. El promedio nacional de produccién por hectarea de fréjol es de 1,09 t ha™.

Segun ESPAC (2014), la produccién a nivel nacional de fréjol tierno fue de 17, 860
t lo que aumentd en un 61.88% respecto al afio 2013, a pesar del descenso de la
superficie cosechada en 23.14% con respecto al mismo periodo. Este
comportamiento se debié directamente al incremento notable de los niveles de

rendimiento.

Para el afio 2014 la produccion de fréjol seco a nivel nacional fue de 12, 607 t lo que
aumentd en un 17.01% respecto al afio 2013, mientras que la superficie cosechada
se redujo en 19.14% con respecto al mismo periodo. Este comportamiento se debio

al incremento del rendimiento en 44.71% respecto al afio 2013 (0.47t ha™t).

2.8 Importancia del nitrégeno

El nitrégeno es uno de los elementos minerales de mayor importancia en el
metabolismo de los seres vivos. Sin embargo, a pesar que este elemento existe en
cantidades apreciables en la atmdsfera terrestre, la mayor parte de los suelos de la
tierra responden a la fertilizaciéon nitrogenada; en especial en los tropicos donde la
temperatura y la precipitaciéon causan grandes pérdidas de este elemento (Bauer,
2001). Afortunadamente, existe un buen niumero de microorganismos, que en forma
libre 0 asociadas a plantas superiores son capaces de fijar el nitrdgeno elemental
de la atmosfera en forma de amoniaco (Bauer, 2001).

El nitrégeno (N) es considerado el nutriente mas importante para la producciéon
vegetal por las cantidades requeridas por los cultivos y por la frecuencia con que se
observan deficiencias en suelos agricolas, es asi que la agricultura de altos
rendimientos depende del uso de fertilizantes nitrogenados. Las condiciones
econdémicas del sector agropecuario tanto a nivel mundial como nacional y la
necesidad de preservar el ambiente, basicamente los recursos suelo, agua y
atmaosfera, requieren del uso mas eficiente de los nutrientes. Para maximizar la

eficiencia de uso de N debemos conocer la dinamica del nutriente en el sistema

8



suelo-planta-atmésfera y como el manejo de suelos y cultivos afecta esta dinamica
(Antén, 2004).

El suministro de nitrégeno (N) al suelo no es suficiente para compensar su creciente
demanda por las plantas y organismos vivos que habitan en este planeta,
haciéndose necesaria la aplicacion de algun fertilizante nitrogenado (Beever et al.,
2007). Sin embargo, esta estrategia puede producir una creciente contaminacion
ambiental donde se ven afectados todos los factores actuantes, ya sean bioticos

como abidticos (Urzua et al., 2001).

El N es un componente esencial en sustancias bésicas para la vida, tales como
acidos nucleicos y la conformacion de proteinas (Harrison, 2003), por lo que el
cultivo de plantas con capacidad para incorporar este elemento tanto a su
metabolismo como para el adecuado comportamiento del ciclo del N en la biosfera
es de vital importancia. Las plantas pertenecientes a la familia leguminosa
(Fabaceae) son unas de las maximas responsables del equilibrio del N en los
ecosistemas (Broughton et al., 2003). Estas son capaces de realizar el proceso de
fijacion bioldgica del N (FBN) mediante la estrecha relacion con bacterias del suelo

comunmente conocidas como rizobios (Weir, 2006).

2.9 Fijacion biolégica del nitrégeno

El nitrégeno es uno de los elementos quimicos esenciales para todos los seres vivos
ya que forma parte de los &cidos nucleicos y de las proteinas y, por lo tanto, es
fundamental en la estructura y el metabolismo celular (Bostrom, 2006). Las plantas
toman el nitrégeno directamente desde el suelo en forma de nitratos (NO3-) 0 amonio
(NHa+), algo que no pueden hacer los animales, que precisan tomarlo en forma de
compuestos organicos. Solo algunos procariotas pueden tomar el nitrégeno
directamente desde la atmdsfera, via fijacion de nitrégeno, convirtiendo el nitrégeno

molecular en nitrégeno asimilable por otros seres vivos (Bostrdm, 2006).

Teniendo en cuenta que este elemento es muy abundante en la atmosfera (78.084
%), la obtencion de nitrégeno directamente desde ésta es una de las vias mas

importantes para el mantenimiento del ciclo del nitrégeno, del que forman parte las



bacterias fijadoras de nitrégeno, junto con otros grupos de bacterias que llevan a
cabo procesos intermedios de transformacion de compuestos nitrogenados y de
desnitrificacion, que devuelve finalmente el nitrégeno a la atmdsfera (Beever et al.,
2007).

La fijacion biologica de nitrogeno (FBN) consiste en la reduccién de gas N2 a una
molécula bioldgicamente disponible para plantas y microorganismos en forma de
amonio, el cual es luego asimilado a moléculas orgénicas (Beever et al., 2007). El
nitrdgeno, por su parte, se considera uno de los principales elementos reguladores
de la produccion primaria en los estratos superficiales y subsuperficiales de la

mayoria de los sistemas marinos.

La fijacion biolégica es altamente demandante de energia. En los sistemas de
fijacion simbidtica, como los de Rhizobium-leguminosa, esta energia proviene del
sol, via fotosintesis realizada por la planta; mientras que los fijadores de vida libre
como Azospirillum, Azotobacter y otros deben extraer la energia de la materia
organica del medio, que no siempre abunda (Abela, 2010). Se estima que los
sistemas simbidticos fijan entre 75 y 300 kg de N ha por afio, mientras que los no
simbidticos no superarian los 15 kg de N por ha. A pesar de estas diferencias, la
fijacion libre, sola, representa a nivel global algo menos de la mitad de los 200-250
millones de toneladas de N2 fijado por afio, ya que la simbiotica (aunque sea mas
eficiente) esta limitada a unas pocas especies vegetales, entre ellas las leguminosas
(Abela, 2010).

2.10 Caracteristicas generales de las Rizobacterias

Las rizobacterias son un tipo de bacteria procariotas que colonizan las raices de
algunas plantas en una relacién simbidtica beneficiosa para ambas partes
(mutualismo). Las rizobacterias de mayor interés para la agricultura son las fijadoras
de nitrégeno, que se estima proveen el 65% de los requerimientos de este nutriente

por los cultivos mundiales. (INTA, 2011)

Las rizobacterias y otros microorganismos de suelo han sido estudiados como

posibles reemplazantes de quimicos. Estas rizobacterias, conocidas colectivamente
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como PGPR, son microorganismos de suelo e incluyen especies de Azotobacter,
Azospirillum, Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Pseudomonas, Gluconacetobacter, Burkholderia, Bacillus entre otras
(Glick, 2007).

Estas PGPR afectan el crecimiento de la planta de forma directa o indirecta. En
cuanto a la promocion directa, las PGPR pueden: fijar nitrégeno; producir
sideroforos, que solubilizan y secuestran el hierro del suelo y lo proveen a la planta;
sintetizar distintas fitohormonas, que acttan en varias etapas del crecimiento de los
vegetales; pueden tener mecanismos para la solubilizacibn de minerales, tales
como el fésforo; producir la enzima acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
deaminasa, que hidroliza el ACC (un precursor del etileno) y por lo tanto disminuye
los niveles de etileno en las plantas en desarrollo; y/o sintetizar compuestos volatiles
como acetoina y el 2,3-B, que estimulan el crecimiento de la planta. (Ping et al.,
2004).

Los estimulos indirectos, incluyen una variedad de mecanismos por los cuales la
bacteria inhibe el crecimiento de los microorganismos fitopatégenos entre ellos, la
produccion y secrecion de siderdforos, que secuestra el hierro disponible en la
rizésfera y como resultado previene que cualquier patégeno vecino prolifere debido
a la falta de hierro; la produccion de un amplio rango de compuestos antimicrobianos
(Ongena et al., 2005); de cianuro de hidrogeno, que inhibe algunos hongos; la
hidrélisis de &cido fuséarico, que es el agente causante de dafios en plantas
infectadas con Fusarium e hidrdlisis de la pared celular de hongos patégenos (Glick,
1995; Lugtenberg et al., 2004); la competicién por nutrientes y nichos convenientes
en la superficie de la raiz (Bais et al., 2004; Timmusk et al., 2005); la activacion de
sistemas de defensa del hospedador mediante resistencia sistémica inducida
(Ongena et al., 2005).

Aunque se ha demostrado la contribucion de las rizobacterias en varios cultivos
importantes, los mecanismos incluidos en la estimulacion son todavia dificiles de

encontrar en la mayoria de los casos (Sun et al., 2008). Recientemente se ha
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reportado que las bacterias enddfitas pueden promover el desarrollo de la planta y
eliminar las enfermedades de estas, probablemente de manera similar a como lo
hacen las rizobacterias que promueven el desarrollo de la planta (PGPR)
(Lugtenberg et al., 2009). Martinez-Viveros et al. (2010) reportan que las PGPR
realizan la promocién del desarrollo de las plantas mediante la produccion de
auxinas, citoquininas y giberelinas. Estos reguladores de crecimiento (PGRsS) son
sustancias organicas que influyen en los procesos fisiolégicos de las plantas en
concentraciones extremadamente bajas. Debido a que la concentracion de sefiales
hormonales es critica para la regulacion de varios procesos fisioldgicos en las
plantas, los cambios locales de los niveles de fitohormonas pueden conducir a
cambios caracteristicos en el crecimiento y desarrollo vegetal (Torres-Gutiérrez,
2008).

2.10.1 Género Sphingomonas.

Sphingomonas es un grupo de bacterias Gram negativas con forma de bacilo,
quimioheterotrofas y estrictamente aerobias, por lo general pigmentadas de color
amarillo, lo cual sugiere que las bacterias de este género se adaptan bien en la
degradacion de hidrocarbonos aromaticos policiclicos de alto peso molecular y otros

contaminantes aromaticos. (Xia et al., 2005)

Varios trabajos reportan la presencia de Sphingomonas spp. sobre superficies de
plantas, se ha encontrado que este género bacteriano tiene efectos benéficos para
las plantas (Enya et al., 2007, Furnkranz et al., 2008, Idris et al.,2004), del mismo
modo, los estudios han encontrado que Sphingomonas spp. es uno de los factores
qgue funcionan como estimulantes en el crecimiento de las plantas (Adhikari et
al.,2001, Enya et al., 2007, Tsavkelova et al., 2006). Nascimbém en 2010 encontr6
que Sphingomonas en el sistema radicular de maiz, participa como degradadora de

fosfatos.

2.10.2 Género Rhizobium

Los Rhizobium son microorganismos capaces de inducir la formacion de nodulos

fijadores de nitrogeno atmosférico en las raices de las plantas de la familia
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Leguminosae. Algunos rizobios también son capaces de inducir nddulos en el tallo

de leguminosas. (Olivares 2003).

Las bacterias del género Rhizobium, son bacilos que miden 0,5-1,0x 1,3 —-3,0 um.
Se mueven por medio de 1 - 6 flagelos que pueden ser peritricos o subpolares. Las
colonias generalmente son blancas o color beige, circulares, concavas,
semitranslicidas u opacas y mucilaginosas; miden 2 - 4 mm de didmetroalos 3 -5
dias de incubacion en medio de cultivo Levadura Manitol Agar (LMA). El crecimiento
en medio de carbohidratos generalmente esta acompafiado de reaccidon acida y
abundante cantidad de polisacarido extracelular. Son quimio-organotréficas,
utilizando una gran variedad de carbohidratos y acidos organicos como fuente de
carbono y energia. Algunas cepas requieren biotina, acido nicotinico, pantotenato o
tiamina como factores de crecimiento. Las cepas de este género son bacterias de

rapido crecimiento productoras de acido en LMA (Young et al., 2001).

2.10.3 Género Azotobacter

Azotobacter es un género de bacterias de vida libre y que fijan nitrégeno

atmosférico, que pertenece a la clase Gammaproteobacteria. (Setubal, 2009).

Estas son bacterias de vida libre que crecen adecuadamente en medios sin
nitrégeno. Utilizan el nitrégeno atmosférico para la sintesis de sus proteinas
celulares. La proteina celular se mineraliza después de la muerte de la célula, por
tanto, contribuye a la disponibilidad de nitrogeno para las plantas silvestres y los
cultivos agricolas (Agronet, 2004). Se han realizado una gran cantidad de ensayos
a campo donde se demuestra el efecto positivo de Azotobacter sobre el rendimiento
de diferentes cultivos. Se han publicado los efectos sobre cultivos extensivos como
maiz (Hussain et al., 1987, Martinez et al., 1988, Pandey et al., 1998,); trigo (Zambre
et al., 1984, Behl 2006, Kizilkaya 2008,) y arroz (Kannaiyan et al., 1980, Kennedy et
al., 2004).

2.10.4 Género Stenotrophomonas

Stenotrophomonas sp, es un bacilo gramnegativo, recto o ligeramente curvado, no

formador de esporas, que presenta un tamafo aproximado de 0,4 - 0,7 ym de ancho
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por 0,7- 1,8 ym de largo. Considerada como bacteria movil, debe su movilidad a la
presencia de varios flagelos polares. Aparecen como bacilos individuales o en
parejas, no acumulando granulos de poli-B-hidroxi-butirato en su interior (L6pez
2009).

En cuanto a su habitat, Stenotrophomonas sp es un organismo de localizacion
capaz de colonizar diferentes nichos ecologicos; ha sido aislado en agua, en suelo,
en la rizosfera de diferentes vegetales (algodon, citricos, maiz, trigo), en animales y

en alimentos (cerdos, huevos, leche y pescados congelados) (Lopez 2009).

2.10.5 Género Ralstonia

Ralstonia sp, es un patdgeno de gran importancia en las zonas tropicales y
subtropicales, ya que afecta una gran diversidad de cultivos incluidos solanaceas
como el tomate (Lycopersicon esculentum L. Mill), berenjena (Solanum melongena
L.), papa (Solanum tuberosum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) asi como también
bananos (Musa spp.), mani (Arachis hipogea L.), plantas ornamentales como
heliconias (Heliconia sp.), entre otros (Agrios 1998). En estos cultivos, causa la

enfermedad conocida como marchitez bacteriana.

Segun Colombo 2010, cuando la bacteria afecta los cultivos de un pais, region o
zona, las posibilidades de diseminacién son multiples, como suelo infectado, aguas,
labores culturales, etc., ya que es un patdégeno del suelo y tiene la capacidad de
persistir en él, aun sin el hospedante especifico. Dicha capacidad va a depender de

la raza presente, lo que dificulta la aplicacion de medidas de control eficientes.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 UBICACION DEL PROYECTO
3.1.1 Ubicacién Politica

La presente investigacion se realiz en tres sectores: la primera fase de laboratorio
en el centro de biotecnologia, la segunda fase de condiciones controladas en el
invernadero del Centro de Biotecnologia sector y la tercera fase de campo en el

sector “Los Molinos” de la Estacion Experimental “La Argelia”.

3.1.2 Ubicacion Geogréafica
Segun CINFA (2013) Las Quintas Experimentales “La Argelia” presenta la siguiente

ubicacion geografica:

e Latitud (S): 04°01'54”
e Longitud (W): 79°11°58"”
e Altitud (msnm): 2 138

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

ubicacion geografica:

e Latitud (S): 03°23'35”
e Longitud (W): 79°11°55”
e Altitud (msnm): 2 138

3.1.3 Ubicacion ecolégica

Segun Holdridge la zona utilizada para la presente investigacion, posee una
precipitacion de 800 milimetros de promedio anual, 16° C de temperatura media

anual y una zona de vida bosque seco montano bajo (bs-MB).

3.2 MATERIALES

. Equipos: Destilador de agua, Agitador calentador, Autoclave, Flujo laminar,
Incubadora, Estufa, Incubadora giratoria, Calentador de agua, Balanza
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analitica, Microscopio biolégico Optico, Refrigeradora -20°C, Contador de
colonias, Centrifuga, Vortex, Espectrofotometro.

. Reactivos: Agar Pikosvkaya , Mannitol, Extracto de levadura, Cloruro de
calcio, Sacarosa, , Sulfato de hierro, Cloruro de sodio, Alcohol, Hipoclorito de

sodio, Agar Ashby, Sulfato de Magnesio, AIA Sintético. Caldo nutriente.

. Materiales Semilla (fréjol mantequilla), Insumos agricolas, Macetas de
experimentacion, (Micropipetas 1000 ul), Puntas de micropipetas (1000 ul),
Papel luminico, Guantes de laboratorio, Cristaleria EllenMeyer, Matraces,

Beakers.

3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Metodologia para el primer objetivo:

“Evaluar la produccion de AIA y solubilizacién de fosforo de las rizobacterias”

Se utilizaron cepas de rizobacterias (Tabla 1), las cuales fueron inoculadas en el
medio de cultivo caldo nutriente, suplementado con 1 gr L de triptéfano y se

incubaron durante 24 y 48 horas a una temperatura de 30°C.

Se tomd 1 ml del cultivo crecido y se los transfirio a microtubos de 1,5 ml para ser
centrifugados a 10.000 rpm durante 5 min, seguidamente se tomo6 0,5 ml del
sobrenadante y se le afiadioé 0,5 ml de reactivo Salkowski, dejandolo a la oscuridad
durante 30 min a temperatura ambiente. Luego del tiempo transcurrido se tomé 1
ml de la solubilizacion mezclada para transferir a microcubetas del

espectrofotometro para medir la absorbancia a 530 nm.

Para la identificacion de la capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos las
rizobacterias fueron inoculadas por punteado en medio de cultivo Pikovskaya
modificado (Zaidi et al., 2009). Como resultado se tomo las cepas donde se observa

un halo transltcido alrededor de la colonia.
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Tabla 1. Rizobacterias utilizadas en la produccion de AlA y solubilizacion de fosforo.

CODIGO Microorganismo Lugar de aislamiento
T9 Rhizobium etli Loja
T12 Rhizobium tropici Catamayo
Pin 2 Azotobacter vinelandii Pindal
Col 6 Sphingomonas melonis Colaisaca
T8 Rhizobium miluonense Gonzanamé
Tablon 5 SN Saraguro
Cascajal 4 Stenotrophomonas maltophilia Zapotillo
SAB SN Zapotillo
Ceiba 11 Sphingomonas sp. Zapotillo
TN 11 Ralstonia sp. Macara

Abreviatura. SN: Cepas sin identificar genéticamente

3.3.2 Metodologia para el segundo objetivo

“Evaluacioén in vitro de las cepas bacterianas en fréjol comun”

Para la evaluacion in vitro de las cepas bacterianas se utilizé semillas de fréjol de la
variedad mantequilla, las semillas se desinfectaron con alcohol al 70 % durante 2
min y en hipoclorito de sodio al 3 % durante 5 min, finalmente se realizé cuatro
lavados con agua destilada estéril para desechar cualquier residuo de los
desinfectantes. Para la pre-germinacion de las semillas se preparo la solucién agar
agua (8 g de agar para 400 ml de agua) para 30 cajas de Petri. Para cada una de
las cajas se utilizd 20 ml de esta solucion, en cada una de las cajas se utilizd 12

semillas y se las coloco en la incubadora a una temperatura de 28 °C.

Posterior a la germinacion se inoculé 100 uL de cada cultivo bacteriano sobre cada
una de las semillas. Se realiz6 tres replicas para cada cepa objeto de estudio. Las
cajas inoculadas se sellaron y se incubaron a 30 °C y a las 72, 96 y 192 horas
después de la inoculacion se realizaron las evaluaciones de namero y longitud de

las raices.
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3.3.3 Metodologia para el tercer objetivo.

“Evaluar el efecto de los aislados rizosféricos en parametros de nodulacion,
fisiologicos y fijacion de N, en el cultivo de fréjol bajo condiciones
controladas”

Montaje del experimento

Para el montaje del ensayo en condiciones controladas se utilizaron las mejores
cepas obtenidas de los estudios en condiciones in vitro, asi como las cepas que
mayor cantidad de AIA produjeron, y las cepas que tuvieron la capacidad de
solubilizar fésforo inorganico, mas un tratamiento con fertilizaciébn quimica (urea) y
un control sin inoculacién ni fertilizacion. El experimento se desarroll utilizando un
disefio experimental totalmente aleatorizado con 9 tratamientos y 10 réplicas en
macetas con 2 kg de sustrato en una relacion 2:1:1 (tierra, arena y turba)
respectivamente.

Los tratamientos utilizados fueron:

T1= Cascajal 4 (Stenotrophomonas maltophilia)

T2= Ceiba 11 (Sphingomonas sp.)

T3=TN 11 (Ralstonia sp,)

T4= Cascajal 4 + T12 (Stenotrophomonas maltophilia + Rhizobium tropici)
T5= Ceiba 11 + Col 6 (Sphingomonas sp. + Stenotrophomonas melonis.)
T6=TN11 + Pin .2 (Ralstonia sp. + Azotobacter vinelandii.)

T7= T8 (Rhizobium miluonense)

T8= Control

T9= Fertilizacion
Preparacion del inoculo

Para la preparacion del pre-indculo se dispuso en tubos de 10 ml de medio caldo
nutriente por cada cepa objeto de estudio y se ajusté el pH a 7 afiadiendo HCI. Los
tubos se incubaron a 30 °C durante 72 horas en incubadora giratoria a 250 rpm para
contar con titulos minimos de 108 UFC ml*. Al cabo del tiempo establecido se

inoculé el cultivo de cada cepa en 200 ml de medio caldo nutriente para obtenerse
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el in6culo final, el cual se incubé a 30 °C durante 48 horas en incubadora giratoria
a 250 rpm., Luego del tiempo necesario para el crecimiento de las bacterias se
realizé el conteo de las células viables en cada una de las cepas. Todas las cepas
contaron con titulos superiores a108 UFC mlt. Para la realizacion de la inoculacién
y co-inoculacién en las semillas directamente, se realizé aplicando 1 ml del cultivo

de cada uno de los aislados en las 10 réplicas en el momento de la siembra.
Evaluaciones del cultivo

A los 8 dias después de la siembra (DDS), se realiz6 la primera evaluacion de los
pardmetros morfolégicos altura en centimetros y nimero de hojas de las plantulas;
estos parametros de evaluacion se realizaron luego a los 15, 21 y 28 dias. A los 30
dias (DDS) se inici6 con la evaluacion de los parametros de nodulacién: nimero de
nédulos (NN), peso fresco y seco de los noédulos (PFN, PSN), peso fresco y seco
de la raiz (PFR, PSR), peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF), para ello se tomé
la planta de cada maceta por tratamiento.

3.3.4 Metodologia para el cuarto objetivo.

“Determinar el efecto de los mejores aislados, sobre parametros
morfolégicos, biomasa, componentes de rendimiento y rendimiento agricola

en fréjol comun bajo condiciones de campo.”

e Montajey disefio del experimento en campo

Para el experimento en campo se utilizé las mejores interacciones de las cepas
obtenidas en condiciones controladas, ademas de un tratamiento con fertilizacion
qguimica (urea) y un control absoluto, mediante un disefio experimental de bloques
al azar con 5 tratamientos y 4 réplicas. Cada parcela del ensayo en campo tuvo una

dimension de 20 m?2
Los tratamientos utilizados fueron:

T1= T8 (Rhizobium miluonense)
T2= Control
T3=TN11 + T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense)
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T4= Fertilizacion
T5= TN11 (Ralstonia sp.)

e Realizacion del inoculo final, peletizacion en las semillas y siembra en

condiciones de campo

La preparacion del pre-inoculo e inoculo final se siguid los mismos pasos del acapite
(3.3.3). Obtenido el inoculante final, este se deposité en fundas aluminadas con 250
g de turba como soporte y asi se formé el bioindculo final para la peletizacion en las
semillas de fréjol. La peletizacion se realizd6 mediante una mezcla del inoculante y

azucar como adherente en las semillas.
e Labores agrotécnicas del cultivo y evaluacion del experimento.

Se realizaron labores agrotécnicas como desyerbas, manejo de plagas y
enfermedades. A los 15 dias (DDS) se realizé la primera evaluacion de los
parametros morfolégicos altura (cm) y nimero de hojas de las plantulas de fréjol
Estos parametros de evaluacion se realizaron luego a los 21 y 28 dias.

A los 30 dias (DDS) se inicio con la evaluacion de los parametros de nodulacion:
namero de nédulos (NN), peso fresco y seco de los ndédulos (PFN, PSN), peso
fresco y seco de laraiz (PFR, PSR), peso fresco y seco del follaje (PFF, PSF), para
ello se tomo 5 plantas por parcela y tratamiento. A los 120 dias (DDS) se evaluo los
componentes del rendimiento para ello se tomo 5 plantas por parcela, en las que se
evaluaron: nimero de vainas por planta, peso de vainas por plantas, numero de
granos por planta, peso de granos por planta. Para el rendimiento agricola se
seleccionaron 40 plantas por parcela y se pesaron los granos (Torres-Gutiérrez,
2008).
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4. RESULTADOS

Produccién de AIA y solubilizacion de fésforo de las rizobacterias

En la tabla 2, se presenta los resultados de cada una de las rizobacterias en relacion
a la produccion de acido indol acético (AlA). Es evidente que todas las cepas
tuvieron la capacidad de producir AIA en menor o mayor cantidad. De todas las
cepas evaluadas se destacan como las mejoras Cascajal 4 (Stenotrophomonas
maltophilia) y Ceiba (Ralstonia sp.) en relacién a los demas aislados bacterianos
con valores de 1,636 y 1598 ug ml! respectivamente.

Tabla 2. Produccion de AIA de las rizobacterias

Tratamiento Descripcion AIA ug ml+t
T9 Rhizobium etli 0,244°
T12 Rhizobium tropici 0,457"¢

Pin 2 Azotobacter vinelandii 0,603¢c
Col 6 Sphingomonas melonis 0,541
T8 Rhizobium miluonense 0,6995
Tablon 5 SN 0,547%¢
Cascajal 4 Ste”ﬂﬂgft’ggﬁiﬁ?:”as 1,636
SAB SN 0,5765%
Ceiba Sphingomonas sp 1,5985?
TN 11 Ralstonia sp 0,7615°

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segin TUKEY p<0,05.

La presencia de un halo traslucido alrededor de la colonia es un indicativo de que la
bacteria tiene la caracteristica de solubilizar fosfatos inorganicos en medio solido
con presencia de fosforo (Tejera-Hernandez, 2013; Hernandez-Leal, 2011 y
Fernandez, 2005). En nuestra investigacion las cepas que tuvieron la capacidad de
solubilizar fosforo inorganico en medio Pikovskaya fueron Col 6 (Sphingomonas
melonis) y T9 (Rhizobium etli) con valores medios de 5,67 y 3,50 mm de halo
respectivamente, el resto de aislados tal como se detalla en la tabla 3 no tuvieron la

capacidad de formar halo y por tanto de solubilizar fosforo inorganico.
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Tabla 3. Aislados bacterianos con capacidad de solubilizar fosforo inorganico en
medio Pikovskaya.

Descripcion

Tratamiento Solubilizacion de P Halo (mm)
T9 Rhizobium etli + 3,50
T12 Rhizobium tropici - 0,00

Pin 2 Azotobacter ] 0,00
vinelandii
Col 6 Sphlngom_onas + 567
melonis
T8 R_hlzoblum - 0.00
miluonense
Tablén 5 SN - 0,00
Cascajal 4 Stenotropho_rr_lonas - 0.00
maltophilia
SAB SN - 0,00
Ceiba Sphingomonas sp - 0,00
TN 11 Ralstonia sp - 0.00

Leyenda: + (Positivo) — (Negativo)
Evaluacion in vitro de las cepas bacterianas en fréjol comun
Numero de Raices

En la tabla 4 se presentan los resultados en cuanto al nUmero de raices de las
semillas de frejol inoculas con las cepas bacterianas a las 192 horas de evaluacion.
Todas las rizobacterias influyen directamente en la promocién de raices, sin
embargo la cepa aislada de Colaisaca (Sphingomonas melonis) presenta los
mejores resultados con 62 raices en promedio y la misma difiriendo

significativamente frente a las demas cepas evaluadas.
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Tabla 4. Numero de raices en semillas de frejol mantequilla inoculadas con

rizobacterias

Tratamiento Descripcion Namero de raices

T9 Rhizobium etli 43,92%

T12 Rhizobium tropici 45,33%

Col 6 Sphingomonas melonis 62,832

T8 Rhizobium miluonense 50,0820
Tablén 5 SN 33,17%
Cascajal 4 Ste”ragﬁsggm;”as 40,33%
Ceiba Sphingomonas sp. 41,002
TN11 Ralstonia sp 37,172

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segin TUKEY p<0,05.
Longitud de raices.

En la tabla 5 se presentan los resultados en cuanto a la longitud de las raices de las
semillas de frejol. El efecto de las rizobacterias para esta variable evaluada es
homogénea, ya que ninguna de las cepas ejercen un efecto marcado en el
crecimiento de las raices para P. vulgaris, no obstante con la inoculacion de la cepa
Col 6 (Sphingomonas melonis) se obtiene mayor longitud de la raiz (12,37 cm) en

comparacion con las demas cepas evaluadas.
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Tabla 5. Longitud de las raices de frejol mantequilla inoculadas con rizobacterias

Tratamiento Descripcion Longitud de raices (cm)

T9 Rhizobium etli 8,532

T12 Rhizobium tropici 8,292

Col 6 Sphingomonas melonis 12,372

T8 Rhizobium miluonense 8,30%
Tablon 5 SN 8,062°
Cascajal 4 Stenn?lzﬁgggirl?:nas 8,35%
Ceiba Sphingomonas sp. 11,182
TN11 Ralstonia sp 9,452

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segin TUKEY p<0,05.

Efecto de los aislados rizosféricos en pardmetros de nodulacion, fisiolégicos
y fijacion de N, en el cultivo de fréjol bajo condiciones controladas.

En el cuadro 1, se presenta la comparacién de medias para la altura y el nUmero de
hojas realizada a los 8, 15, 21 y 28 DDS. En todos los tiempos de evaluacién se
evidencia el efecto positivo de las rizobacterias en la altura y promocién del nimero
de hojas, destacandose los tratamientos T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas
sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.) y T7 (Rhizobium miluonense).
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Cuadro 1. Evaluacion de parametros morfologicos en frejol

mantequilla en

invernadero.
8 Dias 15 Dias 21 Dias 28 Dias

TRATAMIENTO | Altura | N°de | Altura | N°de | Altura | N°de | Altura | N° de
(cm) hojas | (cm) hojas | (cm) hojas | (cm) hojas

T1 5,692 22 22,62% | 23 | 25533 | 5 | 26342 | g2

T2 6,982 22 21,81% | 22 | 26,602 | 5% |26942| 82

T3 5,652 22 21,23° 23 124,802 | 5% |25642| 82

T4 6,412 24 21,602 2a 25,702 5ab 28,272 8a

T5 7,232 22 23,23% | 22 26,392 | 5% 29372 | 8

T6 7,012 24 22,713 2a 26,942 5ab 29,412 8a

T7 6,882 1,82 | 24,012 | 1,92 | 32,342 | 4,9* | 36,502 | 7,82

T8 5,192 24 22,492 2a 26,272 5ab 29,352 8a

T9 5,982 24 23,76 2a 30,432 | 5,62 | 36,522 | 8,12

Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4

(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.),

T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion).
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NUmero de nédulos

En la figura 1 se presenta los resultados del nimero de nédulos totales .Todas las
rizobacterias ejercieron un efecto positivo en la promocién de nédulos en las raices
de frejol mantequilla, como era de esperar los tratamientos T4 y T6 presentan los
mejores resultados debido a la sinergia simbidtica de Rhizobium con esta
leguminosa, a pesar de esto, no se evidencia diferencias estadisticas significativas

con los demas tratamientos evaluados.
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Figura 1. Namero de nédulos a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2
(Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.)T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion)
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Peso fresco de nodulos.

En la figura 2 se muestra los resultados para la variable peso fresco de los nédulos
(g) .De todos los tratamientos evaluados el tratamiento T4 (Stenotrophomonas
maltophilia+Rhizobium tropici) presenté los mejores resultados con valores de

0,0634 mientras que T9 (Fertilizacion) los valores mas bajos.
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Figura 2. Peso fresco de nddulos a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia),
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici),
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion). Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.

Peso seco de n6édulos

En la figura 3 se muestran los resultados para la variable peso seco de nédulos (g),
los mejores resultados se obtiene con la coinoculacion de las cepas T4
(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici) y sorpresivamente T8 (Control)

con valores de 0,00769 y 0,00714 g respectivamente.
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Figura 3. Peso seco de nédulos a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia),
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici),
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion). Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.

Peso fresco y seco de la Raiz

En la figura 4 y 5 se presentan los resultados del peso fresco y seco de la raiz, en
relacion al peso fresco de la raiz no existe diferencias significativas en los
tratamientos evaluados, mientras que para el peso seco de la raiz, el tratamiento T5
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.) presentd los mejores resultados con

valores de 0,29 g.
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Figura 4. Peso fresco de la raiz a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia),
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici),
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacién). Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.
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Figura 5. Peso seco de la raiz a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2
(Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion). Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.

Peso fresco y seco del follaje

En la figura 6 y 7 se muestran los resultados del peso fresco y seco del follaje, con
respecto al peso fresco del follaje no se evidencia diferencias significativas entre los
tratamientos, mientras que para el peso seco del follaje los tratamientos T5
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T7 (Rhizobium miluonense) y T9
(Fertilizacién) ejercieron un efecto positivo en la promocién de biomasa con respecto

a los demas tratamientos.
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Figura 6. Peso fresco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia),
T2 (Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici),
T5 (Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion). Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.
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Figura 7. Peso seco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T1 (Stenotrophomonas maltophilia), T2
(Sphingomonas sp.), T3 (Ralstonia sp.), T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7 (Rhizobium
miluonense), T8 (Control), T9 (Fertilizacion). Letras desiguales en las columnas difieren para
p<0,05 Tukey.
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Efecto de los mejores aislados, sobre pardmetros morfolégicos, biomasa,
componentes de rendimiento y rendimiento agricola en fréjol comun bajo

condiciones de campo

En el cuadro 2, se presenta la comparacion de medias para la altura y el nimero de
hojas realizada a los 15, 21 y 28 DDS. En todos los tiempos de evaluacion para el
namero de hojas no hay diferencias estadisticas entre tratamientos, no asi para la
altura de las plantas, sin embargo a los 15, 21 y 28 DDS el tratamiento fertilizacion
difiere significativamente frente a los demas tratamientos, seguido de T8 (Rhizobium

miluonense) y TN11 (Ralstonia sp.) quienes presentan los mejores resultados.

Cuadro 2. Comparacion de tratamientos respecto a los parametros morfolégicos en

frejol mantequilla en campo

15 DDS 21 DDS 28 DDS

Tratamiento | Altura N° de Altura N° de Altura N° de

(cm) hojas (cm) hojas (cm) hojas
T8 16,2220 2,08 17,14 5,02 18,16° 8,02
Control 15,56° 1,82 16,72° 5,08 17,8° 8,08
TN11+T8 15,9b¢ 1,82 17,56° 5,02 18,44° 8,08
Fertilizacion 16,542 1,82 19,042 5,42 20,442 7,62
TN 11 15,46° 1,82 17,82° 5,02 20,422 8,02

Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium
miluonense), Fertilizacion y TN 11 (Ralstonia sp.). Letras desiguales en las columnas difieren
para p<0,05 Tukey.

NUumero de nodulos, peso fresco y seco de nédulos

En lafigura 8, 9y 10 se presentan los resultados para los parametros de nodulacion,
correspondientes a numero de ndédulos totales, peso fresco y seco de nédulos (Q)
para cada uno de los tratamientos y la comparacion entre tratamientos para cada
variable evaluada. A los 30 DDS no se evidencia diferencias significativas, lo que
indica que cada uno de los tratamientos responden de igual forma a las cepas

inoculadas, control y fertilizacion.
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Figura 8. Namero de nédulos a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control,
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.).
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Figura 9. Peso fresco de los nddulos a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense),
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.).
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Figura 10. Peso fresco de los nédulos a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense),
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacién, TN 11 (Ralstonia sp.).
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Peso fresco y seco de la raiz

En la figura 11 y 12 se indican los resultados con respecto a los parametros
fisiologicos: peso fresco y seco de la raiz (g) evaluados a los 30 DDS en campo,
Como se evidencia para ambas variables evaluadas no existe diferencias
significativas en los tratamientos evaluados. Sin embargo el tratamiento TN11
(Ralstonia sp) y T8 (Rhizobium miluonense) presentan los mejores resultados.
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Figura 11. Peso fresco de la raiz a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control,
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.).
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Figura 12. Peso seco de la raiz a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control,
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.).
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Peso fresco y seco del follaje

En la figura 13 y 14 se muestran los resultados obtenidos en campo del peso fresco
y seco del follaje (g). Para ambas variables evaluadas la inoculacion doble con
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) presenta los valores méas altos
con respecto al control y la cepa TN1l (Ralstonia sp.), siendo estos ultimos

tratamientos los que presentan los valores mas bajos.
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Figura 13. Peso fresco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control,
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.). Letras
desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.
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Figura 14. Peso seco del follaje a los 30 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control,
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.). Letras
desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.
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Peso de vainas por planta

En relacion a los componentes del rendimiento. En la figura 15 se presenta los
resultados con respecto al peso de vainas por planta , donde el tratamiento
Fertilizacion presenta los mejores resultados, con valores de 8,9 g, en relacién con
los tratamientos Control y T8 (Rhizobium miluonense) quienes presentan los valores

mas bajos.
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Figura 15. Peso de vainas por planta a los 120 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense),
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacién, TN 11 (Ralstonia sp.).
Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

Peso de granos por planta
En la figura 16 se presenta los resultados del peso de granos por planta, siendo el
tratamiento Fertilizacidn el que presenta los mejores resultados con valores de 6,66,

g, el mismo que difiere significativamente frente a los tratamientos control y la

combinacion de TN11+T8, y no asi con los demas tratamientos evaluados.
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Figura 16. Peso de granos por planta a los 120 DDS. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense),
Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacién, TN 11 (Ralstonia sp.).
Letras desiguales en las columnas difieren para p<0,05 Tukey.

Rendimiento agricola

Los valores correspondientes al rendimiento agricola se presentan en la figura 17,
a pesar de no haber diferencias estadisticas entre los tratamientos evaluados, se
destaca el tratamiento con Fertilizacion quimica, el cual presenta un rendimiento
promedio de 0,665 TM ha, mientras que el tratamiento Control presenté los valores
demas bajos de 0,336 TM ha™.
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Figura 17. Rendimiento agricola. Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, TN11+T8
(Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.).
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En la tabla 6 se presentan los resultados en cuanto al contenido de nitrégeno total
en grano seco de fréjol mantequilla, en donde el tratamiento TN 11 (Ralstonia sp.)
obtuvo los valores mas altos de 3,97 %., seguido del tratamiento Fertilizacion y T8
(Rhizobium miluonense).

Tabla 6. Contenido de nitrogeno total en grano seco de fréjol mantequilla.

TRATAMIENTO %N
T8 3,84
Control 3,67
TN11+T8 3,83
Fertilizacion 3,95
TN11 3,97

Tratamientos: T8 (Rhizobium miluonense), Control, TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium
miluonense), Fertilizacion, TN 11 (Ralstonia sp.).
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5. DISCUSION
Produccién de AlA y solubilizacion de fosforo de las rizobacterias

Las cepas que produjeron la mayor cantidad de acido indol acético (AlA) fueron
Cascajal 4 (Stenotrophomonas maltophilia y Ceiba (Ralstonia sp.), la cepa que
produjo la menor cantidad de AIA fue (Rhizobium etli con 0,244 ug mi?).
Comparando con el estudio realizado por Altuna et al., (2006) en el que, la
concentracion de AIA méaxima alcanza una media de 446,3 ug ml?, es decir,
incrementos del 31 % con respecto al control. Santillana et al., (2005) en su estudio
menciona que el 47% de las cepas de Rhizobium presentaron efecto estimulante
sobre semillas de fréjol resultando en una mejor germinacion, posiblemente, debido
a la habilidad de los Rhizobium para producir hormonas como el acido indol-acético

sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas.

Los analisis de solubilizacién de fosfatos indican que se obtuvo un halo de 5,67 mm
en el tratamiento Col 6 (Sphingomonas melonis), y 3,50 en el tratamiento T9
(Rhizobium etli); comparando con otros estudios realizados, Sridevi et al., (2007)
inocularon cepas de Rhizobium en medio Pikovskaya y se incubaron durante nueve

dias y encontrdndose indices de solubilizacion que van desde 2,40 a 2,70 mm.

En cuanto al nUmero de raices y longitud de raices la cepa de Col 6 (Sphingomonas
melonis) presenta los mejores resultados con 62 raices y una longitud de 12,37 cm

en comparaciéon con las demas cepas evaluadas.

Efecto de los aislados rizosféricos en parametros de nodulacién, fisiol6gicos
y fijacién de N, en el cultivo de fréjol bajo condiciones controladas

Para la altura de la planta y niumero de hojas en condiciones controladas se
evidencio un efecto positivo de las rizobacterias en la promocién y desarrollo de las
plantas de frejol, destacandose los tratamientos T5 (Sphingomonas
sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.) y T7 (Rhizobium
miluonense), lo que corrobora Burdman et al., (2000) al manifestar el efecto
beneficioso de la inoculacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal sobre

los cultivos de leguminosas y en especifico la inoculacion con cepas de Rhizobium
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En cuanto a los parametros de nodulacion, todas las rizobacterias influyeron
significativamente en la formacion de ndédulos en las raices de fréjol mantequilla,
dando como mejores resultados la inoculacion doble con las cepas de T4
(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici) y T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium
sp.). El tratamiento T4 (Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici) presento
los mejores resultados para el peso fresco de los nddulos con valores de 0,0634 e
igualmente para el peso seco de los nddulos con valores de de 0,00769
demostrando que hubo una interaccion beneficiosa entre Rhizobium con la
leguminosa. Obando (2012), afirma que los efectos positivos de la inoculacién con
Rhizobium es estimuladora de crecimiento esto dado por un mayor niumero y peso
de nddulos lo que se traduce en mayor fijacion de nitrégeno, y por ende, un aumento
significativo del contenido de macronutrientes y micronutrientes. Subia (2002)
afirma que el peso seco de los nédulos permite inferir que a mayor nodulacion,
mayor absorcion de nitrégeno, por parte de las plantas. ElI género
Stenotrophomonas ha sido reportado por Liba et al., (2006) como el género que

tiene la capacidad de fijar nitrégeno.

En el andlisis del peso fresco de la raiz no demuestra diferencia significativas en los
tratamientos evaluados, mientras que en el peso seco de la raiz el tratamiento T5
(Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.) presentd los mejores resultados con
valores de 0,29 g. La inoculacion de la bacteria Rhizobium no prolifera el desarrollo
de la raiz, ya que la raiz es una fuente muy importante para el desarrollo del

Rhizobium ya que esta bacteria tiende a inocularse en esta parte de la planta.

En el peso fresco del follaje no se evidencia diferencias significativas, mientras que
en el peso seco del follaje los tratamientos T5 (Sphingomonas
sp.+Stenotrophomonas sp.), T7 (Rhizobium miluonense) y T9 (Fertilizacion)
ejercieron un efecto positivo en la promocién de biomasa con respecto a los demas
tratamientos. Sierra et al., (2012) determind que al emplear cepas aisladas de
Rhizobium en fréjol existi6 una diferencia significativa en el incremento de la
biomasa foliar. Segun Cruz (2014), las diferencias en los pesos secos de follaje

sugieren diferencias en crecimiento y desarrollo debidas a sus caracteristicas
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genéticas y expresiones fenotipicas bajo las condiciones del ensayo,

independientes de los efectos de cepa o de la interaccién cepa por genotipo.

Los resultados obtenidos al evaluar la fijacion de N (%N total), muestran el efecto
directo de asimilacion de N por parte de la planta, demostrando asi la estrecha
compatibilidad existente entre los parametros de nodulacién y biomasa foliar para
gue se incorporen adecuadas cantidades de N proveniente de la atmosfera en las
plantas inoculadas. Como se aprecia en la tabla 6 la inoculacion con la cepa TN11
(Ralstonia sp) obtuvo los mayores valores de fijacion de N total en el follaje de la
planta con 3,97%, seguido de fertilizacion.

Efecto de los mejores aislados, sobre pardmetros morfolégicos, biomasa,

componentes de rendimiento y rendimiento agricola

Para la altura de la planta y numero de hojas en condiciones de campo el tratamiento
fertilizacion difiere significativamente frente a los demas tratamientos, la inoculacion
de la bacteria Rhizobium no acelera ni retrasa el ciclo vegetativo del cultivo

significativamente.

En cuanto a los parametros de nodulacion, correspondientes a nimero de nddulos
totales, peso fresco y seco de nédulos (g) para cada uno de los tratamientos y la
comparacion entre tratamientos para cada variable evaluada no se evidencia
diferencias significativas. Cruz, (2000) menciona que las variaciones en el numero
de nodulos sugieren una variacion en la expresion fenotipica de la respuesta a la

inoculacion.

En el peso fresco de la raiz no demuestra diferencia significativas en los
tratamientos evaluados, mientras que en el peso seco de la raiz el tratamiento T8
(Rhizobium miluonense) presenté los mejores resultados con valores de 0,15 g.
Esto debido a la asimilacion de nutrientes hacia la parte foliar por parte de las

bacterias hacia la raiz.

En relacién al peso fresco y seco del follaje el tratamiento con la coinoculacién de
TN11+T8 (Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) present6 lo valores mas altos

para ambas variable Garcia, (2014) concuerda que al emplear cepas aisladas de
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Rhizobium en fréjol determiné que de acuerdo al andlisis de varianza realizado,

existié una diferencia significativa en el incremento de la biomasa foliar.

En cuanto a los componentes de rendimiento. Para el peso de vainas por planta
(PVP) y el peso de granos por planta (PGP) el tratamiento Fertilizacion presenta los
mejores resultados, con valores de 8,9 g, y 6,66 respectivamente difiriendo
significativamente en relacion a los demas tratamientos. Valdivia (2011) menciona
que la optimizacion de las bacterias como Rhizobium en la fijacién de N2 y absorcién
de otros elementos nutritivos estimulan el desarrollo vegetal y por ende sus
componentes de rendimiento como en el caso del frejol. El niUmero de granos por
planta son los componentes del rendimiento mas estables y estan mas relacionados

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

En cuanto al rendimiento agricola el tratamiento de fertilizacion presenté un valor de
0,665 TM hal mientras que el tratamiento de Control obtuvo un valor de 0,336 TM
ha't, Serrano et al., (2005), reporta en cuanto al rendimiento, que no todas las cepas
de Rhizobium son capaces de producir una fijacion efectiva y mostrar habilidades
para nodular; por lo que, mientras mayor sea el nimero de nodulos, habrd mayor
uso del nitrégeno atmosférico presente en el suelo y por ende influira en la
produccion de biomasa y produccion de grano (rendimiento). Segun INEC (2014),

la produccién media nacional de fréjol es de 1,09 t/ha.

Los resultados obtenidos al evaluar el contenido de nitrdgeno total, muestra que el
efecto de la asimilacion de N por parte de la planta, existe compatibilidad entre los
parametros de nodulacién y biomasa foliar para que se incorporen adecuadas
cantidades de N proveniente de la atmésfera en las plantas inoculadas. En la
investigacion el tratamiento TN 11(Ralstonia sp.) obtuvo un valor de 3,97.
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. CONCLUSIONES

- Las cepas Cascajal 4 (Stenotrophomonas maltophilia), y Ceiba (Ralstonia
sp.) son capaces de producir cantidades significativas de AlAy las cepas Col
6 (Sphingomonas melonis) y T9 (Rhizobium etli) son capaces de solubilizar
fésforo inorganico.

- La inoculacion con la cepa aislada de Colaisaca (Sphingomonas melonis)
originé6 mayor numero y longitud de raiz de las semillas de frejol variedad
mantequilla in vitro.

- En todos los procesos de evaluacion se evidencié que los tratamientos T4
(Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici), T5 (Sphingomonas
sp.+Stenotrophomonas sp.), T6 (Ralstonia sp.+Rhizobium sp.), T7
(Rhizobium miluonense) y T9 (Fertilizacion) influyeron significativamente en
los parametros de nodulacion en el cultivo de fréjol variedad mantequilla en
invernadero.

- La inoculaciéon de las cepas T8 (Rhizobium miluonense) y TN11+T8
(Ralstonia sp. + Rhizobium miluonense) causé mayor peso seco de la raiz,
peso fresco y seco del follaje en comparacion con el resto de las cepas

inoculadas, control y fertilizacién bajo condiciones de campo.
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RECOMENDACIONES

Segquir realizando investigaciones en campo sobre este tema, con el fin de
emplear las cepas Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium tropici,
Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp., Ralstonia sp.+Rhizobium sp. y
Rhizobium miluonense ya que estas presentaron los mejores resultados en
los parametros de nodulacion.

Realizar ensayos de campo con las mejores cepas obtenidas en condiciones
controladas para validar los resultados de estimulacion fenotipica y fijacion

de nitrégeno.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Prueba de Tukey para los pardmetros nodulacién en condiciones de

invernadero.

Tratamiento NN PFN PSN
Stenotrophomonas maltophilia 10,2% | 0,0262ab | 0,0036ab
Sphingomonas sp. 11,42 0,0288ab | 0,0049ab
Ralstonia sp 452 0,0039b | 0,0004b
Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium 14,42 0,06352 | 0,00772
tropici '

0,0229ab | 0,0031ab
Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp. 11®

0,0203ab | 0,0023ab
Ralstonia sp.+Rhizobium sp. 5,9

0,0360ab | 0,0057ab
Rhizobium miluonense 182
Conrol 12,32 0,0454ab | 0,00712
Fertilizacion 219a 0,0031b 0,0015ab

Anexo 2. Prueba de Tukey para los parametros biomasa del cultivo: peso fresco de

raiz, peso seco de raiz, peso fresco del follaje, y peso seco del follaje en condiciones

de invernadero.

Tratamiento PFR PSR PFF PSF
Stenotrophomonas maltophilia 1,302 | 0,16bc | 3,692 | 0,56b
. 1,192 | 0,20bc | 3,862 |0,71lab
Sphingomonas sp.
_ 1,732 | 0,14c | 3,90* |0,68ab
Ralstonia sp.
Stenotrophomonas maltophilia+Rhizobium 2,052 | 0,20bc | 3,972 |0,66ab
tropici
. 2,122 | 0,292 | 4,092 | 0,772
Sphingomonas sp.+Stenotrophomonas sp.
: - 1,592 | 0,15bc | 3,682 |0,61ab
Ralstonia sp.+Rhizobium sp.
N . 1,912 |0,23abc| 4,262 | 0,782
Rhizobium miluonense
20,832| 0,24ab | 4,152 |0,72ab
Control
e 1,332 | 0,18bc | 4,382 | 0,762
Fertilizacion
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Anexo 3. Prueba de Tukey para los parametros de nodulacion en condiciones de

campo.

Tratamiento NN PEN PSN
T8 1,502 0,0145352 0,002462
Control 1,202 0,023212 0,0032752
TN11+T8 2,252 0,0555352 0,005972
Fertilizacion 1,452 0,023572 0,0057752
TN11 2,202 0,0335852 0,005312

Anexo 4. Prueba de Tukey para los pardmetros biomasa del cultivo: peso fresco de

raiz, peso seco de raiz, peso fresco del follaje y peso seco del follaje en condiciones

de campo
Tratamiento PFR PSR PFF PSF

T8 0,592 0,152 4.69ab 0,66ab
Control 0,562 0,1052 3,50c 0,57b
TN11+T8 0,672 0,122 5,012 0,772

e 0,5052 0,12 3,84bc 0,6ab
Fertilizacion

0,9552 0,1052 3,05¢c 0,58b

TN11

Anexo 5. Prueba de Tukey para la variedad mantequilla sobre el rendimiento en

toneladas por hectarea.

T8 95,325 a
Control, 53,875 a
TN11+T8 100,35 a
Fertilizacion 106,4 a

TN 11 91,325 a
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Anexo 6. Evidencia fotogréafica del trabajo en laboratorio, invernadero y campo.

A) Preparacion del in6culo. B) Inoculacién de las rizobacterias en condiciones de
invernadero. C) Germinacion de las plantas de fréjol en condiciones de campo. D)
evaluacion de parametros de nodulacion y biomasa. E) Exposicion de resultados

en el quinto ciclo de la carrera de Ingenieria Agrondmica.
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