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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la inoculacién de Rhizobium
eficientes en la fijacion biologica de nitrdgeno sobre los pardmetros de rendimiento de
Phaseolus vulgaris var. Panamito en condiciones de campo, para ello se utilizé 5 cepas de
Rhizobium que fueron donados por el laboratorio de Ecologia Microbiana “Marino
Tabusso”, a cargo de la Dra. Doris Zufiga Davila, de la Universidad Nacional Agraria La
Molina. Las cepas fueron las siguientes: CIAT 899 (Rhizobium tropici), Colombia
(Rhizobium sp.), PRF81 (R. freirei), E10 (Rhizobium sp.) y Hg (Rhizobium sp.). Los cuales
fueron distribuidas mediante un disefio DBCA con tres bloques.Se evaluaron variables
morfoldgicas (Vaina/planta y peso fresco), bioldgicas (Contenido de Clorofila en planta y N°©
de nédulos) y de rendimiento (Peso de 100 semilla y rendimiento). Se concluy6 que el
efecto de la inoculaciéon de Rhizobium fue eficiente en la fijacion biol6gica de nitrégeno
sobre los parametros de rendimiento de Phaseolus vulgaris var. Panamito en condiciones
de campo, mostrando mejores resultado en las variables morfolégicas, biol6gicas y de
rendimiento. Se logré la producciéon de inoculantes liquidos para las cepas CIAT 899
(Rhizobium tropici), PRF81 (Rhizobium freirei) originaria de Brasil, cepa E10 (Rhizobium
sp.) de origen Peruano-Lima, cepa Colombia (Rhizobium sp) y la cepa Hg (Rhizobium sp.
originaria de Cuba) que fueron utilizadas en la etapa metodoldgica de la investigacion.
Ademas, el desempefio simbidtico de la cepa E10 resaltd en los parametros morfoldgicos,
biol6gicos y de rendimiento, seguido de las cepas Hg, CIAT899, Colombia y PRF81,
diferenciandose del tratamiento nitrogenado y testigo. Esto debido al origen de la cepay su

facilidad de adaptarse al ecosistema.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, Rhizobium, Panamito, Fijacion biolégica de nitrégeno,

simbiosis.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of the inoculation of Rhizobium
efficient in biological nitrogen fixation on the yield parameters of Phaseolus vulgaris var.
Panamito under field conditions For this purpose, 5 strains of Rhizobium were used, which
were donated by the "Marino Tabusso" Microbial Ecology Laboratory, in charge of Dr. Doris
Zuniga Davila, from the National Agrarian University La Molina. The strains were the
following: CIAT 899 (Rhizobium tropici), Colombia (Rhizobium sp.), PRF81 (R. freirei), E10
(Rhizobium sp.) and Hg (Rhizobium sp.). These were distributed using a RCBD design with
three blocks. Morphological (pod/plant and fresh weight), biological (chlorophyll content in
plant and number of nodules) and yield (100-seed weight and yield) variables were
evaluated. It was concluded that the effect of Rhizobium inoculation was efficient for
biological nitrogen fixation on yield parameters of Phaseolus vulgaris var. Panamito under
field conditions, revealing better results in morphological, biological and yield variables.
Liquid inoculants were produced for strains CIAT 899 (Rhizobium tropici), PRF81
(Rhizobium freirei) from Brazil, strain E10 (Rhizobium sp.) from Peru-Lima, strain Colombia
(Rhizobium sp) and strain Hg (Rhizobium sp. from Cuba), which were used in the
methodological stage of the research. In addition, the symbiotic performance of strain E10
stood out in morphological, biological and yield parameters, followed by strains Hg,
CIAT899, Colombia and PRF81, differing from the nitrogen treatment and control. This was
due to the origin of the strain and its ability to adapt to the ecosystem.

Keywords: Phaseolus vulgaris, Rhizobium, “Panamito”, Biological nitrogen fixation,

symbiosis.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El cultivo de frejol (Phaseolus vulgaris) a nivel nacional se encuentra distribuido en costa,
sierra y selva, en unas 70 175 has al 2021, siendo su produccion de 87 140,35 toneladas
y un rendimiento promedio de 1,33 t/ha. En la region selva su cultivo es de autoconsumo,
enmarcada en la agricultura familiar, asociado principalmente a otros cultivos y sin el
empleo de innovaciones tecnoldgicas, con una produccién regional 3414,95 toneladas
(MIDAGRI, 2021).

Los suelos de Aucaloma son acidos y deficientes en nitrégeno; por lo que los productores
de frejol utilizan productos quimicos para mejorar la fertilidad de suelo y por ende su
produccion, trayendo consigo contaminacion del ecosistema. Siendo las bacterias fijadoras
de nitrégeno son capaces de nodular y a través de ello captar el nitrdgeno no disponible y
transformarlo en nitrégeno asimilable para la planta, estas bacterias actian mejor con las

leguminosas, quienes en simbiosis favorecen su desarrollo sin contaminar el ambiente.

A raiz de la problemética mencionada se formulé el problema general: ¢ Cudl es el efecto
de la inoculacion de cepas de Rhizobium eficientes en la fijacién biolégica de nitrégeno
sobre los parametros de rendimiento de Phaseolus vulgaris “frejol comun” var? ;Panamito

bajo condiciones de campo en el sector Aucaloma?

En este sentido el estudio analiz6 la adaptabilidad de las cepas de rhizobios aislados de
diferentes paises, para la identificacion de las mejores cepas que son capaces de crecer y
desarrollarse en nuestra zona los cuales tienen un uso potencial como biofertilizantes.
Planteando el objetivo principal Evaluar el efecto de la inoculacién de Rhizobium eficientes
en la fijacion bioldgica de nitrégeno sobre los pardmetros de rendimiento de Phaseolus
vulgaris var. Panamito en condiciones de campo; cuyos objetivos especificos: Producir

inoculantes liquidos y evaluar el desempefio simbiético de cada cepa de Rhizobium.

Para ello, se utilizé 5 cepas de Rhizobium que fueron donados por el laboratorio de
Ecologia Microbiana “Marino Tabusso”, a cargo de la Dra. Doris Zuhiga Davila, de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM). Las cepas fueron las siguientes: CIAT
899 (Rhizobium tropici), Colombia (Rhizobium sp.), PRF81 (R. freirei), E10 (Rhizobium
sp.) y Hg (Rhizobium sp.). Este proyecto de investigacion se ejecut6 en dos fases; en el
laboratorio de Microbiologia Agricola “Raul Rios Reategui” y el fundo Aucaloma de la
Universidad Nacional de San Martin (UNSM).
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigaciéon

El estudio se respalda en antecedentes internacionales Napoles Garcia et al. (2016),
evaluaron la obtencion de moléculas de sefales inducidas por la isoflavona genisteina en
cepas de Rhizobium. leguminosarum y su efecto de esta induccién sobre el inéculo de
Phaseolus vulgaris L.; donde concluyeron que, relacionado con el enriquecimiento de esta
molécula sefalizadora, el indculo inducido por genisteina mostré un resultado positivo en
las plantas de frijol de Cubacueto 25-9, el nUmero de nédulos radiculares en comparacion
con las plantas no inoculadas (testigo) fue superior en contenido de clorofila; ademas, la
aplicacion de este inéculo a las leguminosas comunes resulté en una mayor nodulacion y

disponibilidad de nitrégeno para las plantas.

Aguilar Ramirez et al. (2019) en su trabajo “Incidencia y severidad del tizbn comun en
plantas de frijol inoculados con Rhizobium phaseoli”, menciona que la inoculacién de frijol
con Rhizobium phaseoli puede tener efectos benéficos en el cultivo en términos de valor

nutricional y fitosanitario.

Granda-Mora et al. (2017), mencionan en el trabajo “Efecto en campo de la cepa nativa
COL6 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae sobre frijol comun cv. Percal”’, en lo que
encontraron que los inoculantes bacterianos y los fertilizantes artificiales aumentaron el
rendimiento agricola en un 62 % y un 64 %, respectivamente, en comparacion con los
controles. Ademas los analisis del suelo indican que varian dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas iniciales. Los primeros resultados demuestran que con el
inoculante bacteriano y la estimulacién efectiva del frijol abrieron la posibilidad de su

potencial uso en suelos ecuatorianos y con ello el rendimiento potencial esperado.

Argaw (2016), en su investigacion evalué el efecto de la fertilidad inherente del suelo sobre
la efectividad de aislamientos seleccionados de Rhizobium sobre nodulacién y
productividad de frijol coman. Mediante un disefio DBCA de 30 tratamientos con 10 niveles
de inoculacién de Rhizobium, en 3 variedades de frejol comuan, el experimento se llevé a
cabo en 4 lugares de Etiopia. Concluy6 que la mayoria de los aislamientos de Rhizobium
probados aumentaron significativamente el nUmero de nédulos y el peso seco de nédulos
en comparacion con el tratamiento de control debido a las variaciones en el rendimiento de
frijol, el rendimiento de frijol comun y la productividad segun la variedad de frijol en
diferentes sitios ambientales. La inherente fertilidad del suelo afecta la eficacia Rhizobium

inoculado y la productividad del frijol coman. Por lo tanto, mejorar la fertilidad inherente del
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suelo es esencial para mejorar el rendimiento de la inoculacion de Rhizobium y la

productividad del cultivo en general.

En el Peru Cantaro-Segura et al. (2019), en su trabajo “Efectividad simbiética de dos cepas
de Rhizobium sp. en cuatro variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.)”, siendo el propdsito
“determinar la efectividad simbiética de dos cepas de Rhizobium sp., LMT10 y LMT15%;
“establecer el efecto de la fijacién biolégica del nitrégeno en el desarrollo y el rendimiento
de grano seco” y “comparar el efecto de la fertilizacién nitrogenada en la simbiosis y el
rendimiento”. Los autores concluyeron que todos los cultivares inoculados con Rhizobium
tuvieron un mayor rendimiento y un mayor nimero de nédulos en comparacion con los

cultivares no inoculados o fertilizados con nitrégeno.

Lopez-Alcocer et al. (2020), en su trabajo “Eficiencia en fijacion biolégica de nitrégeno de
cepas de Rhizobium spp. recolectadas en frijol cultivado y silvestre”, determinaron la
eficiencia de la fijacién biol6gica de nitrégeno (FBN) de 27 cepas de Rhizobium spp.
cosechado de frijoles silvestres y cultivados en México, logrando en sus resultados que las

cepas obtenidas a partir de leguminosas cultivadas tuvieron mayor eficiencia en FBN.

Hidalgo Rodriguez et al. (2019), en su trabajo de investigacion “Coinoculacion de
Rhizophagus irregularis y Rhizobium sp. en Phaseolus vulgaris L. var. canario (Fabaceae)”,
realizaron la inoculacion de plantas de frijol con ambos microorganismos y fueron
cultivadas en hidroponia. Concluyeron que “Rhizobium sp. mejor6 el crecimiento vegetativo
(didmetro de tallo, peso seco de la parte aérea, area foliar y contenido de proteinas), asi

como el rendimiento (nimero y peso de semillas)”.

Chipana et al. (2017), en su trabajo “Inoculaciéon de vainita (Phaseolus vulgaris L.) con
diferentes concentraciones de Rhizobium etli y su influencia sobre el rendimiento del
cultivo”, reportaron que el tratamiento con una concentracién de inéculo de 2,5 x 109
células g-1 en el suelo produjo el mayor nimero total de nédulos con un promedio de 47,67
y una tasa efectiva de 84,02%, este tratamiento fue mas importante para el rendimiento

por unidad.

Cuadros Negri (2016), en su investigacion “Evaluacion del rendimiento en grano de cinco
cultivares de fiufia (Phaseolus vulgaris L.) por efecto de la fijacion bioldgica del nitrégeno
en simbiosis con Rhizobium phaseoli”, encontr6 que los pardmetros de rendimiento
mejorados de FBN usando simbiosis y fertilizacion pueden ser reemplazados por urea sin

dafiar el medio ambiente (suelo-agua) y a un menor precio.
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En la regién San Martin, no se desarrollé un trabajo de investigacion utilizando cepas de
Rhizobium en la inoculacién de Phaseolus vulgaris. Sin embargo, Neira Santa Cruz (2019),
realizo un trabajo que aisld, caracterizé y evalud la eficiencia simbiética de cepas de
rizobios de Leucaena leucocephala y Centrosema macrocarpum de suelos de pastizales

degradados en el distrito de Cufiumbuque.

2.2. Fundamentos teoricos

2.2.1. Generalidades del cultivo de frejol

2.2.1.1. Cultivo de frejol en el Peru

Las leguminosas peruanas (Phaseolus vulgaris sp.) son uno de los alimentos basicos de
la soja porque, entre otras cosas, tienen un alto contenido de carbohidratos y proteinas en

la dieta humana (Valderrama Pacho, 2021).

En la zona de San Martin, el bajo rendimiento de las legumbres es un problema evidente,
ya que tradicionalmente las familias campesinas cultivan este cultivo solo para consumo

propio (Ramirez et al., 2020).

2.2.1.2. Importancia del cultivo.

Los frijoles pertenecen a la familia de las leguminosas y son las especies mas importantes
en la dieta humana. Proporciona fuente de proteina y de alta calidad que esta disponible
para las industrias que mas la necesitan Muchos factores contribuyen a la baja

productividad de los cultivos (Ormaza Catuto, 2018).

Quicaliquin Tacuaman (2019), menciona que el Phaseolus vulgaris r. en su trabajo de
investigacion resulté con el mayor contenido de hierro en harina (92 mg/kg) a diferencia de
la “habichuela” (Phaseolus lunatus baby lima bean), “haba pallar’ (Phaseolus lunatus L.),
‘maca’ (Lepidium meyenii). Asimismo, Cruzado Valderrama (2016) menciona que dentro
de las variedades de Phaseolus vulgaris el frijol canario es la variedad con mayor contenido
en hierro - 156,17 mg/100 g. seguido del panamito con 42,67 mg/100 g, garbancillo con
24,47 mg/100 g y caballero con 153 mg/100 g.

2.2.1.3. Clasificacion taxondmica.

Segun Pérez-Jaramillo et al., (2017), el frejol tiene la siguiente clasificacion:
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Reino: Plantae
Divisién: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Phaseolus L.

Especie: Phaseolus vulgaris L.

2.2.1.4. Morfologia del frejol.

A continuacion, se presenta unas sinopsis descritas por Valladolid (2001) de los caracteres

morfoldgicos principales de la planta de frijol.
a) Raiz

En la etapa inicial, esta formado por una radicula, que luego se convierte en una raiz
pivotante. De aqui sale otra raiz, de estas raices una tercera y asi sucesivamente. Estos
puntos de crecimiento tienen pelos absorbentes que juegan un papel importante en la
absorcion de agua y nutrientes del suelo. El volumen maximo del sistema radicular se
concentra en los primeros 20 cm de profundidad del suelo. Pero en suelos sueltos con
buena fertilidad, las raices de variedades bien adaptadas pueden alcanzar hasta un metro.
Las raices a menudo tienen ndédulos multifacéticos de 2 a 5 mm de didmetro, colonizados
por bacterias del género Rhizobium. Fija nitrdgeno en la atmésfera, que luego es utilizado

por las plantas y también contribuye al suelo (Valladolid, 2001).

b) Tallo

“Es el eje central de la planta y esta constituido por una sucesion de nudos y entrenudos.
Un nudo, es el punto de insercién de las hojas (o de los cotiledones) en el tallo. El &ngulo

formado entre el tallo y el peciolo de la hoja se denomina axila” (Valladolid, 2001).

c) Hoja

“La planta de frijol tiene dos tipos de hojas: simples y compuestas. las simples, son las
hojas primarias, estan en posicion opuesta en el segundo nudo; las compuestas, son las

hojas trifoliadas tipicas del frijol” (Valladolid, 2001).
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d) Inflorescencia

Pueden ser terminales o axilares. Los terminales surgen en un habito de crecimiento tipo
I. Se pueden distinguir tres componentes en una inflorescencia: el pedinculo, que consiste
en el tallo y el bulbo, las bractéolas primarias y los botones florales. El tallo se estira
rapidamente antes de que se abran las primeras flores. Un eje es una serie de nodos. Los
nodos se caracterizan por las bracteas primarias contenidas dentro de ellos. En el eje
formado entre bractea y bractea, existe un complejo de 3 yemas (triada de flores). En cada

triada, normalmente dos yemas laterales se convertirdn en flores (Valladolid, 2001).

<]

Figura 1. Partes de una inflorescencia de Phaseolus vulgaris (Valladolid, 2001).

e) Fruto

Es una vaina con dos valvulas de ovarios comprimidos. Los pliegues unidos forman dos
costuras. Las semillas de sutura placentaria o posterior y las suturas abdominales estan
conectadas. La existencia de la costura y el bolso de fibra determina la brecha. Esta es
una caracteristica morfologica importante utilizada para clasificar las variedades. Las
vainas, que tienen muchas fibras en las costuras y las valvas, tienden a abrirse cuando se
cosechan cuando estdn maduras. Las variedades con tales vainas se utilizan para
cosechar forraje seco; mientras tanto, las vainas no tienen fibras en las suturas y muy

pocas fibras en las valvas, y se comen como frijoles crudos (Valladolid, 2001).
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Figura 2. Partes de una vaina de Phaseolus vulgaris (Valladolid, 2001).

f) Semilla

Procede de un évulo fecundado. Puede ser de diferentes colores y formas: ovalada,
esférica, arrifionada, etc. Las principales partes externas son: testa, hilio, micropilo y rafe
(Valladolid, 2001) Figura 3.

Yol

Figura 3. Partes de una semilla de Phaseolus vulgaris (Valladolid, 2001).

2.2.1.5. Caracteristicas variedad Panamito.

Es una planta arbustiva que crece de 40 a 45 cm de altura, aparecen inflorescencias en
inflorescencias terminales, flores de color blanco a morado, vainas verdes con rayas

moradas, granos rojos, de 4 a 6 semillas (Del Aguila Ponce, 2004).

2.2.1.6. Condiciones edafoclimaticas del cultivo
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a. Precipitacion

La precipitacién optima es de alrededor de 400 a 600 mm. La humedad proviene de la
lluvia y debe distribuirse bien en las diferentes etapas de la temporada de crecimiento,

principalmente durante la floracion y la fructificacion de las vainas (Valladolid, 2001).

b. Temperatura

Los frijoles necesitan un clima con poca humedad, por lo que se considera adecuado un
50 %. Si el calor nocturno y la baja humedad relativa causan una floracion anormal, caida
de flores, llenado de vainas y retencion prematura de vainas; semillas pequefias y menos

vigorosas (Pérez-Jaramillo et al., 2017).

c. Luminosidad

Esta es una cultura de dia corto; por ello, fotoperiodos inferiores a 12 horas y largos

periodos de oscuridad favorecen la floracién (Valladolid, 2001).

d. Suelos

Los frijoles se adaptan a diferentes tipos de suelo, pero esto se aplica a suelos con una
textura medianamente gruesa (suelo arenoso), mediana (arcillosa, franca) y medianamente
fina (arcillosa-arena). El suelo debe estar bien aireado, moderadamente profundo, con una
pendiente del 8% y bien drenado. Sensible a las reacciones del suelo, prefiere suelos
medios y ligeramente acidos (pH 5,6 - 6,5), asi como suelos con una reacciéon neutra (pH
6,6 - 7,3). No se recomienda suelo salado o humedo, ya que el cultivo es muy sensible a
estos factores (Valladolid, 2001).

2.2.2. Bacterias Fijadoras de Nitrégeno

2.2.2.1. Tipos de bacterias simbidticas

Entre las bacterias fijadoras de nitrégeno simbiéticas, encontramos dos grupos de
organismos. El primer grupo pertenecia a las bacterias méviles del suelo, que
fueron atraidas a las raices por los compuestos liberados. Pertenecen al grupo de
los organismos organotroficos aerdbicos. Esta categoria incluye rizobios (n6dulos

en raices de leguminosas en climas templados y subtropicales), bacterias fijadoras
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de nitrogeno (nédulos en tallos y raices) y bradirizobios (nddulos en raices de soja).
Existen otros posibles rizobios fijadores de nitrégeno, como: Phylobacterium (que
forma nddulos radiculares en tallos y hojas de Rubiaceae y Rubiaceae) y
Agrobacterium. El segundo grupo esta formado por los Actinomicetos (bacterias
grampositivas), que forman nédulos en las raices de muchos arboles y arbustos.
Son bacterias filamentosas que viven en simbiosis con plantas radiantes
(angiospermas capaces de formar nédulos) y pertenecen al género Frankia
(Garcia, 2011).

2.2.2.2. Clasificacion de bacterias simbidticas

[ Rizobium

Las bacterias del género Rhizobium, ademas de establecer relaciones simbitticas
con las leguminosas, también se encuentran como organismos de vida libre en el
suelo y la rizosfera, donde el volumen del suelo esta directamente influenciado por
las raices de las plantas. y/o asociado con raices y pelos de raices y sustancias
producidas por plantas (Bringhurst et al., 2001). “Este espacio incluye suelo unido
a las raices de la planta, que a menudo se extiende unos pocos mm desde la raiz”
(Mahaffe & Kloepper, 1997).

Los exudados de las plantas en la rizosfera, como los aminoacidos y los azlcares,
proporcionan a las bacterias abundantes fuentes de energia y nutrientes, lo que da
como resultado una mayor poblacion bacteriana en esta zona que fuera de la
rizosfera; la mayoria de los organismos de la rizosfera, incluidas las bacterias del
género Rhizobium, se encuentran dentro de los 50 uym de la superficie, las
poblaciones a 10 um son de hasta 1,2 x 108 células cm-3 o0 109 - 1012 células
microbianas por g de suelo; aunque las bacterias abundan en la rizésfera, por lo
general sélo el 7-15% de la superficie total de la raiz estd ocupada por células

microbianas (Mora de Zayas, 2005).

Los rizobios crecen muy lentamente en suelo sin leguminosas. Sin embargo, el
suelo es un reservorio de poblaciones nativas de rizobios que son ideales para vivir
en ambientes como los microorganismos del humus. Como miembros de vida libre

de la microbiota del suelo, los rizobios se ven afectados por las condiciones
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fisicoquimicas y biologicas del suelo y se ven obligados a competir con otros

microorganismos para sobrevivir (Mora de Zayas, 2005).

2.2.2.3. Proceso de simbiosis

La simbiosis comienza con el intercambio de sefiales moleculares entre los dos
organismos; la planta produce compuestos a partir de flavonoides e isoflavonoides,
gue las bacterias revelan cuando se activa un conjunto de genes llamados "genes
de nodo", que los genes sintetizan y ayudan a secretar el lamado nod. factores que
consisten en compuestos que contienen oligosacaridos de lipoquitina. Las bacterias
tienen huéspedes especificos y cada una puede infectar una especie de planta o
un numero limitado de ellas, lo que implica una especificidad de huésped. ¢ Cual es

la clasificacion de las bacterias? (Acosta, 2005).

2.2.2.4. Fijacion biologica del nitrégeno

La fijacién de nitrogeno se define como la oxidacion o reduccion de nitrégeno a
amonio u oOxidos. Implica convertir el nitrdgeno atmosférico en una forma
metabolizable que pueda ser absorbida por los organismos vivos. Estas formas son
iones de amonio (NH4) o nitrito (NO2-) o nitrato (NO3-). Otras sustancias, como el
diéxido de nitrégeno (NO2), reaccionan facilmente y provocan algunos de los
anteriores. (Garcia, 2011, Villalobos Flérez & Nifio Céspedes, 2020)

La fijacion bioldgica de nitrégeno es donde algunos organismos usan directamente
el nitrégeno en el aire a través de bacterias para formar nodulos de raiz y fijar
nitrégeno. Los nédulos son estructuras de raices que crecen simbidticamente entre
plantas y bacterias. Estas bacterias forman parte de la llamada rizosfera, una zona
Unica y dindmica de interaccion entre las raices de las plantas y los microbios del
suelo. La comunidad de la rizosfera esta formada por microbiota (bacterias, hongos
y algas) y microfauna (protozoos, nematodos, insectos y acaros). Las bacterias que
viven en simbiosis con la planta huésped fijan nitrégeno del aire, es decir, forman
compuestos solubles en plantas como el amoniaco. Luego, el amoniaco ingresa a
la cadena alimentaria, incorporando aminoacidos y proteinas. Un enlace que
conecta dos atomos de nitr6geno requiere mucha energia para romperse. Se

necesita mucha energia para romper este triple enlace. La nitrogenasa es
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responsable de romper este enlace y requiere 16 moléculas de ATP por reduccion
de N2 (Paredes, 2013).

Sin embargo, a pesar del aumento dramatico en la produccion de FBN en los
ultimos afios, la traduccién de este conocimiento a la agricultura practica ha
identificado limitaciones de biofijacion y simbiosis a nivel ambiental, biol6gico,

metodoldgico y de produccion (Fernandez Pascual et al., 2002).

2.2.2.5. Importancia de los Rhizobium en la agricultura

En la simbiosis Rhizobium-leguminosa, los rizobios proporcionan a las legumbres
amonio a cambio de otros nutrientes, lo cual es importante porque la reduccién de
nitrégeno suele ser el factor limitante mas importante en el crecimiento de las
plantas. De esta manera, la creacion de simbiosis es de gran importancia tanto

desde el punto de vista agricola como ecoldgico (Paredes, 2013).

2.2.2.6. Simbiosis Rhizobium - Planta

Entre las plantas simbidticas, las leguminosas destacan por su importante papel en
la evolucion humana, proporcionando alimento (lentejas, alubias y guisantes),
forraje para la nutricién de animales (trébol, arveja, alfalfa...), obtencion de madera
(Acacia, Leucaena) o para colonizar suelos pobres faltos de nutrientes (retama,

tojo, escoba) (Garcia, 2011).

Muchas plantas pueden entrar en relaciones simbiéticas con mas de un tipo de
rizobios efectivos y viceversa. Solo ciertas combinaciones de estos simbiontes
formaran nddulos fijadores de nitrégeno; la especificidad entre simbiontes
compatibles reduce la posibilidad de formar asociaciones infecciosas (nodulos
vacios o buenos nédulos con bacterias incapaces de fijar nitrdgeno) que son

incbmodas para cualquiera de los simbiontes (Paxi Churata, 2017).

Se puede distinguir una gama estrecha de huéspedes (que infecta un género de
plantas especifico) y una amplia gama de huéspedes (que infecta a mas de 50
géneros de plantas); ademas, algunas bacterias se adaptan a ciertas variedades
de plantas hospedantes (Manobanda et al., 2019).
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2.2.2.7. Especies de Rizobios en estudio

- Rhizobium tropici, es un simbionte de leguminosas bien estudiado
caracterizado por alta estabilidad genética del plasmido simbidtico y
tolerancia a tensiones ambientales tropicales tales como alta temperatura
y bajo pH del suelo. “Este es el simbionte méas distribuido a nivel global, ha
sido reportado a ser mas dominante en la nodulacién del frijol en suelos de
diversas regiones tropicales, incluidas las regiones América del Sur y
Central” (K. Granda Mora, 2010)

- Rhizobium freirei, Puede establecer asociaciones simbidticas con varios
Phaseolus vulgaris; sin embargo, la eficacia de la mayoria de las cepas en
la fijacion de nitrégeno en condiciones de campo es muy baja. PRF 8les
una cepa muy eficaz y es muy utilizado con éxito en miles de dosis de
inoculantes comerciales para el cultivo de frijol comun capaz de establecer
simbiosis efectivas nédulos de la raiz con Phaseolus vulgaris, Leucaena
leucocephala, L. esculenta, Crotalaria juncea y Macroptilium
atropurpureum (Dall’Agnol et al., 2013)

- Rhizobium ssp., son especies que forma nddulos que fijan el nitrégeno
con mas leguminosas que cualquier otro microsimbionte, estas especies
puede adaptarse rapidamente a los cambiantes estimulos del medio

ambiente en los suelos, rizésfera y plantas (Schmeisser et al., 2009).

2.2.3. Inoculacién de leguminosas

El sistema leguminosa-Rhizobium, un ejemplo clasico de simbiosis entre plantas y
bacterias, que conduce a la fijacién del nitrdgeno atmosférico en forma orgénica
disponible para las plantas. Es desde este aspecto que reconocemos la importancia
de este sistema en la agricultura. El método utilizado para implementar este sistema
en la agricultura a menudo se denomina "inoculacion". Esto se refiere a colocar
ciertas cepas de bacterias Rhizobium en el suelo o en la superficie de la semilla de
la planta huésped, que son altamente infecciosas para leguminosas especificas y
muy eficientes en la fijacién de nitrégeno. El injerto da un buen rendimiento en
condiciones limitadas de nitrdgeno sin fertilizacién con nitrégeno. En la mayoria de

los casos, esto beneficia enormemente a los agricultores de todo el mundo debido
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al alto costo y la baja disponibilidad de fertilizantes. Esto es particularmente
importante porque las leguminosas se utilizan en todo el mundo como una valiosa
fuente de alimentos (Hubbell, 1986).

La produccion de inoculantes implica una primera fase de seleccion de estirpes de
Rhizobium que sean capaces de nodular y establecer simbiosis muy efectivas con
las variedades de leguminosas cultivadas. Después de haber seleccionado las
estirpes de Rhizobium mas adecuadas para aplicar a cultivos es preciso proceder
al desarrollo de una formulacion apropiada para ser utilizada en campo. Hay
formulaciones muy diversas de inoculantes para leguminosas que se pueden
clasificar, en general, como inoculantes liquidos e inoculantes que utilizan un
soporte solido. Los inoculantes liquidos se elaboran a partir de un cultivo liquido o
de un cultivo sobre medio solido que se suspende en medio liquido adecuado. Los
inoculantes solidos utilizan un soporte, pulverulento o granular, que adsorbe o
engloba las células de Rhizobium procedentes de un cultivo liquido. La calidad de
los inoculantes viene determinada, en primer lugar, por la eficiencia simbiotica de
las estirpes de Rhizobium que contiene, fruto de una seleccion rigurosa para
obtener estirpes que nodulen y fijen eficientemente nitrégeno bajo una gran
diversidad de condiciones ambientales. En segundo lugar, la calidad viene
determinada por la formulacién del inoculante. No solo ha de facilitar el
mantenimiento y aplicacién del producto, sino que ha de garantizar un nimero
minimo de células viables, en el momento de uso, después de un periodo de

almacenamiento (Vera et al., 2006).

2.2.3.1. Métodos de inoculacién

[0 Método del espolvoreado

Con frecuencia, los agricultores no utilizan pegamentos. Simplemente mezclan los
inoculantes en polvo secos tales como el tipo basado en turba, junto con la semilla
seca sin liquido. Este método de inoculacion es el menos efectivo debido a que el
inoculante seco no se adhiere bien a la semilla, y la mayor parte de éste

desaparecera durante la siembra.
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[ El método de la suspensién “Slurry”

En el método de suspension de la aplicacion de inoculante, se prepara una
suspension de inoculante y agua u otra solucién de sellado. Justo antes de la
siembra, las cantidades pre medidas de la solucion e indculo se mezclan a fondo
para formar una suspension fluida. La suspension se vierte a continuacion en un
recipiente adecuado con una cantidad de semilla y se agita continuamente hasta
gue las semillas se recubren uniformemente. El recipiente debe tener un volumen
dos veces el volumen de las semillas. Se recomienda un mezclador de cemento
para grandes cantidades. La tasa de solucién de adhesivos al inoculante depende
del tipo de semilla utilizada. Las semillas mas pequefias requieren mas solucion
adhesiva por peso de semilla en la suspension que las leguminosas con semillas
grandes debido a la gran superficie a recubrir. La suspension se debe agregar a las
semillas en cantidades pequefias porque la solucién de la etiqueta engomada

demasiado hara que las semillas a agruparse o hincharse.

[J El método de dos pasos

En el método de dos etapas, el adhesivo y el inoculante en polvo se aplican a la
semilla por separado. En la primera etapa, las semillas se recubren uniformemente
con la solucion adhesiva. En la segunda etapa, el inoculante en polvo se afiade a
las semillas pegajosas. Este método es especialmente Gtil cuando se debe aplicar
un gran namero de rizobios a la semilla. Aproximadamente 10 veces mas rizobios
se pueden unir a la semilla en este procedimiento en comparacién con el método

de la suspension.

[] Peletizacion de semillas

A veces es ventajoso recubrir semillas inoculadas con una capa protectora de cal
o fosfato de roca. En primer lugar, el inoculante se aplica como una suspension
espesa o0 por el método de dos etapas usando una soluciéon adhesiva como un
adhesivo. El polvo de cal o fosfato se afiade inmediatamente después de la

inoculacion mientras las semillas estan aun humedas. Se mezclan rapidamente con
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el material de granulacion hasta que se recubren completamente. Las semillas en
granulo pareceran secas, pero deben ser esparcidas sobre un lienzo en un lugar
fresco y sombreado para permitir que el granulo se solidifique antes de sembrar
(Somasegaran & Hoben, 1994)
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CAPITULO 1lI
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién y caracterizacion de area de experimental:

El estudio se ejecuté en dos zonas en el Fundo Aucaloma de la UNSM ubicados
con las coordenadas 6°26'17.55" latitud sur y 76°25'28.30" longitud oeste, a una
altitud de 333 m.s.n.m.m. y en el Laboratorio de Microbiologia

Agricola de la UNSM-T con las coordenadas Latitud Sur 06° 35° 00” y Longitud
Oeste 76° 05'00”, a una Altitud de 290 m.s.n.m.m.

3.1.1 Descripcion del experimento
El experimente fue en la inoculacion de rizobios en frejol comun; utilizando un
disefio de bloques completamente aleatorizado (DBCA) donde se utiliz6 7
tratamientos (05 cepas de Rhizobium, 01 control nitrogenado, 01 control sin
inoculacién), el experimento conté con 5 bloques, lo que equivale a 5 repeticiones.

Los tratamientos se muestran a continuacion.

Tabla 1
Tratamientos en estudio

Tratamientos

Rhizobium tropici cepa CIAT 899

Rhizobium freirei cepa PRF81 (Brasil)

Rhizobium sp. cepa E10 (Lima)
Rhizobium sp cepa Colombia

Rhizobium sp cepa Hg (Cuba)

Control Nitrogenado

Control sin inoculante y nitrégeno
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[J Poblacién

Las 5 cepas de rizobium (Rhizobium tropici cepa CIAT 899, Rhizobium freirei cepa
PRF81 (Brasil), Rhizobium sp. cepa E10 (Lima), Rhizobium sp cepa Colombia,
Rhizobium sp cepa Hg (Cuba)).

[J Muestra

En el experimento, se utilizé 05 cepas seleccionadas de bacterias de Rhizobium 'y

10 Kg de semillas de “frejol comun” Phaseolus vulgaris var. Panamito.
3.1.2 Sistema de variables

a) Clorofila

Con la finalidad de determinar la adsorcion del nitrégeno en la planta y observar en
las hojas donde se concentra este elemento y asi ver la variabilidad que existen en

los tratamientos instalados.

b) Numero de vainas

Se contd el nimero de vainas existentes por planta a los 131 dias después de la

inoculacion con los tratamientos es estudio.

c) Peso de 100 semillas

Utilizando la balanza analitica se pes6 100 semillas de cada tratamiento en estudio.

d) Rendimiento

Una vez cumplida su ciclo fenolégico del cultivo se realizé la cosecha de los
granos de frejol, donde se tomé una muestra de 1.95 m2 (1.5m x1.3m), de cada

tratamiento; luego se llevé al Laboratorio para ser pesado

e) Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Para analizar los datos de la investigacion se utilizé el programa estadistico
Insfostad 2019.
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3.2. Procedimientos de la investigacion

a) Conduccion del experimento

Etapa 1: CAMPO a) Limpieza y cuidado del campo antes de la siembra
Para la ejecucién del trabajo se realizo la limpieza del terreno utilizando
machete y rastrillo, con la finalidad de eliminar el crecimiento de malezas.

b) Preparacion del terreno
Utilizando estacas, cordeles y wincha, se realiz6 la delimitacién del
terreno de un &rea total de 822.5 m2 segun el croquis planteado.

1.0m
c/u

23.5m

| Area total: 822.5 m2

35m

Leyenda: Datos de semilla: Datos de terreno:
To: Tratamiento control Variedad: Tipode suelo:
T-N: Tratamiento con nitrégeno Zona de procedencia: Tipode Riego:
T1: CIAT899 fechade siembra: T promedio:
T2: CFN42 c/golpe constade 2-3 semillas Precipitacioces:
T3: Hg Humedad Relativa:
T4: PRF81 Ubicaciondel Terreno:
T5: E10 pH:

Analisis de suelo:

Figura 4. Croquis del campo experimental posicion de los tratamientos a evaluar.
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),

Figura 5. Preparacién y parcelado de terreno en el Fundo Aucaloma de la UNSM.

c) Muestreo
Se realizé el muestreo de suelos, colectando en forma de zig zag en el terreno,
estas pequefias cantidades colectadas se unieron y mezclaron para transportar 1
kg al laboratorio.
Los resultados de estos analisis se muestran a continuacion:
El andlisis fisico-quimico de la muestra de suelo fue realizado por el laboratorio de
Suelos, Aguas y Foliares (Tabla 2) de la UNSM, Tarapoto, en el mes de diciembre

del aflo 2017. Donde se obtuvieron los siguientes datos.

Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas el suelo antes de la siembra
pH CE N MO P K Analisis Mecanico Clase (1:1)
1:1) % % ppm ppm Arena LimoArcita—textural—
ds/m % % %
5.8665.50.12.714.2 58.1 53 19 28 F. Arenoso

* Metodologias de andlisis: Textura: (Hidrémetro Bouyoucos), pH (Potenciémetro suspension sueloagua
1:2.5), MO=materia organica (Walkley y Black), P=fésforo extraible (Olsen), K=Potasio,
N=Nitrégeno y Mg= Magnesio (extraccion NaHCO3 0.5 M; 8.5 Fotometro)
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d) Parcelado
En el campo experimental se realiz6 el parcelado segun el nimero de tratamientos
y repeticiones, es decir 35 parcelas donde cada una de estas tenia un area total de
23,5 m2.

Largo: 2.7 m
Ancho : 3m
Calle : 1 m por lado

0.6 m 1.0m

2.7m

4.7m

. 3m R

5m

Area total 23.5m’

Figura 6. Croquis unidad experimental.

e) Siembra de Phaseolus vulgaris
La siembra de Phaseolus vulgaris fue 0,3 m entre planta y 0,6 m entre hilera tal

como muestra la Figura 6.

Etapa 2: LABORATORIO
a) Obtencion de las cepas bacterianas

Las cepas empleadas para el estudio fueron donadas por el laboratorio de Ecologia

Microbiana Marino Tabusso, a cargo de la Dra. Doris Zafiga Davila, de la UNALM.
Estas se fueron conservadas con glicerol al 30% a -20°C en el laboratorio de

Microbiologia Agricola de la UNSM.



Tabla 3
Cepas de bacterias en estudio
Cepa Rizobios
CIAT 899 Rhizobium tropici
Colombia Rhizobium sp.
PRF81 Rhizobium freirei
E10 Rhizobium sp.
Hg Rhizobium sp

a) Reactivacién de cepas

Se empled la técnica de estriado y purificacibn segun Somasegaran & Hoben
(1994). Las cepas fueron reactivadas del stock en conservacion a -20°C, fueron
sembradas por estrias en placas de Petri conteniendo agar YEM fresco e incubadas
a 30°C por un periodo de 2 a 3 dias ya que son rizobios de rapido crecimiento.

Luego fueron conservadas en refrigeracion hasta su uso.

b) Preparacién de pre-in6culo

Con el asa bacteriologica se tomaron dos o tres colonias de la placa de Petri
conteniendo las rizobios y fueron sembrados en frascos de 10 mm conteniendo 5

mm de caldo YEM (pH 6.8) e incubados a temperatura ambiente, en agitacion a

170 rpm por espacio de 2 dias.

35
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Figura 7. Proceso de elaboracion de pre-inoculante de cepas de Rizobium. a): Cepa de Rizobium
placa petri contiene la cepa E10 Rhizobium sp. b): Extraccion de la cepa E10 Rizobium sp. de la
placa petri c) y d): Flameado del tubo de ensayo que contiene caldo YEM e inoculacién de la cepa
E10 Rizobium sp. en medio del caldo YEM. e): Agitacion del pre- inoculo en agitador orbital para

la homogenizacion de la cepa E10 Rhizobium sp. en el caldo YEM. f): Obtencién del pre-inéculo.

C) Produccion de inéculo

Ya obtenido el pre-inoculante; se prepararon %2 L de medio de cultivo YEM, en
frascos de 1 L; se tomaron 10uL del pre-inoculo y se coloco en el inoculante; luego
se llevé al shaker para su crecimiento durante dos dias. Se tomaron muestras de

cada inoculante para saber la poblaciéon bacteriana de cada inoculante (> 5 x 10°
ufc/ml) al momento de la siembra.

Figura 8. Produccién de inéculo. a) Pre inéculo b) Indculo de Rhizobium.
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d) Evaluacién de la poblacién bacteriana

Con el objetivo de enumerar la poblacion de bacterias viables por ml de inoculante
liquido se realiz6 la enumeracion de la poblacion empleando el método de Miles et
al., (1938). Para lo cual se realizaron evaluaciones a las 0, 12, 24, 36, 42, 48, 60y
72 horas después de la inoculacion.

Se tomaron alicuotas de 100 pl del caldo YEM (0, 12, 24, 36, 42, 48, 60y 72 de
acuerdo a la hora) y se realizaron diluciones decimales en 900 ul de Solucién Salina
Fisiolégica Estéril (en crioviales), asi hasta realizar diluciones sucesivas
correspondientes (10, 102, 102..., 10°®). En una placa de Petri conteniendo medio
YEM (20 ml) servida con 2 dias de anticipacion, se dividio en 8 partes y se inéculo
30 pl de la dilucion en cada cuadrante. Se realizaron 4 repeticiones.

SURFACE DROP
(MILES + MISRA METHOD)

10° 10" .
10 10” f}ﬁ?’. P @ .\'

10° 10° “.‘ ,@ » 9 . /
10° | 10* e M Y

Figura 9. Conteo de colonias de bacterias crecidas.

Después de la inoculacion, se dejo 15 minutos para que sequen las gotas, luego
las placas se invirtieron y se llevo a la incubadora a 30°C por espacio de 3 dias.
Se contaron el nUmero de colonias crecidas cada dia de siembra.



38

e
b
‘ B,
Cc _
.
¥ §
[}
S e

’—
—
e o — i

Figura 10. Proceso para la evaluacién de bacterias a) Placas Petri con medio YEM para la
evaluacion de poblacién bacteriana, b) Frascos con inoculante ¢) Extraccién de inoculante d)
Caldo YEM e) Agitacion de medio YEM inoculado f) extraccion de alicuota de medio yen inoculado

g) Siembra de inoculante en placas.
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Para el célculo de las UFC/ml, se utilizé la siguiente formula:

# Células ml-1= 33 x # de colonias x Inverso de la dilucion

Siendo 33 el factor resultante de la division de 1ml por 0.03 el cual es 33.

e) Determinacion de Poblacién de Rizobio en muestra de suelo

Se pes6 100 g del suelo muestreado, y se diluyo en 900 ml de solucién salina
fisiologica estéril, constituyendo una dilucion al décimo (1/10). Se homogenizo
vigorosamente, durante 5 minutos.Ya obtenida la dilucion, se continuo con las
diluciones al cuarto (2 ml de dilucién anterior en 6 ml de solucion salina fisiolégica
estéril), de esa forma se completé las diluciones hasta 48. Cada andlisis se realizé
con 4 repeticiones. Se prepard con anticipacion 32 bolsas de crecimiento como
minimo (8 diluciones x 4 repeticiones), las cuales fueron sembradas con semillas
pre germinadas de frejol. Se rotulo la dilucion correspondiente, asi como el nimero
de tratamiento en cada bolsa de crecimiento, para evitar confusiones posteriores.
Luego se inoculo las bolsas a razén de 2 ml de dilucién correspondiente por semilla.
Se homogenizara el inoculo con la solucion nutritiva. Las bolsas inoculadas se
llevaron a una camara de luz con fotoperiodo, en donde permanecieron por 20 a 30

dias para la lectura de modulacion.
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Figura 11. Proceso de determinacién de Poblacion de Rizobio en muestra de suelo.

Una vez cumplido 25 dias se procedié al conteo de bolsas positivas para la
obtencién de la poblacién de rizobios en el suelo.
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Tabla 4
Numero de bolsas noduladas con suelo de Aucaloma
Diluciones Repeticiones TOTAL (+) a la cuarta I Il 1] v
4.1 + + + + 4
4. + + + + 4
4.3 + + + + 4
4.4 + + + - 3
4.5 - + + + 3
46 - + + + 3
4.7 - + - - 1
4.8 + -- - - 1
TOTAL 23
Tabla 5
Numero de rizobio estimado por el recuento de infeccidn de la planta, (After
vincent, 1970) diluciones a la cuarta (A = 4)
Tubos positivos Diluciones
n=4 n=2 s =10 s=8 S=6 s=4
40 20 >2.0 x
39 10°
38 19 2.0 x 10°
37 1.2
36 18 8.1 x 10%
35 5.5
34 17 3.8
33 2.6
32 16 1.8 >1.3 X
31 1.3 104
30 15 9.1x10%® 1.3x10%
29 6.3 7.9 x 103
28 14 4.5 5.1
27 3.5 3.5
26 13 2.2 2.4
25 1.6 1.7
24 12 1.1 1.1 >7.9 x
23 8.0x10% 8.0x10? 102
22 11 5.6 5.6 7.9 x 102
21 4.0 4.0 5.0
20 10 2.8 2.8 3.2
19 2.0 2.0 2.2
18 9 1.4 1.4 1.5
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17 1.0 1.0 1.0
16 8 7.1x10' 7.1x10t 7.2x10!
15 5.0 5.0 51
14 7 3.5 3.5 3.5
13 2.5 2.5 2.5
12 6 1.8 1.8 1.8
11 1.3 1.3 1.3
10 5 8.9x10° 8.9x10° 8.9x10°
9 6.3 6.3 6.3
8 4 4.5 4.5 4.5
7 3.2 3.2 3.2
6 3 2.2 2.2 2.2
5 1.6 1.6 1.6
4 2 1.1 1.1 1.1
3 7.2x101 7.2x10t 7.2x1071
2 1 4.4 4.4 4.4
1
0 0 <4.4. <4.4. <44,
101 101 101
Rango aproximado 5x10° 5 x 10* 5x10°
Factor de 95 % limites Fiducial (X, N=2 4.0
+) N=4 2.7

>5.0 x
101
5.0 x 10?1
3.2
2.0
1.4
9.6 x 10°
6.6
4.5
3.2
2.2
1.6
1.1
7.2x101
4.4

<4.4.
101
5 x 102

Para la determinacion de la poblacion se aplico la siguiente formula:

mxd

X =

v
2
Donde:
m = para la obtencion de este dato se observé la siguiente 000.
n (# de repeticiones) = 4 s (# de diluciones) = 8 d (la dilucién) = 4
Total, de unidades positivas = 23 d = La dilucién

v = Aplicacion de la solucidn en las bolsas

Aplicando la ecuacién tenemos:

mxd

v

8.0x10%x4
X=—ri =7

=1,6 x103
2
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Etapa 3: LABORATORIO - CAMPO
a) Inoculacion y siembra de semillas en campos experimentales

Se colocé el inoculante y las semillas de frejol en una bolsa de propileno 3 horas
antes de la siembra en campo (Figura 12); se tomaron muestras de semillas
inoculadas (15 semillas por tratamiento). Para observar la supervivencia de los
rizobios sobre la semilla, usando el método de Miles et al., (1938). Se colocaron 5
semillas inoculadas en un frasco de 10mm conteniendo 5mm de solucién salina
estéril, se agitaron y luego se procedié a hacer diluciones al décimo (101, 107,
103..., 10®) (Figura 12).

Figura 12. Inoculacion de semilla y siembra en campo experimental.
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Figura 13. Proceso de comprobacion de la supervivencia de Rizobium en las semillas de Panamito
inoculadas. a) Inoculacién de semillas con Rizobium b) 15 semillas extraidas para las pruebas de
comprobacion c) Placas Petri con medio YEM para la evaluacién de poblacion bacteriana, d) e) y f)
Extraccion de inoculante g) y h) Agitacién de medio YEM inoculado i) Siembra de inoculante en

placas.

También se evalud, la formacion de nédulos usando como sustrato vermiculita y
arena (1:2). Tomando las semillas inoculadas (2 semillas por vaso con sustrato de
vermiculita y arena con 6 tratamientos con 5 repeticiones). Para este proceso se
lavé la vermiculita y se empaqueto en bolsas de propileno para ser llevado a la
autoclave durante 60 minutos a 120 °C, se procedié de la misma manera con la
arena. Se utilizaron vasos de plasticos desinfectados con hipoclorito de sodio.
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Figura 14. Conteo de nddulos en raices de panamito. a) Vasos de plasticos con sustratos y
semillas en oscuridad b) Plantas germinadas y desarrolladas c) Raiz de panamito con nédulos.

Etapa 4: CAMPO

a) Control de malezas

Se realiz6 el control mecénico para la eliminacién de malezas durante el trabajo

experimental.

b) Fertilizacion

-7
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c) Cosecha

La cosecha se realiz6 a los 131 dias después de la siembra.

i

Figura 16. Parcela experimental de Phaseolus vulgaris.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Variables morfologicas

3.1.1. Vaina/planta (unid.)

EnTabla 6 y Figura 17 se muestra el Andlisis de Varianza y la Prueba de Fisher
(p<0,05) respectivamente, para el numero de vainas/planta (unid.) en Phaseolus
vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo. Datos transformados
Vx,

Tabla 6

Andlisis de varianza para el numero de vainas (unid) en Phaseolus vulgaris,

evaluados en condiciones de campo

F.V. SC gl CM F p-valor Sign.
Tratamientos 1,25 6 0,21 4,14 <0,0054 **
Bloques 0,16 4 0,04 0,81 0,5339 NS
Error 1,20 24 0,05

Total 2,16 34

NS = No Significativo; ** = Altamente significativo

R2=54% C.V =6,85% X = 10,74 unid.
16 -
d
Sl 1 ab
o]
S12 33 bc bc bc c c
=
210
S Z
g°
=Y . 2
? 6 13.16 11.93 1064 = pin
£ : lQ_.§l 10.09 9.82 927
= 4 ag Z
> a3k A
2 I 2
0 ke %
E10 Hg CIAT899 Colombia PRF81 N Testigo
Tratamientos

Figura 17. Prueba de Fisher (p<0,05) para el nimero de vainas/planta (unid.) en Phaseolus

vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo.
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El analisis de varianza (Tabla 8) para el numero de vainas/planta (unid) del cultivo
de frejol (P. vulgaris L.), indica que existen diferencias altamente significativas entre
los tratamientos, mostrando una media de 10,74 unid con un Coeficiente de
Variabilidad (C.V) de 6,85% y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 54%.

El analisis de comparacion de medias de Fisher (p<0,05) (Figura 17)
correspondiente al indice morfolégico, numero de vainas por planta, muestra que
el tratamiento E10 (Rhizobium sp.), presenté el mayor valor con promedio de 13
unidades; seguido del Tratamiento Hg (Rhizobium sp.) con 11 unidades de vainas
por planta. Todos los tratamientos inoculados con las cepas, presentaron
promedios superiores y estadisticamente diferentes en comparaciéon de los
tratamientos con Nitrogeno (N) y el testigo (sin inoculacion con las cepas), que
presentaron un valor promedio de 9,82 unid y 9,27 unid respectivamente. Estos
resultados muestran que las cepas tienen un potencial benéfico, favoreciendo el
namero de vainas por planta de frejol en condiciones de campo, observandose un
mayor numero de vainas aproximadamente de 141,96% y 120,4% mas que el
testigo, respectivamente.

El aumento del nUmero de vainas por planta estaria directamente relacionado con
la asociacion simbidtica establecida entre el sistema radicular del frejol y las cepas
de rizobio, datos que son similares a lo obtenido por Chipana et al. (2017) donde el
numero de vainas por planta fueron de 12.19 (2.5 x 10 ° cel g-1 suelo) y 12.05 (2.5
x 108 cel g-1 suelo). Este resultado confirma lo expresado por CantaroSegura et al.
(2019) , en distintas variedades de P. vulgaris L. tuvo diferencias altamente
significativas frente a los tratamientos nitrogenados y al testigo, ademas menciona
gue es una variable muy importante ya que esta directamente relacionado con el

rendimiento.

3.1.2. Peso fresco

En Tabla 7 y Figura 18 se muestra el Analisis de Varianza y la Prueba de Fisher
(p<0,05) respectivamente, para el peso fresco (g) en Phaseolus vulgaris, evaluados

a los 132 DDI en condiciones de campo. Datos transformados Vx,
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Tabla 7

Analisis de varianza para el peso fresco (g) de Phaseolus vulgaris, evaluados en
condiciones de campo

F.V. SC ol CM F p-valor Sign.
Tratamientos 5,30 6 0,88 2,89 <0,0290 *
Bloques 1,48 4 0,37 1,21 0,3336 NS
Error 7,33 24 0,31

Total 14,11 34

* = Significativo; NS = No significativo

R?= 48% C.V = 8,20% X = 45,85 g
70
a
60 T ab
%% ab bc
50
) %4 :I:- bc
: SRS
o 40 AREAN
172 SRR
8 SRS
G P
30 g
2 154.70|
5] 49.13 47.56
A
20 W 42.72 40.62
o) G
10 A A
AW o
0 \ RRRSN %
E10 Hg CIAT899 N Colombia PRF81 Testigo
Tratamientos

Figura 18. Prueba de Fisher (p<0,05) para peso fresco (g) de Phaseolus vulgaris, evaluados

a los 132 DDI en condiciones de campo.

El andlisis de varianza (Tabla 9) para peso fresco (g) de planta en P. vulgaris L.,
indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos, mostrando una
media de 45,85 g con un Coeficiente de Variabilidad (C.V) de 8,20% y un
Coeficiente de Determinacion (R?) de 48%, resultados que se encuentran dentro
del rango de dispersion aceptable para trabajos realizados en vivero segun Calzada
Benza (1964).

El analisis de comparacion de medias de Fisher (p<0,05) (Figura 18)
correspondiente al indice morfoldgico, peso fresco, muestra que el tratamiento E10
(Rhizobium sp.), presento el mayor valor con promedio de 54,70 g; seguido de los
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Tratamientos Hg (Rhizobium sp.) CIAT899 Y N con 49,13 g, 47,95 g y 47,56 g
respectivamente. Todos los tratamientos inoculados con las cepas y el nitrogenado,
presentaron promedios superiores y estadisticamente diferentes en comparacion
del testigo (sin inoculacién con las cepas), que presentaron un valor promedio de
38,27 g. Estos resultados muestran que las cepas y el control nitrogenado,
favorecen en el crecimiento y peso de la planta de frejol en condiciones de campo,
observandose un mayor peso fresco aproximadamente de 142,93%; 128,47%;

125,29% y 124,27% mas que el testigo, respectivamente.

No obstante Granda Mora et al. (2016), Se observaron mayores diferencias en los
parametros fisioldgicos en raices que en hojas de ambos genotipos, ya que este
parametro no fue significativo entre sus tratamientos. Estas variables se vieron mas
afectadas positivamente por la inoculacion con bacterias que tuvieron un efecto
significativo en los parametros del nédulo, lo que puede estar relacionado con los
mecanismos directos por los cuales estas bacterias secretan sustancias para
actuar en el sistema radicular e indirectamente en el sistema radicular. Hojas de
plantas, excepto que la cantidad de nitrogeno fijado en las hojas aumenta debido a
la eficiencia de la interaccion. Del mismo modo, Torres Gutiérrez et al., (2009) al
estimar la biomasa de los cultivos de leguminosas, no se observaron diferencias
significativas en el peso fresco y seco de las hojas entre los tratamientos de

inoculacién combinada y la inoculacién con rizobios.

3.1.3. Contenido de clorofila (unid. SPAD)

En Tabla 8 y Figura 19 se muestra el Analisis de Varianza y la Prueba de Fisher
(p<0,05) respectivamente, para el contenido de clorofila (unid. SPAD) en Phaseolus

vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo. Datos transformados

Vx,
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Tabla 8

Andlisis de varianza para el contenido de clorofila (unid. SPAD) en Phaseolus
vulgaris.

F.V. SC ol CM F p-valor Sign.
Tratamientos 0,09 6 0,01 0,79 0,5840 N.S
Bloques 0,36 4 0,09 4,88 0,0050 o
Error 0,44 24 0,02

Total 0,88 34

N.S = No significativo; ** = Altamente significativo

R?=50% CV=217% X = 38,64 unid. SPAD
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Figura 19. Prueba de Fisher (p<0,05) para contenido de clorofila (unid. SPAD) de Phaseolus

vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo.

El analisis de varianza (Tabla 10) para el contenido de clorofila (unid. SPAD) de
planta en P. vulgaris L., indica que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos, mostrando una media de 38,64 SPAD con un Coeficiente de
Variabilidad (C.V) de 2,17% y un Coeficiente de Determinacién (R?) de 50%,
resultados que se encuentran dentro del rango de dispersion aceptable para

trabajos realizados en vivero segun Calzada Benza (1964).
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El analisis de comparacion de medias de Fisher (p<0,05) (Figura 19)
correspondiente al contenido de clorofila en el cultivo de P. vulgaris L., muestra que
el tratamiento E10 (Rhizobium sp.), presento el mayor valor con promedio de 39,97
SPAD. Todos los tratamientos, presentaron promedios estadisticamente iguales,
pero numéricamente diferentes. Esto se debe al uso de suelo no esterilizado, por
lo que las poblaciones de rizobios asociadas con esta leguminosa probablemente
viviran alli para formar una interaccién simbioética efectiva. Esto prueba que ademas
de formar nédulos en las raices, también tienen un efecto positivo en el contenido

de clorofila de las hojas.

Napoles Garcia et al. (2016), menciona que mayores valores de nddulos junto con
un aumento de clorofila asociado al contenido de N, lo que indica un efecto positivo
de la induccion sobre la fijacidn de nitrdgeno. Las leguminosas comunes producen
y transportan nitrégeno en forma de urea, alantoina y acido alantoideo. Se cree que
la urea es mas favorable para el transporte de N desde los nédulos hasta las hojas.
Se ha demostrado que su sintesis requiere solo la mitad del ATP y menos carbonos
necesarios para la produccion de amidas, lo que otorga a estas leguminosas que

contienen ureido una ventaja sobre las amidas.

3.1.4. Peso de 100 semillas

En Tabla 9 y Figura 20 se muestra el Andlisis de Varianza y la Prueba de Fisher
(p<0,05) respectivamente, para el peso de 100 semillas (g) en Phaseolus vulgaris,

evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo. Datos transformados V.

Tabla 9
Andlisis de varianza para el peso de 100 semillas(g) de Phaseolus vulgaris,

evaluados en condiciones de campo.

F.V. SC gl CM F p-valor Sign.
Tratamientos 1,04 6 0,17 0,44 0,8415 N.S
Bloques 2,61 4 0,65 1,67 0,1907 N.S
Error 9,39 24 0,39

Total 13,04 34

N.S = No significativo

R?=70% CV=615% X =103,97¢g
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Figura 20. Prueba de Fisher (p<0,05) para el peso de 100 semillas (g) de Phaseolus

vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo.

El analisis de varianza (Tabla 11) para peso de 100 semillas (g) en el cultivo de P.
vulgaris L., indica que no existen diferencias significativas entre los tratamientos,
mostrando una media de 103,97 g con un Coeficiente de Variabilidad (C.V) de
6,15% y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 70%, resultados que se
encuentran dentro del rango de dispersion aceptable para trabajos realizados en

vivero segun Calzada Benza (1964).

El andlisis de comparacion de medias de Fisher (p<0,05) (Figura 20)
correspondiente al peso de 100 semillas, todos los tratamientos, presentaron
promedios estadisticamente iguales, pero numéricamente diferentes donde se
muestra que el tratamiento E10 (Rhizobium sp.), presento el mayor valor con
promedio de 108,65 g en comparacion del testigo (sin inoculacién con las cepas),
gue presentaron un valor promedio de 98,38 g. Estos resultados muestran que las
cepas y el control nitrogenado; tuvieron efecto en el cultivo, favoreciendo en el
peso de las semillas de la planta de frejol en condiciones de campo, observandose

un mayor peso aproximadamente de 110,4% a comparacion del testigo.

Datos similares obtuvieron Cantaro-Segura et al. (2019) donde mencionan que el
peso aproximado de cien granos fluctua entre 49.133 gramos y 61.333
gramos.Siendo el peso de 100 granos promedio de 55.573g . No obstante Olivera
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citado por Dulanto (1997), considera el peso de 100 semillas como un factor de

produccion aparentemente no es importante siempre que otros componentes del

rendimiento, como vainas por planta y semillas por vaina, sean de alto valor..

3.1.5. Rendimiento

En Tabla 10 y Figura 21 se muestra el Andlisis de Varianza y la Prueba de Fisher

(p<0,05) respectivamente, para el rendimiento (kg) en Phaseolus vulgaris,

evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo. Datos transformados Vx.

Tabla 10

Andlisis de varianza para el rendimiento (kg) en Phaseolus vulgaris, evaluados en

condiciones de campo

F.V. SC gl CM F p-valor Sign.
Tratamientos 143,02 6 23,84 6,71 <0,0003 *x
Bloques 21,18 4 5,29 1,49 0,2366 N.S
Error 85,30 24 3,55

Total 249,49 34

N.S = No significativo; * = Significativo; ** = Altamente significativo

R2=66 % C.V =5,69% x =1104,86 kg.
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Figura 21. Prueba de Fisher (p<0,05) para rendimiento (kg) de Phaseolus vulgaris,

evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo.
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El andlisis de varianza (Tabla 12) para el rendimiento (kg) en el cultivo de P. vulgaris
L., indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos, mostrando
una media de 1104,86 kg con un Coeficiente de Variabilidad (C.V) de 5,69% y un
Coeficiente de Determinaciéon (R?) de 66%, resultados que se encuentran dentro
del rango de dispersion aceptable para trabajos realizados en vivero segun
(Calzada Benza, 1964).

El analisis de comparacion de medias de Fisher (p<0,05) (Figura 21)
correspondiente al indice morfologico, rendimiento, muestra que el tratamiento E10
(Rhizobium sp.), presento el mayor valor con promedio de 1257,5 kg; seguido de
los Tratamientos Hg (Rhizobium sp.) CIAT899, Colombia y N con 1225,68 kg,
1127,58 kg, 1115,83 kg y 1104,83 kg respectivamente. Todos los tratamientos
inoculados con las cepas y el nitrogenado, presentaron promedios superiores y
estadisticamente diferentes en comparacion del testigo (sin inoculacion con las
cepas), que presentaron un valor promedio de 822,31 kg. Estos resultados
muestran que las cepas y el control nitrogenado, tuvieron mejores resultados en el
rendimiento en el cultivo de frejol en condiciones de campo, observandose 152,92
%; 149 %; 137,12 %, 135,69 % y 134,35 % mas que el testigo, respectivamente.

3.2. Variable biolégica

3.2.1. Numero de nodulos (unid.)

La Tabla 11 y la Figura 22 muestran el Andlisis de Varianza y la Prueba de
Fisher(p<0,05) respectivamente, para el numero de nodulos (unid.) en Phaseolus
vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo. Datos transformados

Vx,
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Tabla 11

Andlisis de varianza para el niumero de esporas (unid.) en leguminosas de

cobertura, evaluados en condiciones de vivero

F.V. SC ol CM F p-valor Sign.
Tratamientos 64,60 6 10,77 36,60 <0,0001 *x
Bloques 0,87 4 0,22 0,74 0,5766 NS
Error 7,06 24 0,29

Total 72,53 34

N.S = No significativo; ** = Altamente significativo

R2=90 % CV=12,34% X = 21,40 unid.
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Figura 22. Prueba de Fisher (p<0,05) para el nimero de ndédulos (unidades) en Phaseolus
vulgaris, evaluados a los 132 DDI en condiciones de campo.

El analisis de varianza (Tabla 13) para el nUmero de nddulos (kg) en el cultivo de
P. vulgaris L., indica que existen diferencia altamente significativa entre los
tratamientos, mostrando una media de 21,4 unid. con un Coeficiente de Variabilidad
(C.V) de 12,34 % y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 90%, resultados que
se encuentran dentro del rango de dispersion aceptable para trabajos realizados
en vivero segun Calzada Benza (1964).
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El analisis de comparacion de medias de Fisher (p<0,05) (Figura 22)
correspondiente al indice biolégico, numero de nédulos, muestra que el tratamiento
E10 (Rhizobium sp.), presento el mayor valor con promedio de 50,5 unid.; seguido
de los Tratamientos CIAT899 (Rhizobium sp.) y Hg con 25,30 unid y 24,50 unid
respectivamente. Todos los tratamientos inoculados con las cepas, presentaron
promedios superiores y estadisticamente diferentes en comparacion a los
tratamientos nitrogenado y el testigo (sin inoculacidbn con las cepas), que
presentaron un valor promedio de 8,9 unid y 8,1 unid respectivamente. Estos
resultados muestran que las cepas, tuvieron respuesta a la inoculacion en el cultivo
de frejol en condiciones de campo. Estos resultados corroboran lo mencionado por
Granda-Mora et al., (2017) donde obtuvieron mayor cantidad de nédulos ante la
inoculacién de frejol con Rhizobium. A diferencia de, Trabelsi et al. (2011) y Ahmed
et al. (2016) que obtuvieron 27 y 28 nodulos por planta, respectivamente, en este
trabajo de investigacion el tratamiento E10 (Rhizobium sp.) obtuvo 50 unidades de

nodulos por planta de Phaseolus vulgaris Vr Panamito.

Este proceso de nodulacion es explicado por N4poles Garcia et al. (2016), quien
dice que la interaccién Rhizobium-leguminosas se basa en un complejo intercambio
de sefales que se mantiene a lo largo de la simbiosis, y solo la combinacion
adecuada garantiza una simbiosis eficaz. Estas plantas secretan flavonoides que
son reconocidos por bacterias compatibles e inducen sus genes nod. Codifican
proteinas que sintetizan y exportan lipoquitooligosacaridos, llamados factores Nod.
Los factores de asentimiento activan el proceso de infeccion e inician la divisién
celular en la raiz del nédulo y también estan involucrados en la fijacién biolégica de

nitrégeno..

En el caso de los tratamientos que no fueron inoculados, se observaron nédulos en
los pelos radicales de las plantas similar a lo encontrado por Chipana et al. (2017),

lo que puede evidenciar que existen nativos simbiontes para P.vulgaris L.
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CONCLUSIONES

El efecto de la inoculacion de Rhizobium fue eficiente en la fijacion biolégica
de nitrogeno sobre los parametros de rendimiento de Phaseolus vulgaris var.
Panamito en condiciones de campo, mostrando mejor resultado en las

variables morfologicas, bioldgicas y de rendimiento.

Se logré la produccion de inoculantes liquidos para las cepas CIAT 899
(Rhizobium tropici), PRF81 (Rhizobium freirei) originaria de Brasil, cepa E10
(Rhizobium sp.) de origen Peruano-Lima, cepa Colombia (Rhizobium sp) y
la cepa Hg (Rhizobium sp. originaria de Cuba) que fueron utilizados en la

etapa metodoldgica de la investigacion

El desempefio simbibtico de la cepa E10 resaltd en los pardmetros
morfolégicos, bioldgicos y de rendimiento, seguido de las cepas Hg,
CIAT899, Colombia y PRF81, diferenciandose del tratamiento nitrogenado y
testigo. Esto debido al origen de la cepa y su facilidad de adaptarse al

ecosistema.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar la metodologia desarrollada en esta investigacion
para la produccion de inoculantes de Rhizobium sp. a escala comercial, para
sustituir la fertilizacién nitrogenada del cultivo de Phaseolus vulgaris, siendo

esta una alternativa ecologica para la agricultura.

Se recomienda realizar méas investigacion utilizando al mejor tratamiento
(E10) y cepas nativas.
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