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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion se llevo a cabo en la provincia de Cotopaxi Parroquia
Eloy Alfaro campus Salache, con una altura de 2.700 msnm en la Universidad Técnica de
Cotopaxi en el laboratorio de la carrera de Ingenieria Agronémica se realizo la evaluacion de
un manual para la conservacion y multiplicacion de la bacteria Rhizobium spp (Cotopaxi y
Tungurahua), inoculando en el Lupinus a dos disoluciones las cuales son (1cc) y (2cc)
sumergiendo por semilla en la variedad (Andino), con la finalidad de formar nddulos en las
raiz ( FBN), obteniendo ya las dosis necesarias se aplico en el campo con un disefio
experimental de bloques completos al azar DBCA, con un arreglo factorial de 2x2+1 con tres
repeticiones. Con analisis de varianza ADEVA, para jerarquizar a los tratamientos y para los
resultados significativos se aplico la prueba Tukey al 5%. Actuando el Rhizobium en la fase
fenoldgica inicial del Lupinus (chocho), al cultivo se obtuvo bajo condiciones controladas,
teniendo una M.O inicial de 2,5%. Donde se obtuvo los resultados de germinacién con un 100%
a los 13 dias entre las dos cepas, obteniendo en primer lugar a la D2 con una altura de 38,31a
los 66 dias, ademas teniendo en cuenta el nimero de hojas y la floracion en un alto rango con
la cepa Cotopaxi con dosis (2cc). Donde el diametro y la nodulacién tienden a dar en primer
lugar a la cepa Tungurahua con dosis (2cc). De acuerdo al numero de nodulos formados en las
dos dosis tiene como resultado en la cepa (Tungurahua) dosis (2cc) con un nimero total de 76
nédulos en el tratamiento TD2 manteniéndose en el rango (A) con una media de 4,06 y el
tamafio de nddulos fue entre 0,4mm a 0,7mm, con condiciones controladas del Rhizobium de
25 a 30°C con una HR de 21%. La variedad INIAP-450 (Andino) necesita de dosis moderada
en la aplicacion de la bacteria al sumergir.

Palabras clave: Dosis, Cepas, Inoculacion, Rhizobium, (FBN), Raiz, Nédulos.
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THEME: "EVALUATION OF TWO STRAINS (COTOPAXI AND TUNGURAHUA)
OF RHIZOBIUM SPP AT TWO DOSES IN CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweet) VAR.
INIAP-450 (ANDINO), CEASA-COTOPAXI, 2021-2022"

AUTHOR: Changoluisa Sangoquiza Jesica Paola

ABSTRACT

This research project was carried out at Cotopaxi province, Eloy Alfaro Parish, Salache campus,
at an altitude of 2,700 meters above sea level at Technical University of Cotopaxi. Agronomy
Engineering career laboratory, a manual evaluation for conservation and multiplication of
Rhizobium spp bacteria (Cotopaxi and Tungurahua) was carried out, inoculating in Lupinus to
2 solutions which are (1cc) and (2cc) submerging by seed at (Andino) variety, with the purpose
to form nodules in the root (FBN), obtaining necessary doses, in field with an experimental
design of complete random blocks DBCA was applied, with a factorial arrangement of 2x2+1
with three repetitions. ADEVA variance analysis was used to rank treatments and 5% Tukey
test was applied for significant results. Acting the Rhizobium at initial phenological phase of
Lupinus (chocho), the crop was obtained under controlled conditions, having an initial M.O. of
2.5%. Where germination results were obtained with 100% at 13 days between two strains,
obtaining in first place D2 with a height of 38.31 at 66 days, also taking into account the number
of leaves and flowered in a high range with Cotopaxi strain doses with (2cc). Where diameter
and nodulation tend giving the first place to Tungurahua strain with doses (2cc). According to
the number of nodules formed in two doses results in the strain (Tungurahua) dose (2cc) with
a total number of 76 nodules in treatment TD2 keeping in the range (A) with a mean of 4.06
and the nodule size was between 0.4mm to 0.7mm, with Rhizobium controlled conditions of
25 to 30°C with a RH of 21%. The variety INIAP-450 (Andean) requires moderate dosage in
the application of the bacteria when submerged.

Keywords: Dosage, Strains, Inoculation, Rhizobium, (FBN), Root, Nodules.
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1. INFORMACION GENERAL.
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spp a dos dosis en el Chocho (Lupinus mutabilis sweet) VAR. INIAP - 450 (Andino)
CEASA, COTOPAXI 2021-2022.”
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Institucion: Universidad Técnica de Cotopaxi.
Campus Salache.

Canton: Latacunga

Provincia: Cotopaxi
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Lector 3: Ing. Mg. Diana Elizabeth Toapanta Gallegos. CC: 1002749800
Autor del proyecto: Changoluisa Sangoquiza Jesica Paola. CC: 050366340-3
Correo electronico: jesica.changoluisa3403@utc.edu.ec

Area de Conocimiento.

Agricultura — silvicultura y pesca — biodiversidad — Postcosecha.

Linea de investigacion:

Desarrollo y Seguridad Alimentaria

Se entiende por seguridad alimentaria cuando se dispone de la alimentacion requerida
para mantener una vida saludable. El objetivo de esta linea es la investigacion sobre
producto, factores y procesos que facilitan el acceso de la comunidad a alimentos

nutritivos e inocuos y supongan una mejora de la economia local.

Sub lineas de investigacion de la Carrera:

Produccién Agricola Sostenible; Tecnologias aplicadas a la agricultura.
Linea de Vinculacion.

Gestion de recursos naturales, biodiversidad, biotecnologia y genética para el desarrollo

humano social



2. INTRODUCCION.
La siguiente investigacion se realiz6 en la provincia de Cotopaxi Parroquia Eloy Alfaro campus
Salache de la Universidad Técnica de Cotopaxi, lugar donde se siembra y se realiza la
produccion y conservacion de la semilla del chocho (Lupinus mutabilis sweet) en el area de
Granos Andinos, donde se ha observado la necesidad que atraviesa el cultivo por los escasos
niveles de macronutrientes que no contienen el suelo de la institucion y uno de ellos son las
bacterias fijadoras de Nitrogeno (BFN) siendo una privacion del cultivo de chocho para tener
un incremento de desarrollo y produccion aceptable para la Universidad y presentar semillas de

alta calidad a los habitantes.

Basando en la evaluacion de dos cepas de Rhizobium provenientes de Cotopaxi y Tungurahua,
la cual sera inoculada mediante sumersion en la semilla del chocho (Lupinus mutabilis Sweet)
INIAP-450 bajo condiciones controladas. Los aspectos tomados en cuenta en la investigacion
fue la ecologia, elaboracion de un manual sobre los procesos de la multiplicacion del Rhizobium
en el laboratorio de Agronomia de la Universidad Técnica de Cotopaxi e inoculacion de la
bacteria a dos dosis (1cc-2cc) para las dos cepas y realizar la toma de datos expuestos en los
factores en estudio, la informacidn de datos se ingresé en el programa Excel una vez disefiada

la tabla para el registro de campo.

Con la cooperacion de la ingeniera encargada del Laboratorio de Ingenieria Agrondémica se
establecid los protocolos de la multiplicacion del Rhizobium. Ademéas se establecera
informacion para realizar un manual practico que ayude al entendimiento sobre la bacteria

Rhizobium Cotopaxi y Tungurahua.

La utilizacion de microorganismos benéficos como son los rizobios, involucra una cadena de
procesos para la reproduccion y multiplicacion masiva. Segun la preparacion de materiales y

medios de cultivo con las técnicas de multiplicacion.

El manual elaborado contiene la descripcion de los procesos y pasos para realizar la

multiplicacién del Rhizobium y ser utilizado como inoculante.

El proposito de esta investigacion es lograr atestiguar que la inoculacion de la bacteria
Rhizobium favorece a una planta hospedera (leguminosas) y son genéticamente estables en las
fases fenoldgicas de la planta inoculada y beneficios favorables de costos para los productores

del Lupinus.



3. PROBLEMATICA.

En el transcurso de los afios el cultivo del chocho ha obtenido un bajo incremento a mediados
del siglo X1X en lo que se destina a la alimentacion, sembrando Unicamente en las alturas de la
serrania del Ecuador, utilizando Unicamente como abonos verdes para la mejora y rendimiento
de terrenos 0 como cerco protector de otros cultivos, corroborando que en la Sierra el cultivo
de chocho era practicamente nulo, una vez el tallo o el follaje de la planta del chocho en el
tiempo de secarse solian utilizar como abono que benefician a los terrenos y alin mas si su
follaje esta en verde, cuando sus tallos estan secos son utilizado como combustible, esto se da
cuando existe escases de lefia demostrando que en algunos agricultores no existe el interés de
este cultivo.(Estrella, 1998)

En algunos articulos o investigaciones realizadas se dice que, en la mayoria de los casos, la
siembra del chocho se puede realizar sin preparar el suelo y no hace falta la seleccidon de semilla
o adquisicion de semilla certificada ya que con semilla de mala calidad se puede obtener un
cultivo de chocho para la produccion; ademas, el agricultor solo regresa a la cosecha. (El
Telégrafo Ecuador, 2016)

El uso discriminado de los fertilizantes nitrogenados en la agricultura ocasiona contaminacion
cuando aplican estos fertilizantes, la planta no la aprovecha en su totalidad. La mejor opcion es
FBN (fijacion bioldgica del nitrogeno), siendo una opcidn natural de sintesis y asimilacion del
(N) con la bacteria Rhizobium, siendo una forma de fertilizacion alternativa para mejorar los
suelos y aumentar la capacidad de la formacion de nodulos en la raiz del chocho (Lupinus

mutabilis Sweet) y de las demas leguminosas.

Donde se ha concretado el uso de la bacteria Rhizobium spp ya que fija este macronutriente en
mayores cantidades al suelo provocando un mayor desarrollo de las plantas inoculadas. Las
cepas de Rhizobium (Cotopaxi y Tungurahua) se inocularon para la verificacion de su grado de
colonizacién y su adaptabilidad.



4. JUSTIFICACION.

El presente proyecto de investigacion, con el tema: “Evaluacion de dos cepas (Cotopaxi y
Tungurahua) de Rhizobium spp a dos dosis en el chocho (Lupinus mutabilis Sweet) VAR.
INIAP - 450 (Andino), CEASA - Cotopaxi, 2021-2022.” Tiene como finalidad evaluar la
presencia y existencia de nddulos mediante la inoculacion de las dos cepas de la bacteria
Rhizobium en la semilla del chocho, buscando una alternativa en mejorar la  formacion de
nédulos en las raices de esta planta, por lo que se considerd que la presente investigacion dara
una solucion a este cultivo donde exista un bajo nivel de nitrégeno en el suelo y mejorar estas
condiciones mediante la inoculacién de las dos cepas del Rhizobium (Cotopaxi y Tungurahua)
inoculadas en la semilla mediante sumersion a dos dosis (1cc-2cc) para verificar exactamente

que dosis tubo excelentes resultados y es méas aceptable a la planta.

Lo que se pretende alcanzar con la inoculacion del Rhizobium en el chocho, es ayudar a fijar el
nitrégeno en el suelo y aumentar la nodulacion en sus raices para obtener un alto crecimiento y
produccion, asi ayudando a suelos que presentan bajos niveles de nitrégeno y disminuir la

contaminacion del control quimico aplicados en la agricultura.

Establecer una tecnologia alternativa con el uso de microorganismos beneficos en leguminosas
como es en la bacteria Rhizobium que sean realizadas mediante una sintesis de en la fijacion
del nitrégeno con las disoluciones del Rhizobium en la semilla del Lupinus, ayudando asi al
agricultor que se dedica a este cultivo a cambiar el método de manejo agronémico y aplicando
el inoculo de Rhizobium a este cultivo para no depender de controles quimicos y disminuir la

contaminacion del suelo y agua, mejorando su economia u produccion en el chocho.

5. BENEFICIARIOS
Beneficiarios directos

Los beneficiarios de este proyecto de investigacion son los productores del cultivo del chocho,
donde se siembran este tipo de cultivos en las distintas comunidades, pueblitos, parroquias y
provincias del Ecuador.

Beneficiarios indirectos

Profesionales de la carrera de agronomia de la Universidad Técnica de Cotopaxi y los
estudiantes del nivel académico de ingenieria agronémica



6. OBJETIVOS

6.1.0bjetivo General

e Evaluar las dos cepas de Rhizobium spp, Cotopaxiy Tungurahua a dos dosis

en el (Lupinus mutabilis Sweet) en la variedad, INIAP-450 Andino.

6.2.0bjetivos Especificos

e Comprobar la adaptabilidad de las dos cepas Rhizobium (Cotopaxi y
Tungurahua) en el Lupinus Var. INIAP-450 (andino).

e Determinar la mejor dosis de los inoculos aplicados en el cultivo del
Lupinus.

e Identificar el nimero de nodulos de Rhizobium formados en la raiz por cada
cepa y dosis.

e Establecer un manual sobre los métodos adecuados para la multiplicacion

del Rhizobium spp.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS CON RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANEADOS.
Tabla 1. Objetivos y actividades a realizar

ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS:

OBJETIVO 1

ACTIVIDADES

RESULTADO DE
LA ACTIVIDAD

MEDIOS DE
VERIFICACION

Comprobar la adaptabilidad
de de
Rhizobium (Cotopaxi Yy

las dos cepas
Tungurahua) en el Lupinus

INIAP-450 (andino).

Observar el proceso
de crecimiento del
cultivo con la dos

dosis aplicadas.

Siembra

Determinar la
efectividad si las
dosis fueron las

correctas.

Libro de campo

Fotografias

OBJETIVO 2

ACTIVIDADES

RESULTADO DE
LA ACTIVIDAD

MEDIOS DE
VERIFICACION

Determinar la mejor dosis
de los indculos aplicados en

el cultivo del Lupinus.

Observar el
crecimiento antes y
después del inoculo

% de germinacion
Altura de planta

Diametro de tallo

Libro de campo

: Fotografias
en el cultivo. )
Numero de hojas
verdaderas
RESULTADO DE | MEDIOS DE
OBJETIVO 3 ACTIVIDADES LA ACTIVIDAD |VERIFICACION
Extraccion de la

Identificar el nGmero de| raiz del chocho. , Libro de campo.

nédulos de  Rhizobium Numero de nodulos

Toma de muestras

contados para cada

formados en laraiz por cada|  de nodulos. cepa de Rhizobium Fotografias.
cepa y dosis. Observar los
ndédulos.
RESULTADO DE | MEDIOS DE

OBJETIVO 4 ACTIVIDADES LA ACTIVIDAD |VERIFICACION
Establecer un manual sobre | Adquisicion de las Fotoarafias

] cepas. g
los métodos adecuados para Preparacion de la
la  multiplicacion  del disolucion. Medios de cultivo. Manual

Rhizobium spp.

Cepas multiplicadas
de Rhizobium.

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)




8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1.Generalidades del cultivo de Chocho (Lupinus mutabilis sweet).
Origen.

Imagen 1. Imagen 1. Origen del chocho
Y Y

(Lupinus mutabilis Sweet).

A G

Fuente: (Changoluisa, 2022)

El chocho es una leguminosa que cultivaban los antiguos pobladores de la region andina central.
Se cree que el cultivo de lupinus comenzo alrededor del 2200 al 2500 a.C. Las culturas egipcia
y andina domesticaron diferentes especies de lupinos: lupinos egipcios y lupinos andinos. Estas
especies estaban incluidas en la dieta de estas culturas, y los pueblos indigenas de los Andes,

desde Colombia hasta Bolivia, comian lupinos en grandes cantidades.(Villacrés et al., 2006)

El género lupinus se compone con alrededor de 200 especies distribuidas en américa. (Angulo,
2015) EIl chocho crece en zonas agroecoldgicas aridas y arenosas (como cualquier cultivo,
produce dependiendo el rendimiento del suelo), ubicado en 2.600 y 3.400 msnm de altitud, con
una precipitacion anual de 300 a 600 mm anuales, la temperatura fluctta entre 7° C y 14 °C.
(Inoue, 2015).

El mejoramiento se realizé por evaluaciones en la variedad INIAP-450 ANDINO se obtuvo de
una poblacién de genoplasma introducida desde Pert en 1992. (Andino, 1999). Mejorado en
1993 con un triple truco, se consideré comprimible y se introdujo en la biblioteca INIAP
Primarca.(Caicedo C, Murillo A, Peralta E, Pinzon J. Rivera M. 1999)

(La Hora, 2016). El ciclo vegetativo de esta leguminosa se cumple entre los seis y ocho meses
segun la variedad.citado por (Rivera Roldan, 2017) Menciona que el ciclo vegetativo varia entre
150 y 360 dias dependiendo el genotipo y se toma en cuenta la maduracion antes de germinar.



8.2.Clasificacion taxonémica.

Tabla 2. Taxonomia y morfologia del cultivo de chocho.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Leguminosae Fabaceae
Subfamilia: Faboideae

Genero: Lupinus

Subgénero: Platycarpos (wats.) kurl.
Especie: L. mutabilis

Nombre cientifico: Lupinus mutabilis Sweet
Nombre comun: Tarwi, chocho

Fuente: (Almeida, 2015)

8.3.Ventajas del cultivo de chocho
Este cultivo se siembra y se cultiva principalmente en altitudes entre 2.000 y 3.800 msnm, en
climas templados y frios siendo una de las ventajas principales en cultivar en cualquier region.
Por su alto contenido proteico y la facilidad en adaptarse en cualquier suelo aportando
nitrégeno.(Tapia Nufiez, 2015).

Considerando el valor proteico y caldrico, su alto contenido de alcaloides (esparteina, lupinina,
lupanidina). Algunos agricultores utilizan el agua de coccion del Lupinus como laxante y como
controlador de plagas en plantas, es importante incorporar plantas de lupinus en su estado de
floracién e incorporar en el suelo y utilizar como abonos verdes que ayuda a la retencién del
agua en el suelo. Este cultivo ayuda a suelos erosionados para la conservacién de los mismos,

el lupinus fija aproximadamente de 50 a 200 kg/ha al afo. (Rivera Roldan, 2017).

8.4.Desventajas del cultivo de chocho
El mal manejo de suelos en tiempos antiguos y el uso de excesivo de agroguimicos se ha
conducido a un desequilibrio microbiano del suelo, en lo que afecta a la degradacion de sus

propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Deficiencia de minerales y humificacién de materia
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organica del suelo también el el incremento de la incidencia de las enfermedades
radiculares.(Omar et al., 2018).

8.5.Requerimientos edafoclimaticos.

Tabla 3. Requerimientos edafoclimaticos del cultivo del Lupinus.

Clima: Area moderadamente frias.
Temperatura: 7° C - 14°C.
Pluviosidad: 350-800 mm.
Altitud: 2.500 a 3.500 m.s.n.m.
Tipo de suelo: Francos.

Francos arenosos.
PH: 5.5a7.00

Fuente: (Jose, 2015).

8.6. Capacidad del Lupinus (Chocho) para mejorar la fertilidad del suelo.
El Lupinus debido a su alto contenido proteico, tiene la gran capacidad de movilizar
macronutrientes en la cuales es la alta calidad en fibra, calcio, fosforo, hierro, zinc que se
encuentran fijados en el suelo, esto se debe a que el lupinos obtiene un sistema de exudados de
acidos citricos en el sistema radicular y es una de las leguminosas que sustituyeron a los
productos de origen animal como son (carnes, leche, huevos, etc.). Es un alimento estratégico
en lucha de la desnutricion rural y urbana, el lupinus tiene una gran efectividad en fijacion del

nitrégeno ayudando a recuperar a suelos con escases de este elemento.(Suquilanda, 2009).

Las revisiones bibliograficas nos permite establecer que el cultivo de Lupinus aumenta la

fertilidad del suelo: la cual se demostraré en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Rendimiento y fertilidad de nitrogeno al suelo.

TIPO DE MATERIA RENDIMIENTO FERTILIDAD del suelo

(acumulacion de N)

Grano e 25a3.5tha. e 100 a 250 kg/ha.

e 30 kg de oxido

. e 3 a 8 toneladas de fosforico.
Residuos postcosecha
. _ materia organica. e 50 kg de d6xido de
(raices y rastrojos).
potasio.

Fuente: (ABRIL PORRAS, 2015)

8.7.Etapas fenologicas.
Segun (Caicedo Carlos, 2001).Determina los estados vegetativos de la planta desde la siembra

hasta la cosecha.

8.7.1. Emergencia

Se considera emergencia cuando los cotiledones emergen del suelo.

8.7.2. Cotiledonar
Los cotiledones comienzan a abrirse de forma horizontal en los dos lados y aparecen los

primeros foliolos enrollados en el eje central.

8.7.3. Desarrollo
Comienza el aparecimiento de hojas verdaderas hasta la presencia de la inflorescencia
(2 cm de longitud).

8.7.4. Floracion

Inicio en la apertura de las flores.

8.7.5. Reproductivo

Empieza del inicio de la floracion hasta la completa maduracion de la vaina.

8.7.6. Envainamiento
Formacion de vainas (2cm de longitud).
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8.7.7. Cosecha:
Maduracion (grano seco).

8.8.Descripcién botanica.

8.8.1. Frutosy semilla.
El Lupinus estd dentro de vainas alargadas de 5 al2 cm y varian de formas como: redonda,
ovalada a casi cuadrangular, y miden entre 0,5 a 1,5 cm en cada vaina se puede encontrar de 3
a 5 granos, un kg tiene de 3.500 a 5.000 semillas.

8.8.2. Inflorescencia.
Es un racimo fertilizada donde la flor mide de 1.2 cm de longitud y tiene forma de papilionaceas,

los pétalos varian dependiendo en el color blanco al purpura.(Barrera Eisy, 2015).

8.8.3. Hojas.
Son digitadas, compuestas, pecioladas de cinco o mas foliolos.(Villacrés et al., 2006)

8.8.4. Tallos y Ramificaciones.
Presenta una estructura Unica de distintos niveles de floracion, el tallo principal termina en la
inflorescencia al igual que las ramas que siempre termina en la inflorescencia y la ramificacion

se origina de yemas axilares de las hojas.(José, 2015)

8.9.Raices y nddulos del Lupinus (chocho).

8.9.1. Raiz.
Se sabe que como leguminosa, el chocho o tarwi 0 como otra planta desempefia un rol de sostén
y transporta la savia del suelo hasta todos sus 6rganos y se caracteriza por que posee una raiz
pivotante vigorosa y profunda que en algunas investigaciones realizadas sobre esta raiz ha
llegado hasta los 3m de profundidad dependiendo la variedad. (Tapia & Fries, 2007).

8.9.2. Nitrégeno en la planta.

El nitrégeno es importante en la planta y forma parte de las proteinas, y otros compuestos
organicos como son las coenzimas, vitaminas, acidos nucleicos, entre otros. El nitrdgeno es
fundamental en la sintesis de la planta y utiliza la luz del sol como fuente de energia para la
realizacion de las funciones metabolicas como la absorcion de nutrientes, las hojas son las mas
ricas en contenido de nitrdgeno y disminuye el contenido en la etapa de la floracion. Al avanzar
la edad disminuye la cantidad de nitrogeno y a la vez se incrementa la celulosa (Este elemento
es el que son encarga del color, crecimiento de hojas, generen frutos y semillas adecuadas.
(ZARATE, 2016)
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8.9.3. Nodulacion en la raiz.

La nodulacion en la raiz se desarrolla a partir del quinto dia después de la germinacion, esta se
desarrolla un proceso de simbiosis junto con las bacterias nitrificantes que se encuentran en el
suelo, para asi formar nédulos de varios tamafios entre 1 a 3 cm. Demostrando que tenemos un
suelo con presencia de bacterias, a estas bacterias se las conoce como Rhizobium ya que el
lupinus acttan con gran efectividad en el eje central de la raiz o relacionandose con las plantas
mas vigorosas y productivas. Pero hay que tomar en cuenta que, si deseamos alcanzar nddulos
de hasta 3 cm, debemos seleccionar las condiciones climaticas y de suelo semejantes que este
cultivo requiere ya que, si logramos alcanzar estos factores, los nédulos no solo se van a formar
en la raiz primaria sino también en la ramificacidn radicular e incluso se formaran en las raices
secundarias. (ECOGRAINS & Cultivos Andinos — FAQO, 2014)

8.10. Manejo agronémico de la variedad del Lupinus INIAP- 450 ANDINO.
Tabla 5. Manejo agronémico y recomendaciones sobre la variedad Andino.

Tamario: Medio

Cosecha: Entre los 6 y 7 meses

Susceptible: Plagas y enfermedades foliares y radiculares
Rinde: 14 quintales por hectarea

Rinde: Superior en 211 % al promedio de ecotipos locales
Didmetro de grano: 8 mm

Color: Crema

Forma: Redondo

Zonas recomendadas: Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo

Altitud: 2700 a 3400 m

Epoca de siembra: Diciembre-marzo/septiembre-noviembre
Cantidad de semilla/ha: | 60 a 80 kg

Distancia de siembra: 60 cm entre surcos y 25 a 30 cm entre sitios
Cantidad de 3 semillas/sitio

siembra/semilla:

Fertilizacion : 60 kg de P (3 sacos de 18-46-00)




Principales plagas:

Trozador, Barrenador del tallo, Gorgojo

Enfermedades comunes:

Rhizoctonia spp

Foliares: Roya, Antracnosis y Ascochyta.

Radiculares: Fusarium oxisporum, Pythium spp y

Recomendaciones:

Para el control de malezas puede ser manual o quimico
y para control de plagas y enfermedades se recomienda

utilizar productos comerciales.

8.11. Enfermedades del Lupinus.

14

Fuente: (Caicedo et al., 1999)

En el Ecuador se han realizado investigaciones para avanzar sobre el conocimiento de las

enfermedades que afectan al cultivo y se han realizado estudios en las provincias de Imbabura,

Pichincha, Chimborazo y Cotopaxi donde se determind que en el cultivo del Lupinus son

afectados por las siguientes enfermedades. . (Castillo & Ochoa, 2001)

8.11.1. Las principales enfermedades que afectan al cultivo del Lupinus en la sierra

Ecuatoriana son:
¢+ Antracnosis (Colletothrichum acutatum)

% Roya (Uromyces Lupini)

¢+ Cercospora (Cercoapora spp)

% Mancha anular (Ovularia lupinicola)
%+ Ascochyta (Ascochyta spp)

¢+ Fusarium (Fusarium spp), (Fusarium oxysporum)

% Rhizoctonia (Rhizoctonia spp)

Estas enfermedades afectan al desarrollo de la planta, presentando pudricion radicular,

marchitamiento del tallo y esto debido al efecto de las zonas lluviosas u humedad ya que pueden

presentarse de manera temprana.(B., 2009)

Tabla 6. Enfermedades del lupinus.

NOMBRE COMUN

PATOGENO

CONTROL

Antracosis

Colletothricum acutatum

Desinfeccion de semilla

Quemado del tallo

Ascochyta spp

Drenaje
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Phoma lupini

Marchitez Rhizoctonia solani (plantas jovenes)
Fusarium oxysporum (plantas Rotacion de cultivos
adultas)

Roya Uromyces lupini Rotacion de cultivos

Mancha anular

Ovularia lupinicola

Innecesario

Pudricion del tallo

Sclerotinia scleoritorum

Rotacion de cultivos

8.12. Plagas del lupinus

Fuente: (Rivera Roldan, 2017)

El lupinus presenta sus primeros estadios como cortes del cuello de la planta y se presentan en

la época de floracion, el gusano celeste es una plaga que afecta a la produccion en un 20%

alimentandose de la medula de la raiz pueden observarse de 4 a 5 larvas.(Sanchez Omar. A,

2016)

Imagen 2. Plagas del cultivo del lupinus.

Tabla 7. Plagas del cultivo del lupinus.

Fuente:(Caicedo Carlos, 2001)

semilla

NOMBRE COMUN | NOMBRE CIENTIFICO | ATAQUE
Insecto del suelo: (Feltia spp) Larvas que cortan a las plantulas.
Cortadores ]
(Agrotis sp)
Gusano peludo de la (Copitarsia turbata) Larvas que cortan a los cotiledones y se

comen el polen.
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(Astylus spp)

Barrenador: Gorgojo
barrenador

(Apion sp)

Galeria en la base del tallo.

Minador de hojas

(Liriomisa spo)

Minan las hojas.

Picadores: Trips

(Frankliniella spp)

Perforan las hojas y castran a las flores.

Cigarritas

(Bergalia)

Consumen savia y transmiten virus.

Masticadores:

Lorito

(Diabractica spp)

(Epicauta spp)

Comen las hojas.

8.13. Rhizobium.
Es uno de los principales e importante microorganismo capaces de fijar nitrogeno que se

Fuente:(Garcia Zambrano, 2014)

encentran en la atmosfera libres como fijar nitrogeno a través de nddulos que se forman en la

raiz de una planta huésped (leguminosa), fue una de las principales bacterias producidas a gran

escala, durante 105 afios se ha ido experimentando en diversos cultivos de forma

inoculante.(Naconha,

8.13.1. Origen de

2021)

| Rhizobium.

La fijacion biologica del nitrégeno es la opcion natural que obtuvo Benijerink en 1888 fue el

primer cultivo bacteriano puro de la nodulacién de la raiz de una leguminosa y lo nombro

(Bacillus radicicola). Posteriormente Frank plantio nombrarlo Rhizobium.(En Tao Wang, Julio

Martinez Romero, n.d.)

Tabla 8. Clasificacién taxonémica de la bacteria Rhizobium.

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Proteobacteria alfa

Orden: Rhizobiales

Familia: Rhizobiaceae

Genero: Rhizobium

Especie: Rhizobium leguminosarum

Fuente:(Rhizobium - EcuRed, n.d.)
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8.14. Generalidades del Rhizobium.
8.14.1. Fijacion bioldogica del nitrogeno (DIAZOTROFIA) es un proceso antiguo.

Se designd que su origen Eon Argueano o conocido como la edad de la anaerobiosis y su
proceso se llevo a cabo dentro de la atmosfera primitiva, en afios anteriores los procariontes
radican el complejo enzimatico de nitrogenasa. La atmosfera primitiva se transforma en
oxigenica, algunas bacterias con alto linaje en conjunto con las angiospermas, obteniendo
enlaces moleculares con abundante simbiosis mutabilistas hasta en nuestros tiempos que es en
el caso de los rizobios, el nitrogeno es fijado dentro de los nddulos y establecen en la raiz de la
planta en otros casos obtiene poca aparicion en los tallos de la leguminosa. (Lloret & Martinez
R, 2005)

8.14.2. Como se originan y su formacién del Rizobios.
Empiezan con los factores de nodulacion y su genoma es idéntico que facilitan plasmidos o
islas simbiosis en condiciones a poblacion agricolas. Genes responsables de nddulos o
replicacion de plasmidos més recientes que los de fijacion de nitrogeno, su origen se asocia

dependiendo al hospedero de la leguminosa. (Lloret & Martinez-Romero, 2005)

8.14.3. Descripcidén microscopica y macroscopica.
Existen bacilos de 0.5-1.0*%1.2 -3.0 um, los Gram negativos y no formadores de esporas son
moviles y gracias a los flagelos peritricos, usualmente de 1 a 6. Las colonias son de color
blancas y beige de forma circular semitrancluidas en ocasiones mucoides con un didmetro de
2.4 mm con una temperatura de 27°-39°C. en la reproduccidn de la bacteria Rhizobium requiere
de un PH de 6-7 pueden desarrollarse en suelos ligeramente &cidos, el tiempo que tarde la
generacion de las cepas es de 1:30 horas a 5 horas y el tiempo que empiezan hacerse visibles

las colonias empiezan de 3 a 5 dias de incubacién. (Cuadrado et al., 2009)



8.14.4. Descripcion de especies de Rizobios.

Tabla 9. Especies de los rizobios a-proteobacterias y - proteobacterias.

- N° . Hospedante y
Clase Orden Familia Genero Especie
Spp rep resentante
a- Tréboles, judia,
proteobacterias Rhizobium 111 | R.leguminosarum | guisante
Sinorhizobium 11 | S. fredii Melilotus, Medicago
->-> Ensifer 21 | E. adhaerens Melilotus
Shinella 7 | S. granuli Kummerowia Lotus,
Allorhizobium 5 | A. undicola Medicago
Rhizobiaceae Neorhizobium 4 | N. galegae Sesbania cannabina
Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium 38 | B. japonicum Soja
Rhizobiales Brucellaceae Ochrobactrum 18 | O. anthropi Lupinus
Xanthobacteraceae | Azorhizobium 3 | A. caulinodans Sesbania
Hyphomicrobiaceae | Devosia 23| D. riboflavina Neptunia natans
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Methylobacterium 53 | M.organophilum | Crotalaria spp.
Methylobacteriaceae | Microvirga 16 | M. subterranea Lupinus
Mesorhizobium 46 | M. loti Lotus spp.
Aminobacter 6 | A. aminovorans | --------
Phyllobacteriaceae Phyllobacterium 11 | P.myrsinacearum | Trifolium y Lupinus
B-
proteobacterias Burkholderia 121 | B. cepacia C. Mimosa
Burkholderiales Cupriavidus 16 | necator Mimosa
Burkholderiaceae Herbaspirillum 16 | H. seropedicae | -------

Fuente:(Laich, n.d.)

A nivel de genero con otros genes cromosomales sin embargo son incongruentes con los
siguientes genes simbioticos (nif, nof), son codificados con elementos moviles y con el pasar
del tiempo permite evolucionar a la planta hospedera para realizar FBN.(Lloret & Martinez. R,
2005)

En investigaciones realizadas sobre la bacteria de Rhizobium consideran que es un proceso
bioldgico de Nitrogeno Atmosférico que tiene la capacidad de abastecer hasta el 90% de las
necesidad de la planta.(Lépez-Alcocer et al., 2017)

8.14.5. Caracterizacion de cepas de Rhizobium como potenciales bindculos.
Hoy en dia, la taxonomia de las bacterias Rhizobium tiene como enfoque a los polifésicos que
adjunta a la caracterizacion de la morfologia, bioquimica, fisiologia, genética y filogenia entre

otras caracteristicas, se conceptualiza que estas bacterias aun no son publicas en el mundo. No
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se pueden exceder de estudios genéticos si no se obtiene de sus propiedades fenotipicas de

acuerdo a las distintas bacterias fijadoras de Nitrégeno.(Cuadrado et al., 2009)

8.15. Simbiosis Rhizobium - Leguminosa.
La importancia que muestra en la agronomia la asociacion mutualista Rhizobium, acoplando al
cultivo a una escala mundial, ambos participes ya sea la leguminosas y el Rhizobium que son
capaces de vivir independientemente, sin embargo la ventaja que muestra en la formacién de
nédulos, y mutuamente se benefician de estos fijadores, verificando que los nddulos formados
en la raiz son érganos especializados como el resultado de un dialogo molecular que se da por

parte de las Rhizobias y las plantas. (Lloret & Martinez, 2005)

Segun (Gabriel & Teresa, 2015) menciona que la importancia de Rhizobium-leguminosa se
estima que obtiene alta cantidad de (FBN) y varia entre 24 a 584 kg de (N) nitrégeno por
hectarea (ha) y en algunos ocasiones pueden absorber hasta el 90% de la necesidad de la
planta.(Mayz et al., 2010), la importancia de la informacion sobre la fijacion bioldgica de
nitrégeno contribuye en disminuir el uso de fertilizantes nitrogenados a remediar los problemas
de contaminacion del suelo y agua tal cual a disminuir los costos de produccion y representa
una ventaja econdémica, a la par buenas préacticas en el ambiente y en la produccién agricola.
(Saldafia, 2017), Mediante el uso de cepas compatibles con el hospedero homologo y nos

permite utilizar el potencial de la interaccion del Rhizobium-leguminosa.

8.16. La macrosimbionte - Las leguminosas.
Las leguminosas son plantas pertenecientes e incluidas en la Division Magnoliofita, Clase
Magnoliopsidae y de orden Fabales, su nombre proviene del latin legum que significa semillas
con vaina, Actualmente todas las leguminosas pertenecen a una familia denominada Fabaceae
con tres subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinoideae y Papillionoideae. (Cronquist, 1988)

Segun (Lewis et al., 2005). Las subfamilias Faboideae y Mimosoideae tienen la capacidad de

realizar la nodulacion, siendo capaces de establecer simbiosis con la bacteria Rhizobia.



8.17. Metabolismo de la Rhizobia.
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Tabla 10. Factores de crecimiento para el Rhizobium.

TIPOS

AEROBIOS

Temperatura de crecimiento

25 y 30°C (algunas especies necesitan) 40°C

pH 6ptimo para crecimiento

6.0 y 7.0 pero pueden predominar de 4.0 a
10.0

Generacion de las cepas
Rhizobium

de

1.2 — 5.0 horas

8.18. El nédulo

Fuente: (Kuykendall, 2005)

La formacion del nddulo es un largo proceso inducido por un intercambio de sefiales entre los

participantes de interaccion: sustancias con efecto de nitrdgeno como se pueden llamar (factores

de nodulacion). (Saldafia, 2017)

8.18.1. Procesos de la nodulacion.

Las etapas de infeccién y desarrollo de nddulos radicales son claras y estas incluyen:

e Reconocimiento de la combinacion adecuada de organismos.

Estos pueden ser derivados al &cido arquidonio o flavonoides siendo los mas investigado,

los rizobias activan genes NOD que producen factores NOD son glucaminosadas con un

acido arquidonico parte no reductora.

e Encuvamiento del pelo radical.

Los factores NOD vy los flavonoides son necesarios para el desarrollo de nédulos. El factor

NOD induce el flujo de iones de calcio (Ca+2), lo que conduce a la despolarizacion de la

membrana, lo que conduce a la reorganizacion del filamento de actina, lo que cambia la

orientacion de los pelos de la raiz.

e Generacion del hilo de infeccion.

Los compuestos estan involucrados en este paso. Llamada lectina, es una proteina que

contiene carbohidratos que funciona como un adhesivo entre las bacterias y las plantas.

Luego, las bacterias penetran en los pelos de la raiz e inducen a la planta a formar tubos de

composicidn similar a las paredes celulares, llamados canales de infeccion.
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e Formacién de vesiculas.

Las bacterias se liberan desde el canal de infeccidén hacia el citoplasma de las células
vegetales mediante un mecanismo similar a la endocitosis. Rhizobium se aisla del
citoplasma por una membrana de la planta huésped llamada perimembrana (BPM), y luego
sufre una serie de divisiones hasta obtener un Bacteroidetes, que son bacterias que cubren
vesiculas con BPM proporcionadas por la planta huésped. Los cuerpos pueden ser cuarenta
veces mas grandes que los bacilos de los que se desarrollan. El sistema vascular de la planta
se extiende dentro de los nodulos y transporta nutrientes hacia y desde los nédulos.

Bacteroides inician la fijacion de nitrogeno

e Forma externa de nodulos.

La forma se compone principalmente de Planta huésped, que puede ser esférica, cilindrica
o redonda. Los nodulos activos son grandes y rojizos, lo que se atribuye a la presencia de
hemoglobina en las piernas. Esta proteina ha sido ampliamente estudiada por su relacion
simbidtica. Actualmente se sabe que el grupo hemo se deriva de Bacteroides y la globulina
se deriva de plantas, su funcion principal es promover la difusion de oxigeno en el nddulo,

puede ser utilizado como transportador de electrones en la fijacion de nitrgeno.

En algunos casos las formas de los bacteroides no tienen capacidad de division, pero esto no
impide a la formacién de nddulos y contienen rizobios en estado de latencia. Siendo una ventaja
para realizar la actividad de proliferar en el suelo utilizando como nutrientes del nodulo
destruido, donde las bacterias tienen la oportunidad de iniciar la infeccion en otras raices o
mantenerse en estado libre en el suelo hasta encontrar una planta (leguminosa) hospedera.
(Wang et al., 2002)

8.18.2. Formacion de nodulos.
La interaccion que se produce entre los rizobios y las leguminosas es un fendmeno de tipo
infeccioso en el que las bacterias entran por las raices de la planta, se multiplican en su interior
y producen filamentos, también conocidos como "hilos de infeccion™; por el interior; de los

pelos radiculares hasta la se alcanza la corteza de la raiz.(Naconha, 2021)

Las legumbres excretan metabolitos secundarios en la rizosfera, incluidos los flavonoides y las
chalconas, que son compuestos que sefialan los genes que inducen la nodulacion que producen

sefiales de retorno, lipoquinoligosacaridos o, mas comunmente, conocidos como factores de
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nodulacion. Por otro lado, las secreciones de los rizobios, como el &cido indolacético, provocan
una fuerte proliferacion de las células de la raiz, dando como resultado la formacién de nédulos

tipicos de las leguminosas.(Lopez M, 1984)

8.19. Tipos de nédulos.
8.19.1. No6dulos de crecimiento determinado.
Son los que presentan nddulos de crecimiento limitado y se caracteriza por obtener una

estructura externa de forma esférica y no presentan nédulos de transferencia.

8.19.2. Nbodulos de crecimiento ilimitado.
Estos nodulos poseen células meristematicas en divisidn que permite al ndédulo en crecer,
presentan nodulos de transferencia y las células presentan un elevado incremento de vacuolas ,

principalmente en las células periféricas.(Garcia, 2011)

8.20. Estructura de los factores de nodulacion.
La estructura basica quimica de los factores de nodulacidén es compleja y contiene semejanza a
todas las especies de la bacteria, ademas son encargadas de formar cadenas comunes y que
estén compuestas de tres a cinco unidades. (Napoles et al., 2008) Estas son: N-acetil
glucosamina (quitina). Unidas por el enlace B-1.4 que esta derivada de genes comunes con el
extremo no reductor proveniente de una cadena alifatica, variada en longitud e insaturacion y
esta compuesta por distintas sustituciones las cuales son acetil, carbamoil, metil, sulfato y varios

grupos de azucares en el extremo reductor. (Napoles et al., 2007)

Tabla 11. Expresion de los genes nod A y nod B en diferentes cultivos
Nod afecta el desarrollo del tabaco induciendo la division

celular en los protoplastos.

Nod A _ _

Activan la respuesta en auxinas

En cultivos celulares como el tomate estimula la rapida
Nod B alcalinizacion al igual que en las zanahorias.

Tiene la posibilidad de formar embriones somaticos.

Fuente: (Croci, 2020)

En investigaciones encontradas demuestran en algunas plantas que no pertenece a la familia de
las leguminosas y son capaces de reconocer con una respuesta efectiva ante los factores Nod.
(Paredes, 2013)
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8.21. Cepas de Rhizobium.
La adquisicion y obtencion de un excelente rendimiento en los cultivos como tal las
leguminosas, es necesario utilizar los fertilizantes nitrogenados, los agricultores cuando
adquieren productos altamente costosos, elevan sus costos de produccion afectando su
economia y su consumo, una de las opciones inevitables para mejorar el factor fertilizante es la
utilizacién de inoculantes bacterianos que aporten al suelo con las bacterias Rhizobium,

factibles por su infectividad y efectividad simbi6tica. (Hamdi, 1985)

Se debe obtener el conocimiento y apoyo para la fabricacién de esta misma bacteria de gran
importancia para el agricultor, conlleva a la familia de las leguminosas y necesario para la
poblacion. Segun el estado legislativo en Brasil los fabricantes de inoculantes deben cumplir
con estos requisitos: Empleo de cepas recomendadas por organismos de investigacién, asegurar
la garantia minima de que la cepa que contiene 10 millones de rizobios por gramo. (Matos &
ZUfiga, 2003)

La morfologia macro y microscopica aparte de las propiedades bioquimicas, que permiten
agrupar a cepas con propiedades fisioldgicas y son capaces de transformar el nitrogeno de la
atmosfera y fijar a través de nodulos en la raiz , (Cuadrado et al., 2009) es la primera bacteria
producida a gran escala como inoculante durante 105 afios en distintos cultivos del sector
agricola. (Naconha, 2021)

8.22. Concentracion de las cepas de Rhizobium.

Se trata de varios inoculantes que son preparados a diferentes disoluciones, que debe estar
estabilizado, altamente concentrado y en forma liquida que contiene a las bacterias del género
Rhizobium spp. Con una concentracion equilibrada de 3.2 x 10* y 5.8x10° UFC/ml ya que
esto ayuda a promover una rapida nodulacién de las raices de las plantas leguminosas. Una vez
formadas estos nodulos la planta deja de necesitar aportes de nitrogeno (fertilizantes quimicos),
ya que estas actuan como fabricantes naturales y captadores de nitrégeno atmosférico que
transforma en nitrégeno biodisponible (NH;). (FERTIVEG AGRI, 2021)

8.23. Factores que afectan la nodulacion del Rhizobium.
Los factores que afectan a la nodulacion son varios, como las temperaturas extremas que se
producen en el dia y la noche, la salinidad, acidez o sequia, son las principales que afectan
negativamente a la simbiosis del Rhizobium-leguminosa, donde como resultado se obtiene una

baja nodulacién y bajos niveles de la fijacion bioldgica del nitrégeno. (Napoles et al., 2007)
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8.23.1. La Biorremediacion.
La biorremediacion tiene como proceso a la utilizacion de microorganismos que se encuentren
concentrados y altamente especializados en incrementar y mejorar la capacidad de degradacion
de la poblacién microbiana del suelo de la forma més natural posible. Al inocular
microorganismos Vvivos que han sido aislados con métodos de laboratorio y seleccionados por
su alta capacidad de degradar contaminantes, dando como periodo de largo tiempo (atenuacion
natural) resultado la biodegradacién a su tiempo aumentado la biomasa microbiana

(bioaumentacion y bioestimulacion). (LOPEZ et al., 2016)

8.23.2. La bioaumentacion.
La bioaumentacion aporta al agricultor a un control adicional sobre el sistema de tratamientos
en sus cultivos, permitiendo variar la diversidad y calidad de la poblacién microbiana de la
planta en las que se acontecid esta practica. De acuerdo a las cepas selectivas pueden ser
adaptadas en diferentes suelos atacados a contaminantes particulares estabilizando los procesos
microbianos y reduciendo los costos operativos de la planta brindando un mejor desarrollo de
esta. (LOPEZ et al., 2016)

8.23.3. La Bioestimulacion.
La bioestimulacion es una tecnologia estratégicamente macro y micronutrientes que afiaden a
los suelos, para que el crecimiento microbiano incremente asi a la poblacion de
microorganismos o de lo contrario, la biofortificacion incluye agregar células con organismos

capaces de realizar distintos procesos.(Lopez, E., Cisneros, S. & Ochoa, 2016)

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL.
9.1.Materiales.

9.1.1. Maquinarias y equipo.

e Azaddn

e Pala

e Rastrillo
e Carretilla

e Flexémetro
e Camara fotografica
e Balanza

e Bomba de agua



Sistema de microaspersion
Higrotermdmetro
Calibrador

Material experimental.

Semilla de Lupinus (Andino)

Disoluciones de Rhizobium (Cotopaxi, Tungurahua)

Materiales de campo.
Letreros de identificaciéon

Martillo

Funda de vivero (30 cm x 25 cm)

Guantes de caucho
Libro de campo
Mascarilla

Turba (abono)
Saran

Balanza

Sorvetes

Materiales de Laboratorio
Mandil

Cajas petri

Alcohol

Guantes quirdrgicos
Frascos de vidrio

Mango para asa

Agujas o0 asas de inoculacién
Goteros

Micropipetas

Cinta parafilm

Papel aluminio

Agua destilada

Matraz Erlenmeyer



9.2.Caracterizacion del sitio de investigacion.
Tabla 12. Caracteristicas del sitio de investigacion.
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SITIO DE LA INVESTIGACION
Provincia: Cotopaxi Cultivo nuevo: Chocho (IN1AP-450)
Canton: Latacunga Sistema de Siembra: | Manual
Parroquia: Eloy Alfaro Superficie del ensayo: |5.10 x 3.80
Lugar: CEASA Salache (UTC) N° de tratamientos: 15
Localidad: N° de fundas x T: 6
Salache
o Area de cada
Longitud: 00°59757S tratamiento: 1x1.10
N Distancia entre
Laitud: 78377 14W tratamientos: 50
Altitud: 2 725 msnm Ndmero de plantas: |90
Fecha de . . .
siembra: 12/10/2021 Distancia de caminos: |50
Textura de suelo: Franco arenoso

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)

9.3.Localizacién geografica.

Imagen 3. Localizacion de la UTC, facultad CAREN.
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10. HIPOTESIS.
HO= Hipdtesis Nula.
Las cepas del inoculante no influyen en el desarrollo fenoldgico inicial Rhizobium del
cultivo de Chocho (Lupinus mutabilis Sweet).

H1= Hipdtesis Alternativa.
Las cepas del inoculante influye en el desarrollo fenolégico inicial Rhizobium del

cultivo de Chocho (Lupinus mutabilis Sweet).

HO= Hipdtesis Nula.
La dosis del inoculo de Rhizobium spp, aplicados en el chocho (Lupinus mutabilis

Sweet) no forman nédulos en la raiz.

H2= Hipdtesis Alternativa.
La dosis del inoculo de Rhizobium spp, aplicados en el chocho (Lupinus mutabilis

Sweet) si forman nodulos en la raiz.

11. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Tabla 13. Operalizacion de variables (Variable independiente).

INDICE
UNIDAD | INTRUMENTO INTRUMENTO
INDICADOR . . TECNICA
DE TECNOLOGICO | METODOLOGICO

MEDIDA

Material

£4;

gene '1co variedad No aplica Libro de campo Medicion

Semilla

(Andino)

Dosi

.OSIS ‘de ml Gotero 0 cuenta Libro de campo Conteo
Rhizobium gotas

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)



28

Tabla 14. Operalizacion de variables (Variable dependiente).

UNIDAD
INTRUMENTO INTRUMENTO -
INDICADOR |~ DE | recNoLOGICO | METODOLOGICO | TECNICA
MEDIDA
Desarrollo del Chocho
Porce_ntan,de % Calculadora Libro de campo Conteo
germinacion
Altura de cm Flexometro o Libro de campo Medicion
planta regla
Nume_ro de # Libro de campo Libro de campo Conteo
Hojas
Dlarglaltéo de cm Calibrador Libro de campo Medicion
Floracion % Calculadora Libro de campo Conteo
Nodulacién
Microscopio
Nodulos # estereoscopico o Libro de campo Conteo
lupa
Tarpano de cm Regla Libros de campo Longitud
nodulos.
Multiplicacion del Rhizobium spp
(?epas # Cajas Petri Conteo
multiplicadas
Conteo de Contador de . .
UEC Formula UEC Libro de registro Conteo

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)

11.1. Datos a evaluar.

De acuerdo al cuadro de Operalizacion de variables se le tomo en cuenta y se realiz6 la toma
de datos, obteniendo muy en cuenta el porcentaje de plantas germinadas con las dos dosis de
(Lcc) y dosis de (2cc), aplicadas con disolucién de Rhizobium en la semilla del lupinus, altura
de planta, numero de hojas verdaderas, diametro de tallo, porcentaje de floracion y nimero de

noddulos formados en las raices.
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11.2. Porcentaje de germinacion.
Se realiz6 este procedimiento a los 6 dias después de haber realizado la siembra, la
cuantificacion se realizé por cada tratamiento tratamiento aplicando una regla de tres para

determinar el porcentaje de plantas germinadas.

11.3. Altura de planta.
La altura de la planta se tom6 a los 10 dias, después de haber obtenido el 100% de la
germinacion del cultivo, se escogi6 1 planta de muestra por funda y 6 por tratamiento con la

ayuda de un flexémetro y el libro de campo.

11.4. Numero de hojas verdaderas.
Se tomd en cuenta este procedimiento en cuanto la planta comenzo6 a propagar sus primeras
hojas y se procedié a tomar los datos de las hojas verdaderas de cada planta sefialada de los

Lupinus, los datos tomados se apuntaron en el libro de campo.

11.5. Diametro del tallo.
En la toma de datos del didmetro del tallo se tomd en cuenta a los 10 dias después de haber
obtenido el porcentaje de germinacion al 100% del cultivo, con la ayuda del calibrador los datos

obtenidos fueron anotados en el libro de campo.

11.6. Porcentaje de la floracion.
El porcentaje de la floracion se obtuvo de acuerdo a los tratamientos, los datos tomados en
cuenta se recolectaron desde el dia 77, el porcentaje de floracion se obtuvo mediante la

aplicacion de una regla de tres, asi se obtuvo el porcentaje y fue anotado en el libro de campo.

11.7. Numero de nédulos formados en la raiz.

Para la toma de datos de la cantidad de nédulos formados en la raiz del cultivo Lupinus, se
extrajo la planta completa con toda la raiz a los 4 meses, de lo cual durante el procedimiento
de extraccion de la planta se utiliz6 una lupa como ayuda de vision, se contd los nédulos

formados en cada tratamiento y se anotd en el libro de campo.

11.8. Tamafio de nddulos.

En la obtencién del tamafio de los nddulos se procedié a extraer a las raices del Lupinus, y
remojandolos en un balde con agua para transparentarlas a las raices y estén completamente
visibles, con la ayuda de un calibrador se midi6 su tamafio o longitud y se anot6 en el libro de

campo.



11.9. Cepas multiplicadas de Rhizobium spp (Cy T)
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Para la multiplicacién de las dos cepas de Rhizobium, se procedié a realizar en los laboratorios

de IAGR de la UTC, con la guia de la docente encargada de las instalaciones se realizé un

manual sobre este tema, donde se encuentra detallado cada paso a realizar.

11.10. FACTORES EN ESTUDIO.
» Factor A: cepas de Rhizobium spp.

a). C: Cotopaxi.

a). T: Tungurahua.

» Factor B. Dosis
b). D1: (1cc)
b). D2: (2cc)

» Testigo.

a). T: Sin dosis de Rhizobium.

12. DISENO EXPERIMENTAL.

Para este proyecto de investigacion se aplico el disefio experimental DBCA, bloques

completamente al azar, con dos factores de estudio y un testigo con un arreglo factorial de

2x2+1 con tres repeticiones.

a. Tratamientos.

Tabla 15. Tratamientos del ensayo experimental

Tratamientos Codificacion Descripcion
1 CD1 Rhizobium Cotopaxi 1cc
2 CD2 Rhizobium Cotopaxi 2cc
3 TD1 Rhizobium Tungurahua 1cc
4 TD2 Rhizobium Tungurahua 2cc
5 Testigo Sin Rhizobium

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)



b. Unidad experimental.

Tabla 16. Parcela neta.

ANDINO -450
REP | REP 11 REP 111
T1 T CD1 TD2
T2 TD1 TD2 T
T3 TD2 CD2 CD1
T4 CD2 T CD2
T5 CD1 TD1 TD1

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)

12.1. Esquema del ADEVA

Tabla 17. Esquema de analisis de variancia (ADEVA) para el cultivo de chocho
(Lupinus mutabilis Sweet). Latacunga, Cotopaxi, 2022.

FdeV SC GL

Total | (t-r-1) 14
Tratamientos | (t-1) 4
Repeticiones | (r-1) 2
Cepas |C 1
Dosis |D 1
Cepas*Dosis | CD 1
Tratamientos vs testigos | C*T 1
Error Exp. | Diferencia |8

C.V%=
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13. METODOLOGIA.
La metodologia de este proyecto fue el método experimental cuantitativa, dando a realizar de
este proyecto el estudio del Rhizobium en el desarrollo del Lupinus, siendo esta inoculada
directamente a la semilla con dos dosis y dos cepas, a cotejando la presencia de ndédulos en sus
raices, favoreciendo en la fase fenologia inicial de este cultivo, se recogio datos y se realizé un

analisis cuantitativo de las variables anunciadas en el proyecto de investigacion.

13.1. Area de estudio.

Para el area de estudio de la investigacidn, se selecciono un espacio de 5.10 x 3.80 m2 ubicado
en el (Sector Salache) campus CAREN de la Universidad Técnica de Cotopaxi, perteneciente
al Canton Latacunga, una vez delimitado el &rea de estudio se utiliz6 un GPS, con el que se
tomaron las coordenadas del area y se determiné el espacio a utilizar y de igual forma se utilizé

una cinta métrica.

13.2. Muestreo del area de estudio.

Se realiz6 un muestreo del suelo para conocer las condiciones iniciales en las que empezo la
investigacion, de acuerdo para este estudio se recolecto 1 muestra de 2 kg de suelo, concorde
a las repeticiones se recolecto el suelo de las fundas con las diferentes dosis més el testigo a una
profundidad de 20 cm, las muestras recolectadas fueron enviadas a los laboratorios de
TOTALCHEM en la cuidad de Ambato, para el analisis microbioldgico del suelo donde se
obtuvo las siguientes caracteristicas del suelo. (Ver anexo 5)

13.3. Preparacion del Invernadero para la colacion de las fundas vivero.

En la preparacion y limpieza del invernadero se precedi6 a realizar la limpieza e igualacion del
area designada para la colocacion de las fundas de polipropileno de acuerdo al disefio
experimental, se instald el sistema de riego de macroaspercion.

Una vez configurado el higrotermometro se procedié a adaptarlo en la parte superior en uno de
los tubos del invernadero para controlar la temperatura y humedad relativa (HR) del

invernadero con el motivo de precautelar la vida de las plantas y evitar el estrés hidrico.

13.4. Preparacion del suelo en las fundas vivero.
La tierra se obtuvo de uno de los terrenos de la Universidad Técnica de Cotopaxi en el campus

Salache de la Facultad de CAREN, se extrajo y se transportd una cantidad de 10 T de tierra, al
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sector del invernadero de la Universidad, donde se procedio a cernir la tierra obtenida con un
saran para obstruir las rocas y basuras que se encontraron entre la tierra, al obtener ya una tierra
completamente limpia, suave y libre de basuras.

En fundas de 30 x 25 cm se coloco la tierra y se dejo reposar por 24 horas, luego del reposo se
coloco la turba (abono) desinfectado, en cuanto a la aplicacion de la turba ya pesada se procedid
a colocar de 39 g en cada funda y se procedi6 a mesclar con la tierra de cada funda por
tratamientos hasta haber obtenido una mezcla homogénea.

13.5. Adquisicion de la semilla del chocho (Lupinus mutabilis Sweet) Var. INIAP-450.
La adquisicion de la semilla se lo hizo a través del departamento de granos andinos de la

Universidad Técnica de Cotopaxi Facultad CAREN en Salache.

13.6. Inoculacion de dosis en la semilla y siembra del Lupinus de la variedad ANDINO
(INTAP- 450).

En este proceso se realiz6 de la siguiente manera:

Se colocé 108 semillas para la primera dosis de la Cepa (Cotopaxi y Tungurahua) en un vaso
de precipitado del laboratorio de la Universidad se coloco 54 semillas en cada vaso, luego se
colocd 1cc de dosis por cada semilla, en cada vaso se colocd 54 cc y se dejo en reposo por 5
minutos mientras la semilla absorbio6, después se precedio a realizar la siembra del lupinus en
las fundas designadas Yy el mismo proceso se realizé para la siguiente dosis que fue el de 2cc
en la semilla del chocho (Lupinus mutabilis Sweet) Var. ANDINO-450.

13.7. Labores pre culturales.

El riego se realiz6 cada 7 a 8 dias dependiendo la temperatura del invernadero y humedad de la
tierra en las fundas, con un sistema de microaspersion, también se procedid a realizar la
aireacion del suelo y eliminacion de las plantas adventicias cada mes ya que el suelo presento

compactacion y esto generaba que las raices no se desarrollen con normalidad.

13.8. Toma de datos.
En el transcurso del ciclo fenoldgico del cultivo del chocho, se recolecto la toma de datos cada
8 dias, segun a lo planificado en los datos a evaluar.
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13.9. Anadlisis de suelo final.

Una vez las raices del Lupinus estén completamente extraidas, se procedio a recolectar las 5
muestras de suelo por cada tratamiento de las dos dosis y recolectando muestras con una
profundidad de 20 cm con la cantidad de 1 kg, una vez obtenidas las muestras fueron enviadas
a los laboratorios de TOTALCHEM en la cuidad de Ambato, donde los resultados después de
la extraccion de las raices y comparar el analisis microbioldgico del suelo donde se obtuvo las
siguientes caracteristicas del suelo. (Ver Anexo 6)

13.10. Muiltiplicacion de Rhizobium spp.

Una vez adquirido las cepas de Rhizobium de las provincias de Cotopaxi y Tungurahua, se
procedio a realizar la multiplicacion a partir de las diluciones en las que llegaron las cepas, la
parte inicial se procedi6 a obtener la cepas de apertura llamada (cepas madre) donde se tomé
un 1cc de las cepas adquiridas y se coloco en los medios de cultivo preparados en nutriente
Agar con agua destilada, después se realizé otros medios de cultivo en nutriente Agar y se tomo
muestras con la herramienta de aza de las cepas madre para ubicarlas en las cajas Petri recién
preparadas y las incubamos (cepas multiplicadas), para el crecimiento se preparo medios de
cultivo en PCA vy se realiz6 el mismo procedimiento que la anterior, esto para obtener el
bacterias mas fuertes, por ultimo para el conteo de las UFC se realizé el procedimiento de las

diluciones seriadas. (Ver Anexo N° 9)

Tabla 18. Caracteristicas morfoldgicas del Rhizobium (C y T) de las colonias y

bacterias aisladas.

Caracteristicas Aislado Al Tungurahua Aislado A2 Cotopaxi
Colonias

Diametro (mm) 2-25 1.8-2.0

Color: Translucidas brillantes Beige

Forma: Redonda Redonda

Borde: Liso Liso

Elevacion: Pulvinada Pulvinada
Consistencia: Mucilaginosa Suave

Bacterias

Forma: Células bacilares alargadas Células esferoidales

Largo: 2.0m-2.5 0.9m-1.0 m
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Ancho:
Determinacion

taxondmica:

Observaciones

adicionales:

10
Género: Rhizobium

Células que presentan septos
transversales tefiidos
positivamente con la tincion
de Gram. Tiempo de

incubacion de 5 a 7 dias.

0.9m-1.0 m

Género: Rhizobium

Tiempo de incubacion 6

dias

Fuente: (Pérez, 2021)

14. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

14.1. EIl % de germinacion del chocho (Lupinus mutabilis Sweet) obtenido en la

investigacion realizada.

En la tabla nimero 19 del porcentaje de germinacion de las semillas de chocho (Lupinus

mutabilis sweet) se observa que los resultados del anlisis de varianza para los dias 6, 8, 10, 13,

donde se puede identificar que no existe significancia estadistica para los tratamientos,

repeticiones, cepas, dosis, cepas™ dosis, tratamientos vs testigo, por lo cual se indica que las

semillas de chocho (Lupinus mutabilis sweet) que fueron sembradas con las dos diferentes dosis

de Rhizobium spp su germinacion fue igual que las semillas que fueron sembradas sin ninguna

dosis, y mostrando el coeficiente de variacion para el dia 6 de 89,00%, para el dia 8 de 79,43%
para el dia 10 de 33,67% y para el dia 13 de 4,36%



Tabla 19. ADEVA del Analisis de varianza para porcentaje de germinacion (%) del chocho (Lupinus mutabilis sweet) variedad 450 —

Andino a los 6 dias 8 dias 10 dias 13 dias después de la siembra con dos dosis de Rhizobium spp.

6 DIAS 8 DIAS 10 DIAS 13 DIAS
F.V. gl F p-valor sig. F p-valor sig. F p-valor sig. F p-valor sig.
Tratamientos 4 0,27 0,890 ns 0,36 0,830 ns 0,55 0,702 ns 1 0,461 ns
Repeticiones 2 0,93 0,433 ns 1,07 0,389 ns 0,55 0,596 ns 1 0,410 ns
Cepas 1 0,02 0,896 ns 0 1,000 ns 0,04 0,856 ns 1,25 0,296 ns
Dosis 1 0,95 0,359 ns 1,11 0,322 ns 0,04 0,856 ns 1,25 0,296 ns
Cepas*Dosis 1 0,02 0,896 ns 0,28 0,614 ns 1,79 0,218 ns 1,25 0,296 ns
Tratamientos vs testigo 1 0,09 0,770 ns 0,06 0,819 ns 0,36 0,566 ns 0,25 0,631 ns
Error 8
Total 14
Cv 89,00 79,43 33,67 4,36

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Altura de plantas (cm)

En la tabla 20 de la variable de las plantas de chocho (Lupinus mutabilis sweet), se muestra los
resultados del analisis de varianza para los dias 10, 24, 35, 43, 52, 59, 66 y 77 en donde se
puede observar que existe una significancia estadistica para las dosis en el dia 66, y en los demas
dias no existe significancia estadistica para los dias 10, 24, 35, 43, 52, 59, y 77 indicando
coeficientes de variacién en el dia 10 de 24,26% para el dia 24 de 13,17% para el dia 35 de
10,38%, para el dia 43 de 12,41%, para el dia 52 de 16,63%, para el dia 59 de 13,89% y el dia
77 de 10,08% lo cual indica que en esta variable la altura de las plantas tuvieron una

uniformidad regular durante todo el tiempo de investigacion.
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Tabla 20. Altura de plantas (cm) a los 10, 24, 35, 43, 52, 59, 66 y 77dias después de la germinacion del chocho (Lupinus mutabilis Sweet)
bajo la dos diferentes dosis del Rhizobium spp.

10

24 35 43 52 59 66 77
DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS
g p- Si p- Si p- Si p- Si p- Si p- Si p- Si p- SI
F.V. I F valor g. F valor g. F valor g. F valor g. F valor g. F valor g. F valor g. F valor @.
Tratamientos 4 0,44 0,775 ns 0,73 0,595 ns 2,35 0,142 ns 1,47 0,298 ns 2,40 0,136 ns 1,19 0,384 ns 2,56 0,120 ns 0,87 0,524 NS
Repeticiones 2 0,45 0,653 ns 0,03 0,974 ns 0,63 0,558 ns 0,30 0,752 ns 1,27 0,333 ns 0,28 0,764 ns 0,10 0,903 ns 0,86 0,459 NS
Cepas 1 0,25 0,631 ns 1,45 0,263 ns 0,26 0,625 ns 0,45 0,520 ns 0,24 0,638 ns 0,50 0,498 ns 0,54 0,482 ns 0,01 0,932 ns
Dosis 1 0,30 0,598 ns 0,16 0,698 ns 4,11 0,077 ns 1,10 0,326 ns 1,60 0,242 ns 1,70 0,228 ns 590 0,041 * 2,64 0,143 NS
Cepas*Dosis 1 1,22 0,301 ns 0,45 0,522 ns 4,55 0,066 ns 3,92 0,083 ns 2,45 0,156 ns 2,34 0,165 ns 2,83 0,131 ns 0,38 0,557 NS
Tratamientos vs
testigo 1 0,00 0,974 ns 0,87 0,378 ns 0,48 0,509 ns 0,40 0,543 ns 5,31 0,050 ns 0,23 0,642 ns 0,98 0,351 ns 0,45 0,523 ns
Error 8
1
Total 4
Cv 24,26 13,17 10,38 12,41 16,63 13,89 10,09 10,08

Nota: F.V. = Fuentes de Variacion, SC= Suma de Cuadrados, GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, C.V. Coeficiente de Variacion,

N/S No Significativo, (*) = Significativo, (**) = Altamente significativo.

Fuente: La autora
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14.2. Prueba de Tukey al 5% para dosis en la variable de altura de plantas de chocho

(Lupinus mutabilis Sweet).

En la tabla 21 se puede observar después de realizar la prueba Tukey al 5% se observa que
existe diferencia entre las dosis en la variable altura de las plantas en los diferentes dias de
las etapas fenoldgicas del crecimiento del chocho (Lupinus mutabilis Sweet) lo cual a
mostrado dos rangos de significancia para las dosis, lo cual indica un promedio para el dia
66 lo cual la dosis 2 de 2cc, se encuentra en primer rango de significancia dando el mejor
resultado con 38,31 cm de altura con el rango A, la dosis 1 de 1 cc, se encuentra en el

altimo rango dandole un promedio de 33,3 cm en la variable altura de planta.

Tabla 21. Prueba Tukey al 5%.

66 Dias
Dosis Medias Rango
D2 38,31 A
D1 33,3 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Figura 1. Promedios de la altura de plantas de chocho (Lupinus mutabilis sweet) variedad
450 INIAP (ANDINO) a los 66 dias después de su germinacion con dos diferentes dosis de
Rhizobium spp de Cotopaxi — Tungurahua.

ALTURA DE PLANTA 66 DIAS

ED2 ED1

38,31

33,3

D2 D1
DOSIS RHIZOBIUM

ALTURA DE PLANTA

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Discusidn: Esta bacteria se caracteriza por su habilidad de facilitar directa o indirectamente el
desarrollo de la raiz y del follaje de las plantas. La estimulacion indirecta del crecimiento de
plantas incluye una variedad de mecanismos por los cuales la bacteria inhibe la accion fungica

sobre el crecimiento y desarrollo de la planta.(Santillana et al., 2016)

La agricultura plantea mejorar la eficiencia de la fijacion del nitrégeno mediante el uso de
plantas leguminosas y Rhizobium competitivos, capaces de ser usados en biorremediacién y
fitorremediacion y de esta manera extender las ventajas de la simbiosis a otros cultivos; en tal
sentido, las investigaciones se han orientado al estudio del Rhizobium como promotor del
crecimiento de plantas leguminosas y no leguminosas, proceso conocido como capacidad
PGPR.(Santillana et al., 2016)

En el estudio se presentaron con diferentes dosis el efecto estimulante sobre las semillas de
tomate, resultando en una mejor germinacién, posiblemente debido a la habilidad de los
rizobios para producir hormonas como el &cido indol acético, acido giberélico y citoquininas,

sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas.(Santillana et al., 2016)
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14.3. Diametro del tallo

En la tabla 22 de la variable diametro del tallo de las plantas de chocho (Lupinus mutabilis
Sweet), los datos nos indican que se puede observar que a los 10 dias no existe fuente de
variacion que presenten significacion, su coeficiente es de 8,64 lo cual en este dia podemos
determinar que el diametro fue completamente uniforme, en los 24 dias como podemos observar
en la tabla del diametro de los tallos de investigacion, para los dias 24, 35,43,52, 59, 66 y 77
en donde se puede observar que existe significancia estadistica para los tratamientos en los dias
24, 35, 43, 52, 59 y 66 lo cual mostro un coeficiente de variacion a los 24 dias de 3,81 en los
35 dias de 4,69, en los 43 dias de 3,85, en los 52 dias de 3,28, en los 59 dias de 3,94 y a los 66
dias de 4,01, para la dosis en los dias 24, 43, 52 y 59 dias tienen significancia con el coeficiente
de variacion de los 24 dias con 3,81 de los 43 dias con 3,85, los 52 dias con 3,28, y en los 59
dias con 3,94, tanto en los dias 66 y 77 se pudo observar que se llego a tener una igualdad en
los datos dandonos a entender una similitud igualitaria en el didmetro, para cepas vs dosis se
llegéd a tener significancia en el dia 59 con un coeficiente de 3,94 tanto que en los demas dias
nos indican que fueron regulares en el didmetro, para tratamientos vs testigo se puede observar
que hay diferencia significativa en los siguientes dias como en los 24, 35, 43, 52, 59,66 y en los
77 dias lo cual nos indica que solo el dia 10 tuvo una igualdad en el didmetro pasado ese tiempo

los datos variaron hasta la finalizacion del trabajo de investigacidn realizada en el cultivo.
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Tabla 22. ADEVA del Diametro de tallo (mm) de las plantas a los 10, 24, 35, 43, 52, 59, 66 y 77 dias después de la germinacién del chocho

(Lupinus mutabilis sweet) bajo a las dos diferentes dosis del Rhizobium spp.

10 24 35 43 52 59 66 77
DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS
p- p- p- p- p- p- p- p-
g valo si valo si valo si valo si valo si valo si valo si valo si
F.V. | F r g. F r g. F r g F r g. F r g. F r g. F r g. F r g.
0,48 n 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,09 n
Tratamientos 4 0,95 3s 9 5* 648 3 * 947 4 * 1042 3 * 1045 3 * 654 2 * 290 3s
0,87 n 0,36 n 0,27 n 0,63 n 0,81 n 0,62 n 0,59 n 0,72 n
Repeticiones 2 0,13 8 s 115 3 s 151 8 s 048 8 s 021 2s 0,5 3 s 055 9s 034 4 s
0,58 n 0,09 n 0,88 n 0,58 n 0,89 n 0,67 n 0,77 n 0,39 n
Cepas 1 033 0 s 3,50 8 s 0,02 9s 033 0 s 0,02 0s 019 8 s 0,09 2 s 0,80 7s
0,18 n 0,01 0,06 n 0,02 0,01 0,00 0,07 n 0,24 n
Dosis 1 211 4 s 11,00 1 * 475 1s 700 9 * 1050 2 * 1350 6 * 4733 1s 160 2's
0,32 n 0,08 n 0,12 n 0,05 n 0,08 n 0,03 0,12 n 0,30 n
Cepas*Dosis 1 1,11 3 s 4,00 1s 300 2 s 500 6 s 4,00 1s 650 4 * 3,00 2 s 120 5s
Tratamientos 0,68 n 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
vs testigo 1 017 8 s 18,59 3 * 17,74 3 * 2412 1 * 2729 1 * 2532 1 * 19,52 2 * 8,18 1=
Error 8
1
Total 4
Cv 8,64 3,81 4,69 3,85 3,28 3,94 4,01 4,86

Nota: F.V. = Fuentes de Variacién, SC= Suma de Cuadrados, GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, C.V. Coeficiente de Variacion,

N/S No Significativo, (*) = Significativo, (**) = Altamente significativo.

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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14.4. Prueba de Tukey al 5% en los tratamientos en el didmetro del tallo.

En la tabla 23 realizada al prueba Tukey al 5% se puede observar que existe diferencias significativas entre tratamientos en la variable didmetro
del tallo en los diferentes dias de la etapa fenoldgica del crecimiento de las plantas de chocho (Lupinus mutabilis sweet) la cual nos muestra hasta
tres rangos de significancia para los tratamientos lo cual al TD2 se ubica en los dias 24 con 4,0 en los 35 con 4,4,en los 43 con 4,5,en los 52con
4,6,en los 59 con 4,8 y en los 66 con 4,8 siendo el del primer rango dandole como el mejor tratamiento en esta variable, estos tres rangos fueron
los que se obtuvo en esta variable ( A, B, C) en los 24, 35,43,52, 59 dias, el testigo en todos los dias estudiados se ubica en el Gltimo rango de

significancia.

Tabla 23. Prueba Tukey al 5%.

24 35 43 52 59 66

DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS
Tratamiento Rang Rang Rang Rang Rang Rang
S Medias o Medias o Medias o Medias o Medias o Medias o
TD2 4,07 A 444 A 455 A 4,66 A 482 A 487 A
CD2 4,06 A 426 A 4,39 A B 45 A B 458 A 4,67 A
CD1 3,95 A B 421 A 4,35 A B 44 A B 448 A 4,63 A B
TD1 3,63 B C 3,99 A 4,06 B C 4,23 B C 4,31 C 4,49 A B
TESTIGO 3,52 C 3,7 3,82 C 3,97 C 4,04 C 4,14 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)



44

Figura 2. Promedio en tratamientos del diametro del tallo del cultivo del chocho
(Lupinus mutabilis sweet) variedad INIAP — 450 Andino en los dias 24, 35, 43, 52, 59y 66,
después de la siembra con dos diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi -
Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.

Tratamientos en diametro de tallo

—TD2 cb2 —CD1 -—TD1 TESTIGO

5
4,82 487

o
= 4,5
<
'—
w
[a)]
o
I~
=
= 4,06
< 4
o 4,04
3,95 3,99 3,97
3,63 3,82
3,52 S
3,5
24 DIAS 35 DIAS 43 DIAS 52 DIAS 59 DIAS 66 DIAS

DIAS DE TOMA DE DATOS

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Discusion: El sistema vascular de la planta se extiende dentro del ndédulo y transporta nutrientes
hacia y desde el nddulo todas las caracteristicas fenotipicas e incluyendo como variable

principal la velocidad de crecimiento, que permite realizar una clasificacion jerarquica.

La presencia de cepas crecimiento rapido frente a las de crecimiento lento que no fueron
inoculadas se tiene que las plantas con la bacteria ayudan en las diversas etapas de las
plantas.(Cuadrado et al., 2009)
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14.5. Prueba de Tukey al 5% para Dosis del Rhizobium.
En la tabla 24 realiza la prueba Tukey al 5% se observa en la dosis en la variable didmetro del tallo podemos observar 2 rangos de significancia en

el cual la dosis 2 se ubica en primer lugar con promedios en los dias 24 con 4,07,en 43 con 4,47,en 52 con 4,58 y en los 59 con 4,7 en el diametro
del tallo en la area de investigacién estudiada lo cual sobrepasa el promedio de la dosis 1 que se encuentra con los promedios de 3,79, 4,21, 4,32,

4,4 en el didmetro lo cual no se pudo tener resultados esperados.

Tabla 24. Prueba de Tukey al 5%.

24 DIAS 43 DIAS 52 DIAS 59 DIAS
Dosis Medias Rango Medias Rango Medias Rango Medias Rango
D2 4,07 A 4,47 A 4,58 A 47 A
D1 3,79 B 4,21 B 4,32 B 4,4 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 3. Promedio en dosis del diametro del tallo de chocho (Lupinus mutabilis sweet)
variedad INIAP — 450 Andino en los dias 24, 43, 52 y 59, después de la siembra con dos
diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)

14.6. Prueba de Tukey al 5% para Cepa * Dosis del Rhizobium.

En la tabla 25 se puede observar realizada la prueba Tukey al 5% podemos observar que en el
dia 59 tenemos dos rangos de significancia en el cual el TD2 se ubica en el primer lugar con el
promedio de 4,82 mm de diametro de tallo en el area estudiada, lo cual nos da a entender que
en estos dias este tratamiento es el mejor que muestra resultados en los demas dias, se lleg6 a

tener una uniformidad en los tallos de las plantas.

Tabla 25. Prueba Tukey al 5%.

59 DIAS
Cepas *dosis Medias Rangos
TD2 4,82 A
CD2 4,58 A B
CD1 4,48 A B
TD1 4,31 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 4. Promedio en Cepas*Dosis del diametro del tallo del chocho (Lupinus

mutabilis sweet) variedad INIAP — 450 Andino en el dia 59 después de la siembra con dos

diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.

DIAMETRO DE TALLO

CEPAS *DOSIS DE RHIZOBIUM EN DIAMETRO DE TALLO

4,82

59 DIAS
DIA DE TOMAS DE DATOS

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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14.7. Prueba de Tukey al 5% para Tratamientos vs Testigo.

En la tabla 26 realizada la prueba Tukey al 5%se pude observar que existe diferencias entre tratamientos vs testigo en el diametro del tallo en los
diferentes dias en la etapa fenologica del crecimiento de las plantas de chocho ( Lupinus mutabilis sweet) mostrando dos rangos de significancia
para los tratamientos indicando un promedio para el dia 24 de 3,93 con dos rangos ( A, B) de variacion, para los 35 dias se muestra un promedio
de 4,23 con dos rangos (A, B) de variacion, para los 43 dias se muestra un promedio de 4,34 con dos rangos ( A,B) de variacion, para los 52 dias
se muestra un promedio de 4,45 con dos rangos (A,B) de variacién, para los 59 dias se muestra un promedio de 4,55 con dos rangos (A,B) de
variacion, para los 66 dias se muestra un promedio de 4,67 con dos rangos (A,B) de variacion, para los 77 dias se muestra un promedio de 4,8 con
dos rangos de significancia (A,B) lo cual nos indica que los tratamientos indicaron los resultados esperados en esta investigacion dejandole en el

ultimo rango a los testigos.

Tabla 26. Prueba de Tukey al 5%.

24 35 43 52 59 66 77
DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS
Rang Rang Rango Rang Rang Rang Rang
Medias o Medias o Medias o Medias o Medias o Medias o Medias o
Tratamient
0S 3,93 A 423 A 434 A 445 A 455 A 4,67 A 48 A
Testigo 3,52 B 3,7 B 3,82 B 3,97 B 4,04 B 4,14 4,38

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 5. Promedio en Tratamientos vs Testigos del diametro del tallo de chocho (Lupinus
mutabilis sweet) variedad INIAP — 450 Andino en los dias 24, 35, 43, 52, 59, 66 y 77 después

de la siembra con dos diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua)

Tratamientos vs testigo en diametro de tallo

4,9
4,7
4,5

4,3

41 Tratamientos

Testigo

DIAMETRO DE TALLO

3,9

3,7

3,5
24 DIAS 35DIAS 43 DIAS 52DIAS 59DIAS 66 DIAS 77DIAS

DIAS DE TOMA DE DATOS

Fuente: (Changoluisa, 2022)

14.8. NuUmero de Hojas

En la tabla 27 variable nimero de hojas en la planta de chocho ( Lupinus mulabilis sweet), se
puede observar que los resultados obtenidos hay significancia estadistica en tratamientos en los
dias 52 con un coeficiente de variacion de 9,97 y en el dia 66 con 9,03 en los demas dias no
presentaron significancia, de igual manera existe significancia en cepas en el dia 52 con un
coeficiente de 9,07, en el andlisis de varianza en los dias 24, 35,43, 52, 59, y 66 se puede
observar que existe significancia estadistica en la dosis con un coeficiente de variacion de en
los 24 dias con 6,04, en el dia 35 con 17,86, a los 43 dias con 10,18, en los 52 dias con 9,07, en
los 59 dias con 12,84 y a los 66 dias con un coeficiente de variacion de 9,03, de igual manera
las deméas fuentes de variacion no tienen significancia estadistica en ninguno de los dias

estudiados.
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Tabla 27. ADEVA del Numero de hojas en los 10, 24, 35, 43,52, 59, 66 y 77 dias después de la germinacion del chocho (Lupinus mutabilis

Sweet) bajo las dos diferentes dosis del Rhizobium spp.

10 24 35 43 52 59 66 77
DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS
p- p- p- p- p- p- p- p-
g valo si valo si valo si valo si valo si valo si valo si valo si
F.V. I F r g. F r g. F r g. F r 9. F r 9. F r g. F r g. F r g.
0,76 n 0,07 n 0,13 n 0,05 n 0,01 0,24 n 0,00 0,50 n
Tratamientos 4 0,45 8 s 3,19 6 s 2,43 3 s 3,58 9 s 571 8 * 1,68 8 s 7,83 7 * 0,9 7 s
0,83 n 0,21 n 0,71 n 0,87 n 0,39 n 0,67 n 0,50 n 0,78 n
Repeticiones 2 0,19 1 s 1,85 9 s 0,35 3 s 0,14 2SS 1,05 2's 0,41 7 s 0,74 8 s 0,26 0 s
0,30 n 0,34 n 0,28 n 0,12 n 0,03 0,51 n 0,25 n 0,79 n
Cepas 1 121 3s 1,00 7 s 1,34 0 s 2,93 6 s 6,64 3 * 0,46 5s 1,50 6 S 0,07 8 s
0,82 n 0,03 0,03 0,01 0,00 0,06 n 0,00 0,16 n
Dosis 1 0,05 4 s 6,50 4 * 6,26 7 * 10,70 1 * 1519 5 * 445 8 s 2550 1 * 231 7 s
0,51 n 0,06 n 0,18 n 0,53 n 0,96 n 0,65 n 0,96 n 0,63 n
Cepas*Dosis 1 0,47 1ls 4,67 3 s 209 6 s 043 2 s 0,00 2s 022 5s 0,00 1s 0,25 1ls
Tratamientos 0,77 n 0,79 n 0,90 n 0,55 n 0,32 n 0,24 n 0,07 n 0,35 n
vs testigo 1 0,08 8 s 0,07 8 s 0,02 2's 0,39 2 S 1,11 2's 1,58 4 s 4,29 2SS 0,97 3 s
Error 8
1
Total 4
Cv 21,24 6,04 17,86 10,18 9,07 12,84 9,03 17,66

Nota: F.V. = Fuentes de Variacién, SC= Suma de Cuadrados, GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, C.V. Coeficiente de Variacion,

N/S No Significativo, (*) = Significativo, (**) = Altamente significativo.

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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14.9. Prueba de Tukey al 5% en tratamientos en el nimero de hojas.

En la tabla 28 realizada la prueba Tukey al 5% se observa que existe diferencia en los tratamientos en la area foliar en los diferentes dias de la etapa
fenoldgica del crecimiento de las plantas de chocho (Lupinus mutabilis sweet) mostrando de dos a tres rangos de significancia para los tratamientos
e indicando al T4 (CD2) en el primer lugar en los diferentes dias con valores promedios a los 52 de 11,45, y en los 66 dias con 11,89, esto nos

indica que este tratamiento fue el mejor que se obtuvo mayores resultados mi investigacion realizada.

Tabla 28. Prueba de Tukey al 5%.

52 DIAS 66 DIAS
Tratamientos Medias Rango Medias Rango
T4: CD2 11,45 A 11,89 A
T2: TD2 10,17 A B 11,28 A B
T3: CD1 95 A B 9,28 B C
T5: TESTIGO 9,22 A B 9,05 B C
T1: TD1 8,17 B 8,61 C

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 6. Promedio en Tratamientos en el numero de hojas del chocho (Lupinus
mutabilis sweet) variedad INIAP — 450 Andino en los dias 24, 35, 43, 52, 59, 66 después de
la siembra con dos diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos

dosis 1cc — 2cc.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)

Discusion: Los resultados mostraron que mientras se realice la aplicacién de Rhizobium spp
asociada con microorganismos eficientes comparadas con las otras formas se incrementd los
pardmetros morfoldgicos y productivos evaluados, como la produccion de hojas, la altura de la
planta, las legumbres por planta, los granos por legumbre, la masa de 100 semillas y el
rendimiento del grano en 153,23%, cuando no fueron inoculadas con Rhizobium, y 100%, con

la inoculacion en relacion con el tratamiento control.

La inoculacion con Rhizobium en plantas de frijol de forma individual o asociada fue eficiente
en promover el incremento. Este efecto benéfico de la inoculacion con Rhizobium en plantas

de frijol fue reportado y de la mayor de plantas (leguminosas).(Hurtado et al., 2019)
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14.10. Prueba de Tukey al 5% en cepas en el numero de hojas.

En la tabla 29 realizada la prueba Tukey al 55 se puede identificar que existe dos rangos de
significancia en esta variable utilizada toda la investigacion, indica que la cepa de Cotopaxi se
ubico en el primer rango de significancia en el dia 52 con un valor de 10,47, dando a entender
que esta cepa fue la que indico mayores resultados en las plantas en el area foliar.

Tabla 29. Prueba Tukey al 5%.

52 DIAS
Cepas Medias Rango
C1: COTOPAXI 10,47 A
C2: TUNGURAHUA 9,17 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Figura 7. Promedio en Cepas en numero de hojas de chocho (Lupinus mutabilis sweet)
variedad INIAP —450 Andino a los 52 dias después de la siembra con dos diferentes cepas

de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)
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14.11. Prueba de Tukey al 5% en la Dosis en el nimero de hojas.
En la tabla 30 realizada la prueba Tukey al 5% se puede observar que hay dos rangos de significancia en el cual la dosis 2 como podemos observar

en los diferentes dias como son a los 24 dias con 4,14 a los 35 dias con 6,31, a los 43 dias con 8, a los 52 dias con10,81 y a los 66 dias con 11,58

se coloca en el primer rango en el nimero de hojas por lo cual la dosis 2 tuvo mucha importancia en la variable nimero de hojas por lo cual se

llega a determinar que la mejor dosificacion fue de D2 2cc.

Tabla 30. Prueba de Tukey al 5%8

24 DIAS 35 DIAS 43 DIAS 52 DIAS 66 DIAS
Dosis Medias Rango Medias Rango Medias Rango Medias Rango Medias Rango
D2 4,14 A 6,31 A 8 A 10,81 A 11,58 A
D1 3,78 B 4,86 B 6,61 B 8,83 B 8,94 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 8. Promedio en la Dosis en el numero de hojas de chocho (Lupinus mutabilis
sweet) variedad INIAP — 450 Andino a los 24, 35, 43, 52 y 66 dias después de la siembra
con dos diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc —

2cC.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)

14.12. Floracion en las plantas del cultivo de chocho (Lupinus mutabilis Sweet).

En esta tabla 31 con el andlisis de varianza en la variable estudiada como el nimero de
inflorescencia a los 77 dias se puede observar significancia estadistica en las siguientes fuentes
de variacion como es en los tratamientos, cepas, dosis y tratamientos vs testigos, por otro lado,
las demas fuentes de variacion no indican significancia estadistica durante todo la investigacion
y su coeficiente de variacion es de 14,78, por lo cual se ira identificando la floracién en los

diferentes tratamientos.



Tabla 31. ADEVA de Floracion a los 77 dias después de la germinacion del cultivo del chocho (Lupinus mutabilis sSweet) bajo la dos

diferentes dosis del Rhizobium spp.
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77 DIAS

F.V. SC gl CM p-valor sig.
Tratamientos 0,86 4 0,22 36,08 <0,0001 *x
Repeticiones 0,03 2 0,01 2,16 0,1778 ns
Cepas 0,24 1 0,24 24 0,0012 *
Dosis 0,15 1 0,15 15 0,0047 *
Cepas*Dosis 0,01 1 0,01 1 0,3343 ns
Tratamientos vs testigo 0,47 1 0,47 78,22 <0,0001 **
Error 0,05 8 0,01
Total 0,94 14
Cv 14,78

Nota: F.V. = Fuentes de Variacién, SC= Suma de Cuadrados, GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, C.V. Coeficiente de Variacion,

N/S No Significativo, (*) = Significativo, (**) = Altamente significativo.

Fuente: (Changoluisa, 2022)



57

14.13. Prueba de Tukey al 5% en Tratamientos en la floracion.

En la tabla 32 podemos observar con la prueba Tukey al 5%, esta tabla nos muestra cuatro
rangos (A, AB, B, C), de variacidbn como podemos darnos cuenta que en los tratamientos se
puede observar que la dosis 2 (2cc) de Rhizobium (Cotopaxi), se encuentra en el primer rango
de significancia a los 77 dias de investigacion con un promedio de 0,83 de floracion esto quiere
decir que este tratamiento fue el de mayores resultados en esta variable estudiada durante toda

la investigacion.

Tabla 32. Prueba de Tukey al 5%.

Tratamientos Medias Rango

CD2 0,83 A

CD1 0,67 A B

TD2 0,61 B

TD1 0,33 Cc
Testigo 0,17 C

Fuente. (Changoluisa, 2022)
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Figura 9. Promedio en los Tratamientos en la floracion del chocho (Lupinus mutabilis
Sweet) variedad INIAP — 450 Andino a los 77 dias después de la siembra con dos diferentes

cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)

Discusion: Las variables morfofisiologias fueron determinados bajo condiciones de campo.
Los dias a floracion se evaluaron en plena floracion y los valores estdn comprendidos entre
dias, respectivamente se tuvo los mayores resultados este cultivo es parte principal de la dieta
diaria de personas pobres, donde tiene la mas alta produccion y consumo debido a que relne
buenas cualidades agrondmicas (precocidad, buen potencial de rendimiento, buena adaptacion
para los valles interandinos frios, utilidad en programas de rotacion, mejorador de suelos por

su propiedad de fijar nitrégeno mediante la simbiosis con Rhizobium).

En el Perd, muy pocos experimentos han sido realizados bajo condiciones de campo con
diversas variedades. Generalmente se han hecho en una sola variedad. Estos estudios previos
muestran una respuesta adecuada en la floracion por la nodulacion y el efecto de la simbiosis

sobre el crecimiento, desarrollo y productividad de los cultivos.(Cantaro-Segura et al., 2019)
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14.14. Prueba de Tukey al 5% en Cepas en la floracion.

En la tabla 33 realizada la prueba de Tukey al 5% se puede observar que la cepa (C1) Cotopaxi
se encuentra en el rango (A) de significancia durante la investigacion con un promedio de 0,75,
dando como mejores resultados finales en la floracion del cultivo de la investigacion del cultivo
de chocho (Lupinus mutabilis Sweet) variada INIAP 450 Andino.

Tabla 33. Prueba de Tukey al 5%.

Cepas Medias  Rango
C1: Cotopaxi 0,75 A
C2: Tungurahua 0,47 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Figura 10. Promedio en las Cepas en la floracion del chocho (Lupinus mutabilis Sweet)
variedad INIAP —450 Andino a los 77 dias después de la siembra con dos diferentes cepas

de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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14.15. Prueba de Tukey al 5% en Dosis en la floracion.

En la tabla 34 realizada la prueba Tukey al 5% se observa que existe diferencia entre las dosis
en la variable de floracion a los 77 dias de la etapa fenoldgica de crecimiento de las plantas de
chocho (Lupinus mutabilis Sweeet) mostrando dos rangos de significancia para las dosis lo cual
la a la dosis D2 se ubica en el primer rango de significancia dando los mejores resultados con

un promedio de 0,72, la cual tuvo més efecto en la planta la dosis dos que es de 2cc.

Tabla 34. Prueba de Tukey al 5%.

Dosis Medias Rango
D2 0,72 A
D1 0,5 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Figura 11. Promedio en las Dosis en la floracion del chocho (Lupinus mutabilis Sweet)
variedad INIAP —450 Andino a los 77 dias después de la siembra con dos diferentes cepas

de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)
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14.16. Nodulos en la raiz del chocho (Lupinus mutabilis Sweet).

En esta tabla 35 con el analisis de varianza en la variable estudiada como el nimero de ndédulos
a los 77 dias se puede observar significancia estadistica en las siguientes fuentes de variacion
como es en los tratamientos, cepas, cepas*dosis y tratamientos vs testigos, por otro lado, las
demas fuentes de variacion no indican significancia estadistica durante todo la investigacion y
su coeficiente de variacion es de 4,26, por lo cual se ira identificando los nédulos en los

diferentes tratamientos.

Tabla 35. ADEVA de nédulos a los 77 dias después de la germinacién del chocho
(Lupinus mutabilis Sweet) bajo la dos diferentes dosis del Rhizobium spp.

F.V. SC gl CM F p-valor  sig.
Tratamientos 19,64 4 4,91 439,65 <0,0001 **
Repeticiones 0,05 2 0,02 2,12 0,182 ns
Cepas 2,73 1 2,73 273,00 <0,0001  **
Dosis 0,0003 1 0,0003 0,03 0,8668 ns
Cepas*Dosis 5,28 1 5,28 528,00 <0,0001  **
Tratamientos vs testigo 11,63 1 11,63 1041,66 <0,0001  **
Error 0,09 8 0,01
Total 19,78 14
Cv 4,26

Nota: F.V. = Fuentes de Variacion, SC= Suma de Cuadrados, GL= Grados de Libertad, CM=
Cuadrados Medios, C.V. Coeficiente de Variacion, N/S No Significativo, (*) = Significativo,

(**) = Altamente significativo.

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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14.17. Prueba de Tukey al 5% en Tratamientos en la nodulacion.

En la tabla 36 realizad la prueba Tukey al 5% se puede observar los rangos de significancia que arrojan los resultados obtenidos, que indican hasta
cinco rangos de significancia (A, B, C, D, E) lo cual el TD2 se ubica en el primer lugar con los mejores resultados en la variable de nédulos lo cual

nos conlleva que este tratamiento es el que tuvo mayor cantidad de nddulos en la investigacion con un promedio de 4,06.

Tabla 36. Prueba Tukey al 5%.

Tratamientos Medias Rango

TD2 406 A

CD1 3,11 B

TD1 2,74 C

CD2 1,78 D

Testigo 0,72 E

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 12. El promedio en los Tratamientos en los nodulos de la raiz del chocho
(Lupinus mutabilis Sweet) variedad INIAP — 450 Andino a los 77 dias después de la
siembra con dos diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis

1lcc - 2cc.

TRATAMIENTOS EN NUMERO DE

NODULOS
o
S
<
i
‘_L
” ~
n o B TD2
2
5 R mCD1
8 —
=z TD1
R
=) HCD2
I Testigo

TD2 CD1 TD1 CD2 TESTIGO
TRATAMIENTOS

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Discusion: Las leguminosas muestran una amplia diversidad tanto morfoldgica como de
habitats y ecologia, encontramos que las leguminosas son noduladas por los rizobio y la fijacién
de nitrégeno en la simbiosis rizobio-leguminosa es de considerable importancia en agricultura,
porque causa un aumento significativo del nitrégeno las leguminosas noduladas ofrecen una
ventaja selectiva en tales condiciones y pueden crecer bien en zonas donde no lo harian otras
plantas. (Wang et al., 2002)

Este estudio procura brindar una alternativa de solucién con la aplicacion del inoculante en la
dosis adecuada en cultivos de vainita, cuyos resultados puedan contribuir a la disminucion de
la fertilizacién quimica nitrogenada. Y asi ayuda al incremento en el contenido de N en el
cultivo vegetal de igual manera en su peso seco y mantienen el rendimiento en las leguminosas,
baja costos de produccién y la contaminacion de mantos acuiferos y suelos, es vital para una

agricultura sustentable.(Chipana et al., 2017)
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14.18. Prueba de Tukey al 5% en Cepas en la nodulacion.

En la tabla 37 realizada la prueba Tukey al 5% se puede observar que la cepa (C2) Tungurahua
se encuentra en el rango (A) de significancia durante la investigacion con un promedio de 3,4,
dando como mejores resultados finales en la nodulacion del cultivo de la investigacion del
cultivo de chocho (Lupinus mutabilis Sweet) variada INIAP 450 Andino.

Tabla 37. Prueba de Tukey al 5%.

Cepas Medias Rango
C2: Tungurahua 3,4 A
C1: Cotopaxi 2,45 B

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Figura 13. Promedio en los Cepas en los nodulos de la raiz del chocho (Lupinus
mutabilis Sweet) variedad INIAP — 450 Andino a los 77 dias después de la siembra con dos

diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)



14.19. Prueba de Tukey al 5% en Cepas* Dosis en la nodulacion.

65

En la tabla 38 realizada la prueba Tukey al 5% se puede observar los rangos de significancia que arrojan los resultados obtenidos, que indican hasta

cuatro rangos de significancia (A, B, C, D,) lo cual el TD2 se ubica en el primer lugar con los mejores resultados en la variable de nédulos lo cual

nos conlleva que este tratamiento es el que tuvo mayor cantidad de noédulos en la investigacién con un promedio de 4,06.

Tabla 38. Prueba de Tukey al 5%.

Cepas*dosis Medias Rango
TD2 4,06 A
CD1 3,11

TD1 2,74

CD2 1,78

Fuente: (Changoluisa, 2022)
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Figura 14. Promedio en los Cepas* Dosis en los nodulos de la raiz del chocho (Lupinus mutabilis Sweet) variedad INIAP — 450 Andino

a los 77 dias después de la siembra con dos diferentes cepas de Rhizobium spp (Cotopaxi — Tungurahua) a dos dosis 1cc — 2cc.
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14.20. Analisis de suelo inicial y final.

Tabla 39. Interpretacion de anélisis inicial y final

Localizacion
M.O Inicial | M.O Final

1800 msnm

TD1 2,5 1,9
TD2 2,5 2,1
Testigo 2,5 2,36
CD1 25 3
CD2 25 3,1

Fuente: (Changoluisa, 2022)

Figura 15. Analisis de suelo inicial y final del cultivo de chocho (Lupinus mutabilis
Sweet), INIAP-450 Andino.
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Fuente: (Changoluisa, 2022)

Al empezar este proyecto con un suelo inicial en Materia Organica de 2,5% demostrando un
nivel bajo y con un PH de 7,75 siendo ligeramente alcalino, una vez extraido las raices del
Lupinus a los 4 meses se recogio 2 kg del suelo de cada tratamiento y del testigo para realizar
los analisis finales del suelo, obteniendo los siguientes resultados; Los mejores resultados de
esta investigacion en el CD1 con un 3% y el CD2 con un 3,1% ya que la bacteria Rhizobium
en la cepa de (Cotopaxi) con 1cc — 2cc ha sido de gran importancia e incremento en la mejora
en cuanto a los recursos del suelo, es una alternativa de mejora en la M.O de acuerdo al cultivo
del Chocho, demostrando que la planta de chocho si mejora los suelos pobres en nutrientes,
pero su crecimiento fue retrasado a comparacidn con los tratamientos, aumentando el porcentaje
en M.O. De acuerdo al TD1 Y TD2 con cepas de Rhizobuim de (Tungurahua) de 1cc — 2cc que
son los dos que se redujeron en la M.O, de acuerdo al TD1 con un 2,5% reduciendo a un 1,9%
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, en el TD2 con un 2,5% reduciendo a un 2,1% obteniendo los dos un nivel bajo. En el testigo
obteniendo una M.O de 2,5% reduciendo a un 2,36. Todos los tratamientos mantuvieron un pH
entre 7,58 a 7,93 ligeramente alcalino.

Discusién: El 85% de la fijacion de nitrégeno en el suelo tiene como origen bioldgico. La
fijacion de nitrégeno se reduce en amoniaco y se convierte en forma orgénica, es una de la
caracteristica en algunos procariotas. Bacterias como los rizobios hacen simbiosis con las raices
de las plantas leguminosas, formar nddulos radicales y realizan fijacion bioldgica de nitrégeno.
(Chipana et al., 2017)
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15. CONCLUCIONES

La adaptabilidad de las cepas de Rhizobium en el cultivo de Lupinus mutabilis Sweet
inoculado con las dosis, se puede identificar que tuvo significancia estadistica para los
tratamientos, repeticiones, cepas, cepas*dosis, tratamientos vs testigos, su germinacion
fue igual a la que se sembro sin dosis de Rhizobium demostrando plantas vigorosas, en
la altura de planta con media en dosis de 38,31en la D2 (2cc) en rango A, el diametro
de tallo en tratamientos con una media de 4,07 rango A, ubicando a los testigos en el
rango C hasta el final de la investigacion.

El mejor inoculo de Rhizobium fue la dosis (TD2) Tungurahua dosis 2cc, obteniendo
resultados satisfactorios como en el didmetro de tallo con una media final 4,87 a los 66
dias en rango A.

Una vez extraida la raiz a los 77 dias se contabilizo el namero de nddulos con los
siguientes resultados, se concluyé que la dosis TD2 presento una media de 4.06 en rango
A, presentando un nimero total de 76 nédulos con una raiz pivotante ramificada y fuerte
llegando al tamafio de 25cm, sobrepasando a las demas dosis aplicadas en el cultivo de
chocho donde los datos més bajos obtenidos fue de la dosis CD2 con medias de 1,78.
En la multiplicacion de Rhizobium se pudo concluir que las cepas en reproducirse mas
rapido fue la cepa de Cotopaxi a los 3 dias en la incubadora a 30°C presentado un color
amarillento, mientras que la de Tungurahua se observo un color celeste transparente a
los 5 dias, una vez realizado las diluciones seriadas se contabilizo y la cepa de Cotopaxi
trabajo con 4.4x10~5 UFC y la de Tungurahua con 2.5x10~%, donde se puede decir que
la bacteria rizobios no son iguales ni en el color, estas bacterias trabajan de forma
diferente en la planta que se encuentren hospedadas (leguminosas) realizando el proceso
de la FBN.
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16. RECOMENDACIONES

Es recomendable que si se va a realizar la inoculacion, se debe tomar medidas de
precaucion y colocar las dosis correctas, ya que si se sobre pasa de dosis al inocular la
semilla puede sufrir estrés y la bacteria no va a adaptarse a esas condiciones, existen
varios métodos de inoculacion que lo mencionas varios autores en sus proyectos solo es
importante leer, entender y aplicarlo en el campo. En este proyecto se aplico el método
sumergir a la semilla en el inoculante a un 1cc y 2cc.

Es fundamental conocer al Rhizobium que se va a aplicar al cultivo, saber sus
caracteristicas el sector proveniente de la bacteria y la forma de actuar en el cultivo
inoculado, donde asi se podra saber si ayudara a formar nddulos y desarrollo de la
planta, ahi sabremos con qué tipo de rizobios se esta trabajando, obtendremos resultados
esperados como fue la de esta investigacion que se obtuvo un buen desarrollo del
Lupinus y abundancia en nddulos en las raices, donde la dosis recomendada fue (TD2).
Es importante dar un manejo adecuado al manual de la multiplicacién del Rhizobium
spp para la obtencion de diluciones como inoculantes de las mismas, para asi poder
obtener en campo una vida microbiana correcta al momento de inocular a un cultivo de

leguminosas.
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18. ANEXOS

Anexo 1. Aval de traduccién.

Universidad

géc“iﬂa de CENTRO DE IDIOMAS
otopaxi
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En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad
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La traduccién del resumen del proyecto de investigacion al idioma Inglés cuyo titulo
versa: “EVALUACION DE DOS CEPAS (COTOPAXI Y TUNGURAHUA) DE
RHIZOBIUM SPP A DOS DOSIS EN EL CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweef)
VAR. INIAP - 450 (ANDINO), CEASA - COTOPAXI, 2021-2022” presentado por
Changoluisa Sangoquiza Jesica Paola, estudiante de la carrera de Ingenieria
Agronomica, perteneciente a la Facultad Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales, lo realizé6 bajo mi supervisiéon y cumple con una correcta estructura
gramatical del Idioma.
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uso del presente certificado de la manera ética que estimare conveniente.
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Anexo 2. Disefio de campo.

TEMA: EVALUACION DE DOS CEPAS (COTOPAXI Y TUNGURAHUA) DE RHIZOBIUM
SPP A DOS DOSIS EN EL CHOCHO (Lupinus mutabilis sweet) VAR. INIAP -450 (ANDINO),
CEASA- COTOPAXI. 2021-2022

DISENO EPERIMENTAL

FACTOR (A) FACTOR (B) TESTIGOS
COTOPAXI DOSIS 1 T
TUNGURAHUA DOSIS 2

TRATAMIENTOS
CD1
CD2
TD1
TD2
T1

ANDINO
REP | REP Il REP 11l
T1 TES CD1 TD2
T2 TD1 TD2 TEST
T3 TD2 CD2 CD1
T4 CD2 TEST CD2
T5 CD1 TD1 TD1

Elaborado por: (Changoluisa, 2022)

LIBRO DE CAMPO

ESTUDIANTE: CHANGOLUISA SANGOQUIZA JESICA PAOLA
DOCENTE TUTOR: ING. GEOVANA PAULINA PARRA GALLARDO MG.
FECHA DE INICIO: 24/08/2021
TOTAL DE MUESTRAS: 6 PLANTAS POR CEPAS Y DOSIS

INIAP - 450
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Anexo 3. Datos de los indicadores evaluados.

Porcentaje de germinacion.

T
TD1
TD2
CD2
CD1
CD1
TD2
CD2
T

TD1
TD2
T

CD1
CD2
TD1

T
TD1
D2
CD2
CD1
CD1
D2
CD2
T

TD1
D2
T

CD1
CD2
D1

TD1
TD2
CD2
CD1
CD1
D2
CD2

TD1
TD2

CD1
CD2

% GER- (% GER-(% GER- |% GER-
TRATAMIENTOS|REPETICIONES|VARIEDAD dia6 |dia8 dia 10 dia 13
1 1 1 17 17 67 100
2 1 1 67 83,3 83,3 100
3 1 1 0 0 67 100
4 1 1 0 17 67 100
5 1 1 33,3 33,3 83,3 100
1 2 1 50 50 83,3 100
2 2 1 16,7 17 83,3 100
3 2 1 100 100 100 83,3
4 2 1 66,7 100 100 100
5 2 1 33,3 50 50 100
1 3 1 67 67 100 100
2 3 1 17 33,3 33,3 100
3 3 1 67 67 100 100
4 3 1 0 0 33,3 100
5 3 1 50 50 67 100
Altura de la planta.
ALTURA DIA |ALTURA DIA | ALTURA DIA [ ALTURA DIA | ALTURA DIA | ALTURA DIA | ALTURA DIA | ALTURA DIA
TRATAMIEN|REPETICIONVARIEDAD 10 (cm) 24(cm) 35(cm) 43 (cm) 52 (cm) 59 (cm) 66 (cm) 77 (cm)
1 1 1 9,92 15,08 205 25,75 29 31,23 32,83 36,33
2 1 1 8,03 16,17[22, 5 212 305 34,67 36 38,23
3 1 1 6,23 13,25 2317 26,92 30 32,58 36,5 34,83
4 1 1 517 13,08 19,92 23,35 27,83 28,95 355 355
5 1 1 8,17 16,67 21,33 26,67 305 36,7 36,42 40,33
1 2 1 8,08 15,08 23,08 29,33 2,17 35,68 36,83 375
2 2 1 6,17 15,25 24,67 28,25 35,33 38,93 41 455
3 2 1 7,62 18,17 23,67 28,83 335 38,58 38,92 41,75
4 2 1 4,62 13,75 20,17 2342 21,33 30,5 30,75 34,25
5 2 1 6,03 1342 19,17 24,83 21,33 31,02 31,52 359
1 3 1 8,53 17 24 30,5 35,83 39,08 40,33 44,83
2 3 1 6,42 13,33 21,17 2592 135 35,87 37 41,67
3 3 1 7,75 16,5 21,58 27,58 32 33,38 34,13 35,75
4 3 1 6,37 16,08 22 26,17 30,83 36,42 37,58 4317
5 3 1 5,25 12,25 14,17 16,67 19,67 2192 24,92 359
Numero de hojas.
#DEH.VDIA | #DEH.VDIA | # DEH.VDIA | # DEH.VDIA | # DEH.VDIA | # DEH.VDIA | # DEH.VDIA | # DEH.VDIA
TRATAMIEN]REPETICIONVARIEDAD | 10(unidad) [ 24(unidad) [ 35(unidad) | 43(unidad) | 52(unidad) | 59(unidad) | 66 (unidad) | 77 (unidad)
1 1 1 2 3,83 5,67 6,86 8,83 9,67 9,83 10,33
2 1 1 25 4 5,83 7 9,17 10,83 95 11,83
3 1 1 2,17 4,33 6,17 7,83 9,33 10 10,5 10,17
4 1 1 2 4 6,17 717 10,17 10,5 11 10,67
5 1 1 2 4,17 417 6,67 8,83 10,5 9,83 10,5
1 2 1 25 4 6,67 717 9,83 10,5 9,33 10,17
2 2 1 1,67 4,17 6,5 7,33 10,5 11,83 10,83 10,83
3 2 1 25 4,17 6,83 8,67 12,67 12 12,17 11,67
4 2 1 1,83 4,17 5,83 7 9 7,67 7,83 8,17
5 2 1 1,33 3,67 35 6,33 8,33 9,17 8 104
1 3 1 2,17 417 6,5 8,17 10,67 125 125 155
2 3 1 25 4 55 117 9,83 115 95 10,67
3 3 1 2,17 3,83 6 75 9,83 10 8,67 10
4 3 1 1,83 4 5,67 8,83 115 12,33 12,5 11,67
5 3 1 15 3 3 5 7 8,33 8,33 7,67

D1
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Diametro del tallo.

TD1
D2
CD2
CD1
CD1
D2
CD2

TD1
D2

CDh1
CD2
TD1

DIAM. Del DIAM. Del DIAM. Del DIAM. Del DIAM. Del DIAM. Del DIAM. Del DIAM. Del
Tallodia10 | Tallodia24 | Tallodia35 | Tallodia43 | Tallodia52 | Tallodia59 Tallodia | Tallodia 77
TRATAMIEN|REPETICIONVARIEDAD (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) 66(mm) (mm)

1 1 1 3,36 3,55 3,76 387 4,00 4,03 4,16 4,69
2 1 1 3,35 3,67 4,22 427 4,36 451 474 4,86
3 1 1 4 432 4,64 47 4,73 48 481 4,97
4 1 1 35 417 4,47 45 458 458 4,62 4,67
5 1 1 3 393 4,03 411 42 4,29 4,38 4,58
1 2 1 3,52 393 4,45 4,52 4,55 4,62 4,85 4,77
2 2 1 3,64 4,05 431 4,45 4,52 48 4,83 4,92
3 2 1 3,75 4,08 4,34 4,38 4,57 4,76 4,84 4,92
4 2 1 32 3,32 3,56 3,71 3,92 3,99 411 4,22
5 2 1 3,09 3,65 3,96 4,02 4,25 432 449 493
1 3 1 344 3,84 437 449 4,72 4,85 4,96 5,15
2 3 1 349 3,69 3,78 3,88 398 411 4,15 4,23
3 3 1 352 399 4,14 441 4,46 4,54 4,65 4,84
4 3 1 3 393 397 4,29 4,36 439 4,54 4,69
5 3 1 3,34 3,58 338 39 4,07 411 4,23 4,34

Porcentaje de floracién.

T
TD1
TD2
CD2
CD1
CD1
TD2
CD2
T

TD1
TD2
T

CD1
CD2
TD1

Numero de Nodulos.

TD1
TD2
CD2
CD1
CD1
TD2
CD2

TD1
TD2

CD1
CD2
TD1

% DE Floracion
TRATAMIENTOS|REPETICIONES [VARIEDAD dia 77
1 1 1 0,17
2 1 1 0,33
3 1 1 0,67
4 1 1 0,83
5 1 1 0,67
1 2 1 0,67
2 2 1 0,5
3 2 1 0,67
4 2 1 0,17
5 2 1 0,33
1 3 1 0,67
2 3 1 0,17
3 3 1 0,67
4 3 1 1
5 3 1 0,33
# DE Nodulos
TRATAMIENTOS |REPETICIONES |VARIEDAD dia 83

1 1 1 0,83

2 1 1 2,8

3 1 1 4

4 1 1 1,83

5 1 1 3,17

1 2 1 3

2 2 1 4,17

3 2 1 1,83

4 2 1 0,83

5 2 1 2,75

1 3 1 4

2 3 1 0,5

3 3 1 3,17

4 3 1 1,67

5 3 1 2,67
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Anexo 4. Hoja de vida del estudiante.
FICHA SIITH

DATOS PERSONALES:
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05036634 CHANGOLUI SANGOQUI JESICA 30/06/19 SOLTERO HETEROSEXU # 4
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MAIL PERSONAL MAIL INST

JESICA.CHANGOLUISA3403@UTC.EDU.EC JESICA.CHANGOLUISA3403@UTC.EDU.EC

DATOS ACADEMICOS:

TITULO NOMBRE AREA SUBAREA PAIS | SENESCYT




Anexo 5. Hoja de vida del tutor.

DATOS PERSONALES

APFLLIDOS: PAREA GALLARDO

NOMBRES:

GIOVANAPAULINA

ESTADO CIVIL: DIVORCIADA
CEDULA DE CIUDADANTA: 180226703-7
LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO: 28 — 07 -15%6%

DIRECCION DOMICILIARTA: AMBATO: Pesaje Toro S M. v Jorge Carrara

TELEFONO CONVENCIONAL:
TELEFONO CELULAR: 09378394042 (008435238

CORREO ELECTRONICO: giovana parra@ute.edu.ec;

032588381

gloppg@zmail com;

EN CAS0 DE EMEEGENCIA CONTACTARSE CON; PABLO FEANCISCO LOPEZ
PARER A - (993638722
ESTUDIOS EEALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS

NIVEL TITULO OBTENIDO FECHADE |CODIGO DEL
EECGCISTRO |EREGISTRO
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CONESUF
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Anexo 6. Analisis de suelo Inicial.

INFORME DE RESULTADOS (
TotalChem
I DATOS DEL CLIENTE |
Faola Changolusa
Cliente:
Direccion: Cotopax Teléfono: $78780843
Provincia: Cotopax Canton: cod. Lab 5, 92022
INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de suelo Fecha de del |l deeneroal 11 de
Muestra: ensayo: febrero
Fecha de foma 11/01/2022 Direccion de '
de muesha: la muestra:  <OTOP0
Fecha de 11/01/2022  Cod. Lab 562022
recepcion en
Observaciones: Muestra tomada por el chente
RESULTADOS
Paramelros Resultado Unidad Nivel Técnica
Id.Cliente analifica
K AC.Am 1,10 meq/100g alio Aatdmica
Ca AC.Am 148 meq/100g allo Aatdmica
Mg AC.Am 28 meq/100g alo Aatdmica
Cu Osen mod. 20 ppm medio Aatdmica
Mn Olsen mod. 30 ppm aajo A.atdmica
In Ofsen mod. 10 ppm bajo Aatdmica
PH H20 1:2.5 775 Ligaram Alcalino Conc:.;nmer
M.O. W-B 25 % ajo aravimetrico
CE H20 1:25 0,808 mmhos/cm [ NoSaimo  [Conductimet
calculo a o013 ! .
NTotal partir de . % baje Volumétrica
X2 P Olsen mod. 123 ppm allo Colorimetric
B Fos-Ca ppm Colorimetnc
Cl H20 1:1 ppm
N Fos-Ca ppm Turbicimertric
Otsen/caul Colofimetnc
o Indofenol hizek [s)
Cic Ac.Am meqg/100g volumetico
Ca/Mg |calculo 52 meq/100g alio N/A
Mg/K |caiculo 25 meq/100g Optimo N/A
(Ca*Mg)/X |cciculo 158 meq/100g Optimo N/A
Satf. De bases|Calcuio
Acidez In. |KC| Volumética

»
&3

-

Ing. Carlos Mayorga
TOTALCHEM

TotalChem Se responsctizo uwiicamente de ks ondfisk mas no de o rama de muestna

Esras andlsk, opiniones /o Infemredaciones esan bosodo en @l matevial 0 nformaciin pravistas por ol clente para Quien e

b rmalsmcds arta ndrurna an feores svebahon o

P N
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Anexo 7. Analisis de suelo final de cada dosis.

INFORME DE RESULTADOS
\
TotalChem
| DATOS DEL CLIENTE |
Faola Changolusa
Cliente:
Direccion: Cotopax Teléfono: $78780843
Provincia: Cotopaxd Canton:
INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de suelo Fecha de del |l deeneroal 11 de
Muestra: ensayo: febrero
Fecha de foma 11/01/2022 Direccion de o
de muestra: la muestra: ey o
Fecha de 11/01/2022  Cod. Lab 542022
recepcion en
Observaciones: Muestra fomada por el chente
RESULTADOS
Paramelios Resullado Unidad Nivel Técnica
Id.Cliente analitica
K AC.Am 0.76 meq/100g A Aatdmica
Ca AcC.Am 1.9 meq/100g o A.atomica
Mg AC.AM 19 meq/100g @0 A.atdmica
Cu Oksen mod. 40 ppm medio A.atdmica
Mn Olsen mod. 30 ppm bap Aatdmica
In Oen mod. 10 ppm bap Aatdomica
H20 1:25 Ligeram.  |Conductimet
PH T.88 Alcalino o
MO. W-B 30 % baj gravimefrico
CE H20 1:25 0,868 mmhos/cm | NoSaino  |Conductimet
colculoa PP b z
NTotal parti de , % 4] Volumética
el P Olsen mod. 1128 ppm al Coloimetnc
B Fos-Ca ppm Colorimetric
Cl H20 11 ppm
§ Fos-Ca ppm Turbickmetric
Ofsen/czul Colorimetric
i indofenol pem 0
CiC Ac.Am meq/100q volumetico
Ca/Mg |caiculo 63 meq/100g % N/A
Mg/K  |caiculo 25 meq/100q FALSO N/A
(Ca*Mg)/K |colculo 182 meq/100g Optimo N/A
Sat. De bases|Calculo
Acidez Int. |KCI Volumética
&

ing. Carlos Mayorga
TOTALCHEM

TotalChem Se respansabiizo unicamente de los anafisk mas no de ka fama de muestra

Esfos andlsk, opiniones y/o inferpretaciones esfan basodo en @l materal @ informacién pravistas por @l clente pan quien @
ha reazado este informe en forma exclushva y confidencial
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Ing. Carlos Mayorga

TOTALCHEM

TofaliCham Se respansobilzo unicamenfa de las andiss mas no de o foma de muestra

INFORME DE RESULTADOS (
TotalChem
| DATOS DEL CLIENTE |
Paola Changolusa
Cliente:
Direccion Cotopaw Teléfono: $78780843
Provincia: Cotopax Canton:
INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de suelo Fecha de del |l deeneroal 11 de
Muestra: ensayo: febrero
Fecha de foma 11/01/2022 Direccion de col
de muesha: la muestra: oo
Fecha de 11/01/2022 Cod.Lob 572022
recepcion en
Observaciones: Muestra fomada por &l chente
RESULTADOS
Paramelros Resullado Unidad Nivel Técnica
Id.Cliente analiica
K AC.Am 0.8% meq/100g ain A.atdomica
Ca Ac.Am 129 meq/100g ato Aatdmica
Mg AC.Am 24 meq/100g a0 A.atdmica
Cu Oken mod. 30 ppm medic Aqidmica
Mn Olsen mod. 20 ppm bap Aatomica
In Oken mod. 10 ppm bajp Aatdmica
H20 1:25 ; Ligeram.  [Conductimet
94 Alcaling iog
M.O. W-B a1 % bap grovimetrico
CE H20 1:2,5 0.781 mmhas/cm NoSsiino  [Conductimet
calculoa 016 i L
NTotal partir de . % <] Volumétrica
cn2 P Ofsen mod. 1058 ppm o Coloimetnc
B Fos-Ca ppm Colofimetric
Cl H20 1:) ppm
s Fos-Ca ppm Turbicimetric
Olsen/azul Colorimetric
Neht indofenol PR o
Cic Ac.Am meq/100g volumetico
Ca/Mg |[caiculo 54 meq/100g % N/A
Mg/K  |caiculo 27 meq/100g Optmo N/A
(Ca*Mg)/X |caliculo 172 meq/100g Optmo N/A
Sat. De bases|Calcuto
Acidez Int. |KC| Volumétrica
"
)

Esfas andlsk, opinianes y/o inferpredociones es!an basodo en el materal @ nfomocion pravistos por @l clente pana Quien @
ha reazado aste nfarme an forma exciusiva y confidenciol
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ing. Carlos Mayorga
TOTALCHEM

TotalChem Se responsctézo unicaomente de los ondfisk mas no 4o ka fama de muestno

INFORME DE RESULTADOS ;
TotalChem
| DATOS DEL CLIENTE |
Paola Changolusa
Cliente:
Direccion: Cotopax Teléfono: $78780843
Provincia: Cotopax Canton:
INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de suelo Fecha de del |l deeneroal |1 de
Muestra: ensayo: febrero
Fecha de foma 11/01/2022 Direccion de cob
de muesha: la muestra: RIOPES
Fecha de 11/01/2022 Cod. Lab 582022
recepcion en
Observaciones: Muestra fomada por el chente
RESULTADOS
Paramelros Resullado Unidad Nivel Técnica
Id.Cliente analifica
K AC.AmM 110 meq/100g a Aatdmica
Ca AC.Am EL] meq/100g an A.atdmica
Mg AC.Am 17 meq/100g a A.atdomica
Cu Olsen mod. 20 ppm medic Aatdmica
Mn Oken mod. 10 ppm bap A.atémica
In Ofsen mod. 10 ppm bap Aatdmica
H20 1:2.5 Ligeram. | Conductimet
PH 7,72 Acalino fico
M.O. W-B 1,90 % bajp gravimetrico
CE H20 1:25 1,161 mmhos/cm No Salino  |Conductimet
colculoa 0.10 ba £
NTotal partir de . % 10 Volumétrica
Wl P Ofsen mod. 102,0 ppm aho Colorimetric
B Fos-Ca ppm Colorimetnc
Cl H20 1:1 ppm
S Fos-Ca ppm Turbickmetric
Osen/caul Colofimetnc
Gt Indofenol ik 0
Cic Ac.Am meq/100g volumetrico
Ca/Mg [caiculo 53 meq/100g % N/A
Mg/K  |calculo 15 meq/100g baj N/A
(Ca*Mg)/X |caiculo 10,5 meq/100g Optimo N/A
Sat. De bases|Calcuio
Acidez Inl. |KCI Volumética
=
"3‘.’.

Esfas andkisk, opiniones y/o Infemredociones estan bosodo en @l materal 0 nformacicn pravistas por ol clente para Quien @
ha ealkado este informae an forma exclusva y confidenciol

86



INFORME DE RESULTADOS 'E
TotalChe
DATOS DEL CLIENTE |
Paola Changolusa
Cliente:
Direccion: Cotopaxd Teléfono: $78780843
Provincia: Cotopax Canton:
INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de suelo Fecha de del Il deeneroal 11 de
Muestra: ensayo. febrero
Fecha de toma 11/01/2022 Direccion de col
de mueshra: la muestra: oRpa
Fecha de 11/01/2022 Cod.lab 592022
recepcion en
Ohisrvacioner: Muestra tomada por el cliente
RESULTADOS
Paramelros Resultado Unidad Nivel Técnica
Id.Cliente analiica
K AC.AM 0,96 meq/100g o Aatomica
Ca Ac.Am 10,0 meq/100g a% A.atdomica
Mg Ac.Am 28 meq/100g s Aatdmica
Cu Oksen mod. 30 ppm medio Aaidmica
Mn Olsen mod. 20 ppm bap Aatémica
In Oken mod. 10 ppm bajo Aatomica
H20 1:25 768 Ligeram.  |Conductimet
’ Alcalino fico
M.O. W-8 210 % bap grovimetrico
CE H20 1:25 0.805 mmhas/cm No Ssiino  |[Conductimet
calculoa o011 b 3
NTotal partir de , % e Volumética
102 P Ofsen mod. 9.0 ppm alto Coloimetnc
B Fos-Ca ppm Colorimetric
Cl H20 121 ppm
) Fos-Ca ppm Turbicimetric
Olsen/czul Colorimetric
N-NA indotenol PR o
Cic Ac.Am meq/100g volumetico
Ca/Mg |calculo 38 meq/100g Opbme N/A
Mg/K  [calculo 27 meq/100g Optmo N/A
(Ca*Mg)/X [caiculo 131 meq/100g Optmo N/A
Sat. De bases|Caolcuto
Acidez Int. |KCI Volumética
o
[N
&

Ing. Carlos Mayorga
TOTALCHEM

TofaliCham Se respansobizo unicamente de os andliss mas no de o fama de muestra

Esfas anaksl, opiniones y/o Inferpredociones esfdn basodo en el materal @ infomocion pravistos por @l clente para quien @

I sl arbes indnsnn mn lesres s

rhirham s bt
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Anexo 8. Testigo (sin dosis de Rhizobium).

88

INFORME DE RESULTADOS ‘
TotalChern
| DATOS DEL CLIENTE |
Poola Changoiusa
Cliente:
Direccion: Cotopaxl Telélono: 978780843
Provincia: Cotopaxl Canton:
INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de suelo Fecha de del !l deeneroal |l de
Mueshra: ensayo: febrero
Fechadetoma |1/01/2022 Direccion de "
de mueshra: la muestra:  COTOP
Fecha de 11/01/2022  Cod. Lab 552022
recepcion en
Observaciones: Muestra tomada por el chente
RESULTADOS
Parameftros Resultado Unidad Nivel Técnica
Id.Cliente analiica
K AC.AM 160 meq/100g alo A.atdmica
Ca AC.AM 13,2 meq/100g ako Aatdomica
Mg AC.Am 22 meq/100g ato Aatdmica
Cu Obken mod. 20 ppm medio A.atdmica
Mn Oken mod. 10 ppm D)o Aatdmica
In Obken mod. 10 ppm bajo Aaidmica
H20 125 Ligeram.  [Conductimefric
PH 754 Alcalino o
M.O. W-B 238 % Bajo grovimetrico
CE H20 1:2,5 0833 mmhos/cm No Ssino  |Conductimeric|
cacuoa 0.12 .
NTotal partir de ) % bajo Volumética
" P Oken mod. 8,0 ppm ato Colorimetrico
B Fos-Co ppm Colonmetrico
Cl H20 111 ppm
 § Fos-Ca ppm Turbicimetrico
Oken/ozul
N-NH4 indofanol ppm Colorimefrico
CiC AC.AM meq/100q volumetico
Ca/Mg |cdculo 60 meq/100g ako N/A
Mg/X  |cdculo 14 meq/100g bajo N/A
(Ca+tMg)/K |caculo 96 meq/100g Bajo N/A
Sal. De bases|Calculo
AcidezInt. [KCI Vaolumética
o
43

Ing. Carlos Mayarga
TOTALCHEM

TodaiCham Se responsabilzo unicamende de ios andilss mas no de Ja loma de muastra

Eslos andisls, opiniones y/o Inferpretaciones estdn basads on ef matend e Informacidn provistas por el cliente para quien se ha
realzodo este informe en farma exciusiva y confidencial



19. FOTOGRAFIAS.
Fotografia 1. Preparacion del area de estudio.

Fotografia 3. Desinfeccion y colocacién del abono (turba) en las fundas.
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Fotografia 4. Inoculacion de la semilla de chocho (Lupinus mutabilis Sweet) dosis (1cc
y 2cc) Rhizobium spp (Tungurahua y Cotopaxi;,rvar. INIAP-450.

R e

bra del Lupinus inoculado con las dos dosis.

,. o V8 4
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Fotografia 6. Control de temperatura y HR en el cultivo de chocho (Lupinus

mutabilis Sweet) var. INIAP-450.

- Fotografia 7. Regadio cada 7 a 8 dias al
otograria cgal da !

cultivo de chocho.
|

—

450.

Fotografia 9.Extraccion de raices para el conteo de nédulos formados en el cultivo de
chocho.
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15. MANUAL DE LA MULTIPLICACION DEL
RHIZOBIUM SPP.
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1. INTRODUCCION.

Conocida como simbiosis fijacion bioldgica del nitrdgeno (FBN) (rizobio-leguminosa) es un
proceso de vital importancia en la biosfera, donde actian microorganismos portadores de la
enzima llamada nitrogenasa, su funcién principal es convertir el nitrdgeno gaseoso en nitrogeno
combinado, siendo asi mas asimilable para las plantas. Cabe recalcar algo importante para que
la bacteria fijadora de nitrégeno tenga efectividad de realizar la FBN necesita de una planta

hospedante.

1.1.0rigen de los genes (Rhizobium spp)

En el género rizobios de los FBN se obtuvo en el afio 1888, donde el Botanico y fitopatélogo
holandés Beijerinck, considerado uno de los pioneros de la microbiologia donde su prioridad
era realizar estudios sobre la naturaleza de los virus, consiguié obtener el primer cultivo
bacteriano de nddulos puros de la raiz de una planta leguminosa donde lo llamo Bacillus
radicicola, donde al momento de aislarlos Frank observo que tenia bacterias aisladas 100%
puros de FBN lo nombré Rhizobium. Basadndose en la especificidad y caracteristicas de los
huéspedes para 1929 ya se consiguid reconocer seis tipos de bacterias de FBN (Rhizobium
leguminosarum, trifolii, phaseoli, meliloti, japonicum y lupini). Basandose a cada caracteristica
que las hacia diferentes en esta clasificacion, cada especie de Rhizobium encontrada se
componia de cepas donde compartian un grupo de leguminosas huéspedes especificas para la
nodulacion. (Wang et al., 2002)
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1.2.Quie es la bacteria Rhizobium.

Estas bacterias son del género Rhizobium con capacidad de inducir en las raices de
leguminosas, donde su principal funcién es la estructuracion especializada de nodulos, donde
una explicacion quimica para mejor entendimiento se refiere a que el N2 atmosférico ya que es
muy estable e inerte esta se reduce a iones amonio (NH4+), cuando realiza este proceso el N2
es mas asimilable para la mayoria de las especies vegetales y es donde actGa la bacteria del
Rhizobium generando la fijacion del nitrogeno atmosférico en la planta, realizando un proceso
de alta eficiencia de FBN y puede ser capaz de abastecer hasta un 90% de las necesidades de

nitrogeno en las plantas. (Lopez et al., 2017)

1.3. Caracterizacion de cepas de Rhizobium.

Explorar nuevas alternativas de nodular a las plantas para el desarrollo de las leguminosas y es
posible de otras especies, es aprovechar el uso potencial de las bacterias Rhizobium para inducir
la nodulacion y fijar el nitrogeno, un estudio realizado en Bolivar del pais Colombia, nos
menciona que al momento de aislar al bacteria Rhizobium en cepas de agar estas demostraron
que son capaces de crecer de mejor manera en ambientes hostiles, tiendo la capacidad potencial
de ser utilizados como bioinoculantes para la fijacion del nitrégeno (FBN), se caracterizaron un
namero de 52 cepas de rizobios, dando como resultado un crecimiento de acuerdo al ambiente
que se encuentren, un crecimiento lento tiene un porcentaje del 63,5%, mientras que lo mas
rapido es del 36,5% con los materiales de laboratorio correctos para el crecimiento de la
bacteria. (Cuadrado et al., 2009)
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1.4. Tipos de bacterias de Rhizobium y funciones.

Género Azorhizobium

Funcién principal: Contiene cepas que forman nddulos de

raiz y de tallo y fijan nitrégeno en condiciones de vida libre.

Cepas de Bradyrhizobium

Funcion principal: Crecen lentamente en colonias de
menos de 1 mm de diametro después de 7 dias de

incubacion y estas producen alcali en medio YMA.

ly diazoefficiens
USDA110 A136

Género Mesorhizobium

Funcién principal: Estas incluye cepas con colonias de
crecimiento lento o moderado resultando con colonias de 1-2 mm
después de 5 a 7 dias de incubacion y estas produce acido en
medio YMA.

Géneros restantes, Allorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium
3
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‘ Funcion principal: Estas crecen rapido en colonias mayores de 2
mm después de 5 a 7 dias de incubacion y también producen acido
en medio YMA. (Wang et al., 2002)

NOTA: Medio YMA. Es un medio complejo que permite el desarrollo
de los rizobios durmientes, es diferencial, ya que permite distinguir a
los contaminantes que se han infiltrado, estas se tefiiran de color rojo,

mientras que las colonias de rizobios se veran blancuzcas y cremosas.

2. METODOLOGIA.

El presente trabajo de investigacion se realizé en los Laboratorios de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, Area laboratorio de Agronomia; pertenecientes a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales Campus Salache, donde se realizd las siguientes
actividades: adquisicion de la bacteria Rhizobium especies (Cotopaxi y Tungurahua) que fueron
utilizadas como cepas madres para realizar la multiplicacion de mas Rhizobium en cajas Petri
en nutrient AGAR para la reproduccién y para el crecimiento en caldo nutritivo PCA , para
después realizar las diluciones seriadas (UFC) y determinar la cuantificacion de
microorganismos y contabilizar las bacterias viables en las muestras procesadas, determinando
las dosis para la inoculacion, en volumen (dosis) y aplicarlas en las plantas de Lupinus en
campo.

Para esta investigacion se utilizaro como base, la metodologia experimental adoptada de
Medios de aislamiento, enriquecimiento y Cultivo por (WEAVER & GRAHAM, 1994); la cual
sera adaptada segun las condiciones que requeria las cepas de los investigadores Alex Chango
y Paola Changoluisa, multiplicando cepas para cada especie de Rhizobium (Cotopaxi y

Tungurahua) a partir de las cepas madres o0 de apertura.

2.1. Diferencia de los Caldos Nutritivos (Agar) para observar resultados.
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e Agar nutritivo para la multiplicacion — resultados de 4 a 5 dias.

Especificaciones

Marca Medios de cultive NEOGGEN®
analito E. coli, Salmonella spp.
Plataforma Medios de cultive deshidratados
Masa 500g

Férmula | Litro

pepicna 5,0g/L

Extracto

Férmulz decarne | 8/
Clerure s 0el
de sodio 0/
agar 12,0g/l

Fuente: (NEOGEN, 2020)

Se usa para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos y no esta disefiado para
usarse en el diagnéstico de enfermedades u otras condiciones en humanos. Un medio de uso
general para el cultivo de organismos que no son exigentes en sus requisitos nutricionales, por

ejemplo, organismos que se pueden aislar del aire, el agua, el polvo, etc.

e Agar nutritivo PCA para crecimiento — resultados a partir de 48horas

Composicion de Plate Count Agar (PCA)

PLATE COUNT AGAR Ingredientes gramos/litro
[STANDARD PLATE AGAR|
(150 4833-1 & 2:2013)
- Digerido enzimatico de caseina/triptona 5.0
Extracto de levadura 25
Glucosa 1.0
agar 15.0

pH final 7,0 + 0,2 a 25°C
Fuente: (NEOGEN, 2020)

El agar de recuento en placa (PCA) es un sustrato bacteriolégico que se utiliza para determinar
el nimero total de bacterias aerdbicas vivas en una muestra.

3. PROCESOS DE MULTIPLICACION DE LA BACTERIA RHIZOBIUM SPP.
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Es importante saber que, si se va a realizar este procedimiento del multiplicar a la bacteria
Rhizobium spp, debemos contar con materiales apropiados para la manipulacién de la bacteria,

centros de laboratorio de microbiologia donde no exista contaminacion de patégenos.

4. MATERIALES.

Materiales de laboratorio.

e Frascos de vidrio (resistentes al calor).

e Ajugas o asas de inoculacion (siembra). Equipos de laboratorio.

e Mango para asa.

e Cajas Petri. ¢ Incubadora.

e Cinta Parafilm. e Autoclave.

e Papel aluminio. e Cdamara de flujos.

e Mandil. e Contador de colonias digital.
e Guantes. e Balanza.

e Fosforo. e Contador de UFC.

e Lampara de alcohol.

e Rociador con alcohol.

e Goteros

e Micropipetas.

e Matraz Erlenmeyer.

e Soporte para tubos de ensayo.

NOTA: es importante saber que todos los materiales,
instrumentos y equipos que se van a utilizar en practicas

de microbiologia deben estar previamente esterilizadas.

5. PROCEDIMIENTO.
5.1. Adquisicion de la solucién liquida de Rhizobium spp y sus caracteristicas.

Estas bacterias (Rhizobium spp) fueron adquiridas en estado liquido, provenientes de las
provincias de Cotopaxi y Tungurahua para realizar cepas en caldos nutritivos y obtener cepas

de apertura de las dos.

Caracteristicas Aislado Al Tungurahua Aislado A2 Cotopaxi
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Colonias
Didmetro (mm)
Color:

Forma:

Borde:
Elevacién:

Consistencia:

Bacterias
Forma:

Largo:

Ancho:
Determinacion

taxondmica:

Observaciones

adicionales:

2-25

Translucidas brillantes
Redonda

Liso

Pulvinada

Mucilaginosa

Células bacilares alargadas
2.0m-2.5u

1.0

Género: Rhizobium

Células que presentan septos
transversales tefiidos
positivamente con la tincion de
Gram. Tiempo de incubacion de
5a 7 dias.

1.8-2.0
Beige
Redonda
Liso

Pulvinada

Suave

Células esferoidales
0.9m-1.0 m
0.9m-1.0 m
Género: Rhizobium

Tiempo de incubacion 6

dias

Fuente: (Pérez, 2021)

e Preservar la bacteria en una nevera de laboratorio a 3°C a 4°C hasta el momento de

realizar la cepa de apertura para la debida multiplicacion de la bacteria.

5.2.Preparacion del Medio de Cultivo para las cepas de apertura.

Preparar el medio cultivo en nutrient AGAR (nutritivo) en cajas Petri. Los pasos a realizar son:

e Enuna balanza pesamos el agar 23 gr de Agar Nutritivo.

e Enun frasco de vidrio saturamos 1000 ml de agua destilada

e Mezclamos bien hasta contener una consistencia completamente diluida.

e Ingresamos a la autoclave por 30 min — 1 kPa a 121 °C.
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e En lacamara de flujos dispensamos el medio de cultivo en cajas Petri hasta cubrir toda

la superficie y dejamos enfriar hasta obtener el medio de cultivo en estado sélido o gel.

IMPORTANTE: No dejar enfriar el
medio de cultivo por mucho tiempo
ya que este producto al enfriarse se

convertird en una solucion solida y

5.3.0btencion de las dos primeras cepas de Rhizobium spp.

Con estas dos primeras cepas se iniciara la multiplicacion de las bacterias. Los pasos a realizar

son:

e Cajas Petri con medio de cultivo Agar nutritivo, en estado sélido.

o Retirar de la nevera a los frascos de Rhizobium (Cotopaxi y Tungurahua)

e Con una micro pipeta tomar 1cc de Rhizobium, colocar en el medio de cultivo y repartir
con una aza de siembra.

e Sellamos las cajas Petri con cinta Parafilm y colocamos fecha y nombre.

e Colocamos en la incubadora a 25°C. Y observar los resultados después de 4 a 5 dias

e resultado con éxito. Observar fotografia N° 01.
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Fuente: Laboratorio de microbiologia — UTC — Facultad Caren

5.4.Multiplicacion del Rhizobium spp (Cy T).
Los pasos a realizar son:

e Preparar 23 gramos de Agar nutritivo en 1000 ml de agua destilada para los medios de
cultivo.

e Colocamos el medio de cultivo en la autoclave por 30 minutos, 1kPay 121°C

e En la camara de flujos dispensamos los medios de cultivo en cajas Petri para realizar la
siembra.

e Con el asa de inoculacidn o siembra (2 asas para cada bacteria), y una lampara de alcohol

encendida realizar la siembra con la técnica de estrias — continuo. Observar la imagen 1.
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Fuente: (Carrillo, 2008)

e Sellamos las cajas Petri con cinta Parafilm y colocamos en la incubadora de 25 a 30 °C.

e Resultados a los 4 dias: (ver fotografia N° 02)

Fotografia N° 02: Resultados de la multiplicacion del Rhizobium (Cotopaxi y Tungurahua).

10
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Fuente: Laboratorio de IAGR — UTC.

6. CRECIMIENTO DE LABACTERIA RHIZOBIUM SPP EN PCA NUTRITIVO.
Para realizar este procedimiento se realizo los siguiente:

e Se tomo dos cepas multiplicadas de la incubadora de Cotopaxi y Tungurahua.

e En una balanza pesamos 23.5 gr de PCA (PLATE COUNT AGAR) para los medios de
cultivo.

e Saturamos en un frasco de vidrio 1000 ml de agua destilada y mezclamos con el PCA.

e Colocamos en la autoclave por 30 min, 1Kpa a 121°C.

11
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e En la camara de flujos se plaqueo las cajas Petri y esperamos hasta obtener un caldo
nutritivo solido.

e Se realizo la siembra con la técnica de estrias — continuo, y sellamos con cinta
Parafilm,

e Colocamos en la incubadora a 30 a 35 °C y esperamos 48 horas para obtener resultados.

e Resultados. (ver fotografia N° 04)

Fotografia N° 04: Crecimiento del Rhizobium spp en 48 en Agar — PCA.

Fuente: Laboratorio de IAGR — UTC.

6.1.PREPARACION DE DILUCIONES SERIADAS PARA LAS UFC.

En este procedimiento para realizar el conteo de las UFC del Rhizobium de las cepas (C y T),

se realizo los siguientes pasos.

NOTA: Todo este procedimiento realizar en la cdmara de flujos con la lampara de alcohol

encendida para eliminar todo tipo de contaminacion.

e Extraer una cepa de Tungurahua y Cotopaxi de la incubadora.
e Endos tubos de ensayo incorporar 9 ml de agua destilada estéril para cada cepa (T y C).
e Con una micro pipeta incorporar 1 ml de agua destilada esterilizada y la diluimos en la

cepa de cada Rhizobium.

12
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e Con una aza de siembra estéril se realizd la técnica de raspado (raspar al Rhizobium del medio
de cultivo en el agua destilada).

e Una vez realizado el raspado incorporar la solucién liquida de la caja Petri al tubo de
ensayo que contiene 9 ml de agua destilada. Donde el resultado serd la OBTENCION
DE LADILUCION 1071,

Dilucidn seriada para el Rhizobium.

H20 destilada.
aml

Cotopaxi.
1ml

e Prepara 2 medios de cultivo en Agar PCA (una para cada

bacteria). :

e Con una micro pipeta sustraemos del tubo de ensayo 1 i , ml de
Rhizobium e incorporamos en los medios de cultivo PCA.
Para finalmente dispensar con una aza de Drigralsky en “3 todas

direcciones por la caja Petri durante 10 segundos.
e Sellamos con cinta Parafilm ponemos nombre y fecha, y guardamos en la incubadora a

30 a 35 °C y esperar de 2 a 3 dias para los resultados.

e Resultados obtenidos.

Fotografia N° 05: Colonias formadas de Rhizobium a dos dias en la incubadora (UFC).

13
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Fuente: Laboratorio de IAGR — UTC.

e Extraer al Rhizobium a los 3 dias de la incubadora (sino se encuentra méas de 25 colonias
formadas se debe dejar reproducir mas dias en la incubadora) y con el equipo contador de colonias

realizar el conteo de las UFC.

Fotografia N° 06: Conteo de las UFC para cada cepa de Rhizobium.

Fuente: Laboratorio de IAGR — UTC.
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1.1. Numero de colonias obtenidos en cada cepa: se debe seleccionar si el nimero de

UFC sobre pasa los 25 a 250 colonias formadas para realizar el conteo.
Tungurahua = Cepa N°1: 253 UFC
Cotopaxi = Cepa N°1: 436 UFC
1.2. Calculo de las colonias UFC

El resultado se expresara en unidades formadoras de colonias (UFC) por ml. A la hora de
obtener este resultado hay que tener en cuenta que se han sembrado 0.1 ml y el factor de

dilucién.
Formula: UFC = # Colonias x 1 ml (soluto) x Inverso de la dilucion (diluyente).

Si se han contado mas de dos placas sembradas de la dilucién. Para expresar el resultado del
recuento, primeramente, se hace la media de las placas contadas y luego aplicar la formula de
la UFC.

1.3. Resultados de conteo:
2. Tungurahua:

UFC =253 x1ml x 1071 =2.5x1071 UFC
3. Cotopaxi:

UFC =435x 1ml x 1071 = 4.4x107> UFC

Fotografia N° 07: Colonias formadas del Rhizobium spp y resultados del conteo UFC (Cy T).
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Fuente: Laboratorio de IAGR — UTC.
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