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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en el barrio Rio Blanco Alto de la
Parroquia Tanicuchi, canton Latacunga, provincia de Cotopaxi. Tuvo como objetivo
evaluar una cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres
concentraciones de aplicaciéon y en dos tiempos de corte, la presente se ejecutd en la
propiedad del sefior Gustavo Toaquiza que se encuentra a una altitud de 2850 msnm,
con la finalidad de mejorar el rendimiento en la produccién de la especie en estudio,
cuyas variables en estudio fueron: % de rebrote a los 7 y 14 dias después de la aplicacion,
altura de la planta, biomasa por planta, numero de nodulos en la raiz y el rendimiento

del cultivo.

Se utilizé el disefio experimental de blogues completamente al azar DBCA, con arreglo
factorial 3*2 + 1, con 4 repeticiones, con andlisis de varianza ADEVA, para jerarquizar
a los tratamientos, y para resultados significativos se aplico la prueba de significacion
de Tukey al 5%.
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Los analisis estadisticos muestran que el mejor tratamiento fue T1 con una concentracion
de 1 x 10° UFC/It en interaccion con el segundo corte realizado, obteniendo como
resultado para % de rebrote a los 7 dias un valor de 90,79% superando a TO con un %
de 88,65; para % a los 14 dias T1 da un valor de 95,15 % a diferencia de TO que da un

valor de 99,37% superando a T1 en rebrote.

Para altura de plantas T1 obtiene 57,58 cm en las plantas evaluadas, y TO (57,77 cm)
sobrepasando a T1; para la variable Biomasa T1 alcanza un valor de 46,23 g en
promedio de las plantas, TO tiene un promedio de 48,63 g. superando este valor a T1.

En cuanto a nimero de nddulos en la raiz el promedio de T1 es 31,75 por planta a
diferencia de TO que da como resultado 14,95; para rendimiento T1 tiene un valor de
3567,50 Kg/ha sobresaliendo el TO con un valor 5700,00 Kg/ha.

ABSTRACT

THESIS TOPIC: EVALUATION OF A COMMERCIAL STRAIN OF Rhizobium
IN ALFALFA (Medicago sativa) TO THREE LEVELS OF APPLICATION AND
CUT TWO TIMES, OF IN THE TANICUCHI PARISH, LATACUNGA CITY .
2015.

This research was realized in Rio Blanco Alto neighborhood, Tanicuchi Parish,
Latacunga city, Cotopaxi province. Aimed to evaluate a commercial strain of
Rhizobium in alfalfa (Medicago sativa) to three levels of application and two cutting
times, this was carried out on Mr. Gustavo Toaquiza’s property, located at an altitude
of 2850 meters, with the purpose to improve the production of the species under study,
which variables studied were: % regrowth at 7 and 14 days after application, plant

height, biomass per plant, number of nodules on the root and crop yield.

The experimental block design was completely randomized DBCA with factorial
arrangement 3 * 2 + 1, with 4 repetitions, with analysis of variance ANOVA, to rank
treatments, and for the significant results, was applied the test of Tukey 5%.
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Statistical analyzes show that the best treatment was T1 with a concentration of 1 x 10°
CFU / It in interaction with the second cut made, resulting in regrowth for % 7 days
worth 90.79% outperforming TO with a 88.65%; at 14 days T1 gives a value of

95.15% in difference with TO that gives a value of 99.37%, beating T1 in regrowth.

For plants height, T1 obteined 57.58 c¢cm in evaluated plants, and TO (57.77 cm)
surpassing T1; Biomass variable in T1 reaches a value of 46.23 g in average plant, TO

has an average of 48.63 g. exceeding this value to T1.

In fact of number of nodules on the root, the average per plant for T1 is 31.75 unlike
the results for TO was 14.95; for performance, T1 has a value of 3567.50 kg / ha
protruding TO with a value of 5700.00 Kg / ha.
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INTRODUCCION

Esta investigacion realizada en la zona de Rio Blanco Alto lugar donde se conoce su
alta produccion agropecuaria, debido a esto se ha visto la necesidad de cultivar un pasto
de la sierra como es la Alfalfa (Medicago sativa) para satisfacer parcialmente las

necesidades de alimentacion de los animales que esta poblacion posee.

Por lo que se propone bioaumentacion de Rhizobium en este cultivo para determinar el
rendimiento ya que uno de los principales problemas del sector es la deficiencia de
fertilizacion quimica y los altos costos que representa.

Asi, el sentido final de esta tesis es determinar la concentracion ideal para la aplicacion
del Rhizobium, con el objetivo de saciar las necesidades de consumo de los animales
locales con la produccién de este pasto.

Una muestra evidente del papel tan crucial de la bacteria Rhizobium en la
nodulacion de la raiz de la planta de alfalfa (Medicago sativa) y la importancia de esta
en la Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN), informacion encontrada en libros,

documentos cientificos que se orientan en este sentido.

Mi proposito, en consecuencia, es lograr una Optima produccién de este pasto
disminuyendo asi el consumo de nitrégeno de origen sintético, satisfaciendo los
requerimientos de este nutriente en las plantas con la aplicacién de dicha bacteria,
pudiendo de esta forma evitar la contaminacion de suelo y agua.



CAPITULO |

1.1. Planteamiento del Problema

El cultivo de alfalfa en el Ecuador cada vez es mas importante para la alimentacion
animal de manera directa o luego de su transformacién mediante procesos industriales.
En los ultimos afios ha manifestado una creciente importancia también en la
alimentacion humana debido a su alto contenido nutricional. En tal virtud este cultivo

constituye una buena alternativa del sector campesino. (Benitez, 1986)

Segun el 111 Censo Nacional Agropecuario del 2001 en el Ecuador existian, en esa fecha,
24 863 hectareas cultivadas unicamente de alfalfa y 1 478 hectareas como pasto
asociado, la produccién de este pasto en la provincia de Cotopaxi esta en 2071,92 ha.

Ademas se contabilizaron 70 683 unidades productivas agropecuarias de esta planta 69
479 tenian una extensién de menos de una hectarea. De igual manera se referencia al
respecto del cultivo en el canton Cevallos (Tungurahua) cultivan esta planta para
alimentar a cuyes, conejos y ganado en general. El 75% es para consumo propio y el
25% restante lo comercializan en las ferias cantonales. En total existen unas 800
hectareas sembradas de este producto en los terrenos de dicho canton.

Debido a que agricultura convencional es el sistema mas comudn para la produccion
agricola, un sistema donde la base es la utilizacion de productos de origen sintético que
causan efectos secundarios al Medio Ambiente ocasionados ya sea por la mala
aplicacion o por dosis exageradas de los mismos. El uso indiscriminado de fertilizantes
nitrogenados en agricultura ocasiona graves problemas de contaminacion. No todo el
fertilizante que se aplica lo aprovecha la planta. La fijacion bioldgica de nitrégeno es la
opcion natural de sintesis y asimilacion de N.

Siendo la FBN una forma de fertilizacion alternativa, mejorando y recuperando los
suelos y reduciendo asi la contaminacion del suelo y agua; utilizando tecnologias
limpias para enriquecer la biodiversidad de los suelos, que ademas, ayudan a conservar
el medio ambiente.



Se ha determinado que el uso de bacterias fijadoras de N como es el Rhizobium fija este

nutriente a grandes cantidades en el suelo.

1.2. Justificacion

El presenta trabajo, cuyo tema es “Evaluacion de una cepa comercial de Rhizobium en
alfalfa (Medicago sativa) a tres concentraciones de aplicacion y en dos tiempos de corte,

en la Parroquia Tanicuchi, Canton Latacunga. 2015.” Tiene como finalidad evaluar la



incidencia de la bioaumentacion de Rhizobium en el cultivo de alfalfa y buscar una
alternativa a la aplicacion de Nitrogeno de origen sintético en este cultivo, ya que este
produce efectos secundarios en el medio ambiente como la contaminacion, por lo que
se considerd relevante para efecto de la presente investigacion en la que se pretende dar

una solucion de cultivo para zonas con bajo nivel de nitrégeno en los suelos.

Al inocular Rhizobium en este cultivo, estas ayudan a fijar nitrogeno del aire al suelo,
cumpliendo con los requerimientos de las plantas, ayudando asi a suelos con bajo nivel
de este elemento y evitando la contaminacion de suelos y agua.

Estableciendo una tecnologia alternativa de sintesis de N al agricultor para el
mejoramiento y recuperacion de los suelos, pudiendo asi satisfacer las necesidades que
estos tienen para alimentar a las distintas especies animales, evitando la compra de
alfalfa a terceras personas y mejorando la economia del agricultor.

1.3. Hipotesis

1.3.1. Nula.-
. La cepa comercial de Rhizobium no influye en el rendimiento de la alfalfa
. Las concentraciones de Rhizobium no influyen en el rendimiento de la alfalfa.



1.3.2. Alternativa.-

. La cepa comercial de Rhizobium influye en el rendimiento de la alfalfa

. Las concentraciones de Rhizobium influyen en el rendimiento de la alfalfa.

1.4. Objetivos

Obijetivo General:



« Evaluar una cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres
concentraciones de aplicacion y en dos tiempos de corte, en la Parroquia

Tanicuchi, Cantén Latacunga. 2015.

Obijetivos Especificos:

» Determinar la concentraciéon mas efectiva.

» Identificar el mejor tiempo de corte O Determinar la mejor interaccion.

» Realizar el andlisis econdmico del mejor tratamiento.



1.5. Marco teérico

1.5.1. Clasificacion Cientifica del Cultivo de alfalfa (Medicago sativa)
(Raven, 2013)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae

Subfamilia; Faboideae

Tribu: Trifolieae
Género: Medicago
Especie: Medicago sativa

1.5.2. Generalidades

Es una planta perenne, de raiz gruesa y tallo lefioso, foliolos aovados u oblongos
dentados en el apice, estipulas semi-lanceoladas, largamente acuminadas en la base.
Flores grandes, de 8 —10 mm, en racimos oblongos multifloros sobre pedinculo no

aristado. Semillas del, 5 por 2,5 mm ovales. (Pozo, 1983)

La alfalfa es una leguminosa y como consecuencia tiene capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico a través de sus raices. Esta capacidad hace que los suelos donde
crece esta planta son mejores por lo que muchas veces se planta como, una manera de
fertilizante natural a los terrenos. El uso principal de esta planta es como planta forrajera
para la alimentacion del ganado, resulta muy nutritivo para los animales al mismo
tiempo que es una de las especies con produccién més elevada de las cultivadas por el

hombre. Aguanta con facilidad las sequias aprovechandose de sus largas raices que son



capaces de hundirse hasta capas profundas del suelo (se han encontrado ejemplares
cuyas raices alcanzan los 10m de profundidad). (Botanical,

2010)

Es una especie herbacea perenne que alcanza 50 y 90cm de altura, el promedio
de vida util de los alfalfares entre los 7y 8 afios que con buenas condiciones de cuidado,
en la actualidad se ha reducido a la mitad es decir de 3 a 4 afios lo que ha incrementado
el costo de mantenimiento de una hectarea de alfalfa los mismos que dan una pérdida

econOmica significa para quienes realizan este cultivo. (Grijalva, 1995)

1.5.3. Requerimiento nutricional de la alfalfa (Andrade, y otros, 1996.)



CUADRO N° 1 Requerimiento nutricional de alfalfa

Nutriente | Requerimientomateria
kg/ton seca

Nitrogeno |27

Fosforo 2.5
Potasio 21
Calcio 12
Magnesio |3
Azufre 3.5
Boro 0.030

Cobre 0.007

Hierro 0.040

Manganeso 0.025

Molibdeno | 0.0003

Zinc 0.015

Fuente: (Andrade, y otros, 1996.)

La mayor parte del requerimiento de nitrégeno puede ser cubierto por fijacion
bioldgica de nitrogeno.

1.5.4. Rendimiento



El rendimiento esperado es 90 toneladas de forraje verde por hectarea 23
toneladas de forraje seco por hectarea 20 a 24 toneladas de materia seca por hectarea.

Con seis a nueve cortes al afio. (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 2005)

La siguiente tabla el rendimiento promedio de forraje verde y materia seca para
los cuatro cortes (kg/ha) FV MS. (Florian., 2007)

CuADRO N° 2 Rendimiento de Alfalfa

CORTES FORRAJE MATERIA
VERDE SECA

1 12500 2800

2 13600 3020

3 17500 3330

4 18400 4500

Fuente: Florian (2007)

Para la alfalfa se establece categorias de rendimiento que estan expresadas en
Tm/ha determina que valores de 5,6 son comunes; 7,8 corresponde a un buen

rendimiento y los superiores a 10,1 son excelentes. (AID, 1979)

1.5.5. Requerimiento de pH para el cultivo de alfalfa

El factor limitante en el cultivo de la alfalfa es la acidez, excepto en la
germinacién, pudiéndose ser de hasta 4, el pH 6ptimo del cultivo es de 7.2, recurriendo
a encalados siempre que el pH baje de 6.8, ademas los encalados contribuyen a
incrementar la cantidad de iones de calcio en el suelo disponibles para la planta y reducir
la absorcion de aluminio manganeso gque son toxicos para la alfalfa y existe una relacion
directa entre la formacién de nddulos vy el efecto del pll sobre la alfalfa. La bacteria

nodulante de la alfalfa es Rhizobium meliloti, esta especie es neutréfila y deja de
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reproducirse por debajo de pll 5. (INFOAGRO, 2014) 1.5.6. Clasificacion
cientifica del Rhizobium (Ramirez, 2008)

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Proteobacteria alfa
Orden : Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium
Especie tipo

Rhizobium melitoti
1.5.7. Generalidades de Rhizobium sp.

La taxonomia de los rizobios, ha cambiado considerablemente en los ultimos
20 afos, con el género Rhizobium, un miembro de a-Proteobacteria, ahora se divide en
varios géneros .El estudio de plantas promiscuas hospederas, dispersas
geogréficamente, ha sido fuente de muchas especies nuevas y se espera que se produzca
muchos mas. Recientemente, una serie de aislamientos se han registrado en los nédulos
de las leguminosas, con capacidad de fijacion de nitrogeno, pero filogenéticamente se

ubican fuera de los grupos tradicionales de rizobios en aproteobacterias. (Willems,
2006)

Desde la década de los 80, con la introduccion de caracteristicas genéticas
(ADN-ADN vy las hibridaciones ADN-rARN, catdlogos rARN, secuenciacion del
rADN) una mayor diversidad fue descubierta entre los rizobios y sus relaciones con
otros grupos de bacterias se hizo evidente. Esto condujo a un aumento gradual en el

numero de géneros. En paralelo, también ha habido un aumento significativo en el
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numero de especies validamente publicadas con 48 especies de rizobios reconocidas.
(Willems, 2006)

1.5.8. Descripcién microscopica y macroscopica:

Bacilos de 0.5-1.0 X 1.2-3.0 um. Gramnegativos. Movil por flagelos peritricos.
Las colonias son usualmente blancas o beige, circulares convexas, semitraslicidas u
opacas, a veces mucoides, usualmente de 2-4 mm de diametro dentro de 3-5 dias de
incubacion en medio YMA (Levadura- Manitol Sales- Agar). El crecimiento en un
medio de carbohidratos es usualmente acompafiado por abundante cantidad de

exopolisacaridos extracelulares. Desarrollan una pronunciada turbidez de 2 a 3 dias en

caldo aireado o agitado. (Kuykendall, y otros, 2005) 1.5.9. Metabolismo:

Aerobios, su temperatura éptima de crecimiento se encuentra entre 25 y 30°C;
algunas especies pueden crecer a temperaturas de 40 °C. EI pH dptimo de crecimiento
estd entre 6.0 y 7.0. Sin embargo, pueden predominar entre valores de 4.0 a 10.0. El
tiempo de generacion de las cepas de Rhizobium sp. Esta entre 1.5-5.0 horas.

(Kuykendall, y otros, 2005)

Es quimiorgano heter6trofo, utiliza un amplio rango de carbohidratos y sales de
acidos organicos como unica fuente de carbono, sin formacién de gas. No son capaces
de metabolizar la celulosa y el almidén. Producen una reaccién acida en medio mineral
que contenga sales y manitol u otros carbohidratos. Las sales de amonio, de nitrato y
la mayoria de los aminoacidos pueden servir como fuente de nitrégeno. Algunas cepas
requieren factores de crecimiento como biotina, pantotenato o &cido nicotinico. La
peptona es pobremente utilizada mientras que la caseina, el almidon y la quitina y el

agar no son hidrolizados. (Kuykendall, y otros, 2005)
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1.5.10. Proceso de nodulacion

Este proceso se caracteriza por la atraccion y reconocimiento entre la
leguminosa y la bacteria. EI Rhizobium entra a la planta a través de los pelos
radiculares, formando una estructura Ilamada hilo de infeccion, e infecta
intracelularmente a las células corticales de la raiz. Una vez dentro de la célula, las
bacterias se diferencian en bacteroides y comienza el proceso de la fijacion de
nitrégeno. (Masson - Boivin., 2009)

Durante los eventos iniciales de la interaccion, se expresan los genes de las
nodulinas tempranas de la planta, que participan principalmente en el desarrollo o
formacion del nédulo. (Oldroyd, y otros, 2005)

Cuando se da la unién de los rizobios a los pelos radicales, se induce un cambio
en la direccion de crecimiento apical, generandose una deformacién y curvatura de los
pelos radicales o curling” donde quedan atrapadas las bacterias. Se forma un canal de
infeccion por donde entran los rizobios al citoplasma de las células vegetales por un
mecanismo similar a la endocitosis. (Carlson, y otros, 1994)

La simbiosis Rhizobium-leguminosa se inicia por los exudados de las raices de
plantas que soportan el crecimiento de rizobios y expresion de los genes de nodulacién.
Entre estos elementos los flavonoides (por ejemplo: luteolina, narigenina y genisteina)
que especificamente interactGan con proteinas bacteriana NodD activando la expresidn
de los genes (nod), dando lugar a la formacion y secrecion de los factores de
nodulacién. (D'Haeze, y otros, 2002)

Los factores Nod estan constituidos por una estructura basica que consiste en
oligomerosde N- acetilglucosamida, unidos por un enlace  1-4, con diversas
sustituciones; al interactuar con la planta, los factores Nod estimulan la division de las
células vegetales induciendo el enroscamiento de los pelos radiculares, dando lugar a
las estructuras conocidas como nodulos. (Bordeleau, y otros, 1994)
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Casi todos los rizobios tienen los genes nodABC en comin NodC sintetiza los
quitooligosacaridos; NodB y NodA, la estructura base de acetilato y N-acilato,
respectivamente. Las modificaciones de la estructura de los factores nod dependera de
los genes de nodulacion de la cepa especifica que codifican las enzimas que sintetizan
los precursores utilizados por transferasas (por ejemplo: nodH, nodPQ y nodL). Los
genes nodlJ son los responsables de la secrecion delos factores nod. Las diferencias en
la estructura de los factores nod juegan un papel importante en la especificidad del

hospedador de cepas de rizobios. (D'Haeze, y otros, 2002)

1.5.11. Importancia de la fijacion biologica de
nitrogeno (FBN) en leguminosas

La FBN es el proceso que transforma el nitrogeno atmosférico, que es inerte,
en una forma biologicamente Gtil siendo la principal forma de entrada en ecosistemas
desérticos. (Zahran, 2001)

Quimicamente, este es similar al proceso Haber-Bosch (N2 + 2H 2 — 2N 3,
500°C y 350 atm), que es el método comercial de la produccion de amoniaco para
fertilizantes nitrogenados, consumiendo una gran cantidad de energia, estimandose que
se necesitan 1, 5 Kg. de combustible por cada Kg. de nitrgeno fijado. Lo anterior

implica un alto costo econémico (Ndakidemi, y otros, 2006)

Asi mismo, el suministro de forma sintetiza en la agricultura afecta
considerablemente el suelo haciéndose insostenible por su continuo uso reflejandose

en bajos rendimientos en los cultivos. (Mahecha, 2002)

El proceso de FBN es utilizado en la naturaleza por diferentes géneros
bacterianos. Las plantas se benefician de este proceso cuando las bacterias mueren y
liberan el nitrégeno al suelo o cuando las bacterias viven en estrecha asociacion con las
plantas. (Willems, 2006)
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Resaltando principalmente esta asociacion simbiotica, la cual se presenta en los
cultivos de leguminosas. Estos microorganismos, denominados rizobios, viven en los
nddulos de las plantas fijando el nitrogeno en forma de amonio, que es absorbido por
las plantas. (Herridge, 2008)

Si bien existe una amplia gama de organismos y asociaciones vegetales que son
capaces de fijar N2 de la atmosfera, la relacion simbiotica entre rizobios y leguminosas
es responsable de contribuir con la mayor cantidad de nitrégeno fijado en especies
agricolas. (Chianu, y otros, 2011)

Las leguminosas de grano contribuyen con méas de 20 millones de toneladas de
N2 fijado a la agricultura de cada afio. (Herridge, 2008)

Por lo tanto, la importancia de la FBN como el principal mecanismo para el
reciclaje de nitrogeno de la atmosfera a formas disponibles en la biosfera no puede ser
exagerada. La fijacion de nitrgeno en la biosfera se estima en unos 275 millones de
Tm. anuales, de los cuales 30 corresponden a causas naturales, 70 a fijacion industrial
y 175 al proceso de fijacion bioldgica (Burns, y otros, 1975)

Haciendo parte microorganismos diazotroficos de vida libre, asimbioticos y

simbidticos. (Marin, y otros, 1999)

Las entradas en los ecosistemas terrestres de FBN a partir de la relacion

simbidtica entre leguminosas y sus rizobios es de 70.000.000 toneladas de N2/ha/afio.

(Brockwell, y otros, 1995)

Esta cantidad puede aumentarse en la medida que la poblacion mundial se
incremente y las fuentes naturales que suplen los fertilizantes nitrogenados disminuyan.
El empleo elevado de fertilizantes nitrogenados representa una carga medioambiental,
que incluye la contaminacion del aire, la lluvia acida, contaminacion del agua por

nitrato, asi como eutrofizacion y reduccién de la biodiversidad.
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(Socolow, 1999)
Las grandes aplicaciones de fertilizantes nitrogenados para maximizar la

produccion en los paises desarrollados solo exacerbaran estos problemas, mientras que
en los paises subdesarrollados el alto costo y los problemas de distribucidn continuaran
siendo las limitantes. Esto indica que la fijacion bioldgica del nitrogeno por
microorganismos, especialmente los de tipo simbioticos, proporcionan una alternativa
econdmica, viable y ecoldgicamente sana que pudiera contribuir a mitigar esta

problematica de forma sustentable. (Sylvia, y otros, 2005)

Aproximadamente el 80% del nitrogeno fijado bioldgicamente en la
agricultura, proviene dela simbiosis entre las leguminosas y las especies de Rhizobium,

Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium y

Allorhizobium. (Vance, 1998)

De esta unidn se forma, a nivel radicular, un érgano llamado nddulo dentro del
cual se transforma el nitrégeno (N2) del aire en amonio (NH4"), gracias a la accion de
la enzima nitrogenasa, (Mannion, 1998) que es una forma asimilable por las plantas.

Para el afio 2025 se espera que la poblacién mundial haya crecido hasta un

40%. (Baca, y otros, 2000)

Teniendo en cuenta que aproximadamente 11g de nitrégeno se consumen por
persona cada dia (Singh, y otros, 2003) y que las leguminosas aportan hasta el 80% de
las necesidades dietéticas. (Frink, 1999)

En la mayor parte de los trépicos y subtropicos, se necesitaria para entonces un
incremento desmesurado en la produccién agricola mundial con el fin de disminuir la

brecha entre poblacion humana y abastecimiento de proteina. (Rangel, 2004)

1.5.12. Simbiosis Rhizobium -leguminosas
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La mayor parte del amonio del proceso de fijacion de nitrégeno es aportado por
la simbiosis Rhizobium-leguminosa (Newton, 2000) que se inicia por la infeccion en
leguminosas por bacterias (Rhizobium), lo que resulta en la formacién de nddulos de
las raices. Dentro de los nodulos, los rizobios se encuentran como bacteroides, que
realizan la fijacion de nitr6geno: para hacer esto, obtienen fuentes de carbono y la

energia de la planta, en forma de &cidos dicarboxilicos. (Vance, 1998)

Se ha pensado que los bacteroides simplemente proporcionan amonio a la
planta. Sin embargo, se muestra que un proceso mas complejo “ciclo de los
aminodcidos”, es esencial para la fijacion simbidtica de nitrogeno por Rhizobium sp.,
en los nodulos de guisantes. La planta proporciona los aminoécidos para los
bacteroides, que les permita cerrar su asimilacion de amonio. A cambio, los bacteroides
actlan como organulos de plantas para el ciclo de los aminoacidos para la sintesis de
asparagina. La dependencia mutua de este cambio evita la simbiosis de ser dominado
por la planta, y proporciona una presion selectiva para la evolucion de la simbiosis.
(Lodwig, y otros, 2003)

Las etapas iniciales en la formacién de nédulos requiere la expresion de genes
de la nodulacion especifica (nod) de rizobios que conduce a la sintesis de un grupo de
moléculas de sefializacion que inducen la morfogénesis de los ndédulos. Dentro de los
nodulos, la forma de fijacion de nitrogeno de rizobios, conocido como bacteroides,
estan rodeadas por una membrana derivada del huésped Ilamado membrana
peribacteroidal (MPB), que controla el intercambio molecular entre el bacteroides y las

leguminosas. (Panter, y otros, 2000)

A estos grupos de bacteroides rodeados por la MPB se les llama simbiosomas.
(Brewin, 2004) El factor nod (genes) de Rhizobium es el responsable de la iniciacion
del nddulo que es un lipoquito oligosacarido (LCO) y juega un papel fundamental en
la induccion de respuestas simbiotica del desarrollo en las legumbres, que conduce a

la formacion de nodulos en las raices de las leguminosas.
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(Spaink, 1996)

En la simbiosis, la planta huésped tiene la informacion genética para la
infeccion simbiodtica y para la nodulacion. El papel de la bacteria es solo el de disparar
el proceso. Este proceso de asociacion simbidtica centra su importancia en dos aspectos
fundamentales de la relacion rizobio-planta: la preinfeccién o atraccion quimiotactica
de la bacteria por la planta seguida de la induccién de cambios estructurales en los
pelos radicales y la infeccion donde la bacteria entra en el pelo y forma canales,
recubiertos por nuevo material de pared celular, que van ramificandose. (Olivares, y
otros, 1995)

La simbiosis Rhizobium -leguminosa tiene una enorme importancia ecolégica
y agrondmica, y constituye una fuente importante de nitrégeno, y por lo tanto
desempefian un papel esencial en la estructura delos ecosistemas y la agricultura
sostenible. (Lindstrém, y otros, 2010)

La relacion entre el nitrogeno absorbido desde el suelo y el proveniente de la
simbiosis varia con la especie de leguminosa, las condiciones ambientales y las

caracteristicas genéticas del microsimbionte. (Shabaev, y otros, 1996)

En primera instancia, mientras se genera el sistema nodular, la planta utiliza
nitrogeno del suelo. Si hay mucho nitrégeno en el ambiente de la raiz, el nimero de

nodulos formados sera menor. (Gonzalez, 2002)

Las plantas absorben el nitrégeno del suelo en forma de nitrato 0 amonio, donde
el exceso de nitrégeno en el suelo en forma de nitratos, tiene un efecto inhibitorio sobre
la simbiosis en todos los pasos, desde la infeccion, formacion del nédulo y la fijacion
de N2. (Fernandez C, 2003)

Asi, el aporte global por FBN para las leguminosas es menor en suelos bien

provistos de nitrégeno que en aquéllos en que el nutriente es deficitario. (Gonzélez,
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2002)
1.5.13. Cepa de Rhizobium

Es un producto liquido en base a cepas de Rhizobium leguminosarum eficientes
en la fijacion bioldgica de nitrégeno y aisladas de nddulos presentes en las raices de
alfalfa. El producto tiene una concentracion de células de Rhizobium de 5x10*° UFC/It.
(Bioseborganics, 2016)
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1.5.14. Concentracion de las cepas de Rhizobium

Las concentraciones de la cepa de Rhizobium 5 x 10°, 5 x 108 y 5 x 10° UFC/I
expresadas en Unidades Formadoras de Colonias que contiene cada litro de la cepa,
que promueven una rapida nodulacién de las raices de las plantas leguminosas. Tras la
formacion de estos nodulos la planta deja de necesitar aportes de Nitrogeno debido a
que estos nddulos acttan de fabricas naturales captadoras de Nitrégeno atmosférico
que transforman este en Nitrdgeno biodisponible. (grupo, 2013)

1.5.15. Bioaumentacion

La bioaumentacion es el término general que se suele emplear para referirse al
incremento en la cantidad de agentes descontaminantes, en especial a microorganismos
(virus, bacterias, actinomicetos), proceso que se puede llevar a cabo tanto in-situ como
ex-situ, siempre dependiendo de factores economicos, del tipo de contaminante y de
las facilidades que existan para manejo ex-situ o la adquisicién de los bioremediadores
en las cantidades y de la calidad requeridos

(Posada, 2012)
CAPITULO I

2. DISENO METODOLOGICO

2.5. Caracterizacion del sitio experimental

2.5.5. Barrio Rio Blanco Alto — Tanicuchi

Limites: Siendo Tanicuchi una de las Parroquias rurales mas importantes del Canton

Latacunga, limita con otras de la siguiente manera:

Norte: Pastocalle
Sur: Guaytacama

Este: Mulal6
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Oeste: Toacaso

Latitud: 0° 46' 35,730" S
Longitud: 78° 38' 08,8" W
Altura: 2850 msnm

Clima: clima promedio de 9- 11°C

0°46'35.7"S 78°38'08.8"W {' Hr
Como .. Guardar

Ver en Google Maps

(HOWYIL

22014 Google-Datosdemapas | Téminosdeuse | Informardeun emordeMaps

GRAFICO N° 1 Tomado de google datos de mapas

Fuente: Google maps.
2.6. Disefio metodologico 2.6.5.

Tipo de investigacion
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2.6.5.1. Metodologia y Técnica

La investigacion propuesta es experimental ya que manipula variables en un disefio
experimental, realizando la aplicacion de la cepa Rhizobium en 3 concentraciones en
dos tiempos de corte en las parcelas, con el fin de describir los resultados y
conclusiones que podemos obtener, pudiendo describirlos en los resultados de la
investigacion.

2.6.6. Método

2.6.6.1. Experimental

Al realizar la investigacion en el tema establecido permitird tomar datos como por
ejemplo de la altura o del rendimiento del cultivo, llegando a distintas conclusiones
como: cual de las concentraciones es la mejor dosis de aplicacion del Rhizobium y
pudiendo realizar pruebas de significacion como Tukey al 5 %.

2.6.7. Técnica
2.6.7.1. Observacion

En el proceso de esta investigacion se toma en cuenta la observacion para mirar
atentamente el fendmeno, hecho o caso, tomar informacidn y registrar para su posterior

analisis y asi poder obtener una mayor eficiencia en los datos.

2.6.7.2. Fichaje

El fichaje se utilizara como técnica auxiliar de la observacién ya que esta nos ayudara
a registrar los datos tomados durante todo el proceso de la investigacion, creando asi

las fichas de datos del cultivo.
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CUADRO N°

2.7. Unidad experimental

3 Descripcion de la unidad experimental

4 unidades por repeticion, con un total de 16
unidades en todo el ensayo.

Unidad experimental

Unidad experimental neta 1 m?

6,86 m? para cada unidad (2 m x 3,43 m)
considerando los 0,50 m de camino entre los
tratamientos y las repeticiones.

Area

Area total del experimento 112.01 m?

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

2.8. Factores en estudio
2.8.5. A: tres concentraciones
e C1:5x 10% UFC/I de Rhizobium

e (C2:5x 108 UFC/I de Rhizobium O
C3: 5 x 10° UFC/I de Rhizobium

2.8.6. B: dos cortes
 D1: Primer Corte
» D2: Segundo Corte
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2.8.7. Tratamientos

» Los tratamientos del ensayo resultan de la combinacion de las concentraciones

y de los dos tiempos de corte que se presentan en el Cuadro 4.

CuADRO N° 4 Tratamientos a aplicarse en la EVALUACION DE UNA CEPA
COMERCIAL DE Rhizobium EN ALFALFA (Medicago sativa) A TRES
CONCENTRACIONES DE APLICACION Y EN DOS TIEMPOS DE CORTE, EN
LA PARROQUIA TANICUCHI, CANTON LATACUNGA. 2015.

PRIMER CORTE

Tratamientos | Nomenclatura Interacciones

t0 Testigo Dosis 0 de aplicacion de Rhizobium

Cepa de Rhizobium con una concentracion 5 x 10°
UFC/I de Rhizobium

tl R1C1
Cepa de Rhizobium con una concentracion 5 x 108
UFC/I de Rhizobium

t2 R1C2
Cepa de Rhizobium con una concentracion 5 x 108
UFC/I de Rhizobium

t3 R1C3

SEGUNDO CORTE

Tratamientos | Nomenclatura Interacciones

t0 Testigo Dosis 0 de aplicacion de Rhizobium

Cepa de Rhizobium con una concentracion 5 x 10°

UFC/I de Rhizobium
t1 R1C1

Cepa de Rhizobium con una concentracion 5 x 108

t2 R1C? UFC/I de Rhizobium
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CUADRO N°

t3

R1C3

Cepa de Rhizobium con una concentracion 5 x 10°
UFC/I de Rhizobium

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

2.9. Fuentes de variacion (analisis del adeva)

5 Esquema de ADEVA

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD

TOTAL
TRATAMIENTO

CONCENTRACIONES A

CORTES B

AXxB
REPETICIONES

E. EXPERIMENTAL

31

w Wk, w N

21

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

2.10. Materiales y recursos

2.10.5.

Materiales de Campo

» Tarjetas para las muestras (Etiquetas)

* Hoz

* Rociador de agua
* Flexometro

* Piolas

» Estacas

* Libreta de campo
* Lapiz

* Guantes

« Barra
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Bailejo
Calculadora
Balanza

Regla
Letreros

2.10.6. Material Experimental
* Cultivo de alfalfa

» Cepa de Rhizobium
2.10.7. Equipos

» Cémara fotogréafica
2.10.8. Talento Humano
Autora: Pefiaherrera Viviana
Director de Tesis: Ing. Paolo Chasi
2.10.9. Materiales de escritorio

Computadora
Papel bond A4

Internet
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CUADRO N°

2.7. Operacionalizacion de las variables

6 Operacionalizacion de las variables

VARIABLE VARIABLE
INDEPENDIENTE DEPENDIENTE
INDICADORES | INDICE
de namero de
nodulos
ndmeros
Rebrote unidad
altura de la planta | Cm
_ biomasa x planta | g x planta
1 concentraciones
aplicacion. Rendimiento kg x ha
Analisis de suelo ppm
2. cortes [ Analisis de
Respuesta morfologica
de la planta de alfalfa | Rizobios en el
suelo UFC

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

2.7.1. Variables a evaluar

DATOS A TOMAR
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1. Numero de nddulos: Se contabilizara después de aplicado el Rhizobium y de
haber realizado el corte de la Alfalfa (Medicago sativa), en los tratamientos

distintos tratamientos, en 5 plantas seleccionadas al azar.

v NUmero de nddulos en la raiz.

2. Porcentaje de rebrote: Datos registrados después de haber realizado la
aplicacion del Rhizobium en la alfalfa.

v Plantas que rebroten en un tiempo definido. Se realizara contando las plantas que
rebroten en los distintos tratamientos relacionando con una regla de tres con el

namero plantas totales, multiplicado por el 100%.

3. Biomasa: Se tomara datos al pesar 10 plantas al azar con una balanza al momento

del corte.

v (1) Kilogramos por planta.

4. Alturade planta (cm): Se registrara la altura en el momento de realizar el corte
del cultivo utilizando una regla en centimetros de 10 plantas al azar.

5. Rendimiento (kg x ha): Se tomara datos de rendimiento por hectarea,
midiendo 1 m? de la parcela para multiplicarlo por los 10000m? que tiene una

hectarea.

2.8. Manejo especifico de la investigacion.-

2.8.1. Analisis de suelo

Se realizara este analisis al inicio, y al final de la investigacion, para determinar el
estado y la variacion de nutrientes, pH, materia organica con los que cuenta el suelo,

para esto se utilizara aproximadamente un kilogramo de muestra del suelo.

2.8.2. Analisis de Rizobios
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CUADRO N°

Se realizara el analisis de la concentracion de Rizobios en el suelo, para verificar su
variacion con la aplicacion de la cepa, este anélisis sera realizado en el laboratorio con

una muestra de una planta y la rizosfera de la misma.

2.8.3. Concentraciones de las cepas de Rhizobium

Las concentraciones de las cepas seran realizadas de acuerdo a las concentraciones de
UFC propuestas en el ensayo, bajando la concentracion de la misma aplicando dos
litros de agua destilada a un litro del producto.
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2.8.4. Aplicacion de las cepas de Rhizobium

Se aplicara por medio de un rociador de agua con la cepa en sus tres concentraciones,
teniendo en cuenta que se requiere de 1 a 3 litros por hectarea y un 65 % de humedad
en el suelo para la aplicacion de esta bacteria. En cada tratamiento se utilizé 2,1 cm?
de Rhizobium y 140 cm? de agua.

2.8.5. Registro de % de rebrote de la alfalfa

El porcentaje de rebrote se tomaré a los 7 y a los 14 dias los datos de % de rebrote que
tiene la alfalfa, esto se realizara contabilizando el nimero de plantas totales del
tratamiento y relacionando con las que rebrotan en los dias de la toma de datos con una

regla de tres y multiplicado por 100 para sacar el %.

2.8.6. Registro de la altura de la planta

Se registrara la altura antes de realizar el corte del cultivo utilizando una regla en

centimetros, en 10 plantas al azar de la parcela neta fuera del efecto de borde.

2.8.7. Biomasa por planta

Se tomara datos al pesar 10 plantas al azar de la parcela neta con una balanza al
momento del corte en las unidades de kilogramo por planta, estas estaran fuera del

efecto de borde.

2.8.8. Corte de la alfalfa

Se realizara el corte de la alfalfa a los 30 dias de aplicadas las distintas concentraciones

de la cepa de Rhizobium.

32



2.8.9. Rendimiento

Se tomaré datos de rendimiento, esta evaluacidn utilizando un 1 m?de cada tratamiento

multiplicando este peso en kg por los 10 000m? que tiene una hectarea.

2.8.10. Registro del nimero de nodulos en las plantas
al azar

Se contabilizard después del corte los datos del numero de nodulos de 5 plantas
tomadas al azar.

CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Porcentaje de rebrote a los 7 dias
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CUADRO N° 7 ADEVA para el indicador porcentaje de rebrote a los 7 dias para la
Evaluacién de una cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres
concentraciones de aplicacion y en dos tiempos de corte en la Parroquia Tanicuchi,

Canton Latacunga. 2015.

F.V. SC GL CM F Valor p
A 251,84 3 83,95 0,78 0,5157 ns
B 16065,28 1 16065,28 150,22 <0,0001 *
A*B 306,59 3 102,2 0,96 0,4319 ns
R 674,34 3 224,78 2,1 0,1305 ns
Error 224591 21 106,95
Total 19543,97 31
CV% 17,69

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

Del Cuadro N° 7 Se observa que el anlisis de varianza para el indicador Rebrote

a los 7 dias de la aplicacion del Rhizobium, muestra que si existe significacion

estadistica para el factor tiempo de corte, mientras que para los factores

concentraciones, repeticiones y las interacciones (concentraciones * tiempos de corte)

no presenta significancia estadistica.

El coeficiente de variacién fue CV% = 17,69
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% DE REBROTE A LOS 7 DIAS

PRIMER CORTE SEGUNDO CORTE

GRAFICO N° 2 Porcentaje de rebrote a los 7 dias Elaborado

por: Viviana M. Pefiaherrera P.

3.2. Porcentaje de Rebrote a los 14 dias

CuADRO N° 8 ADEVA para el indicador porcentaje de rebrote a los 14 dias para la
Evaluacién de una cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres
concentraciones de aplicacion y en dos tiempos de corte en la Parroquia Tanicuchi,
Cantdn Latacunga. 2015.

F.V. sC GL CM Valor p
A 283,13 3 94,38 0,69 0,5671 Ns
B 9245 1 9245 6,78 0,0166 *
A*B 12,25 3 4,08 0,03 0,9928 Ns
R 3166,38 3 1055,46 7,74 0,0011 *
Error 2863,63 21 136,36
Total 7249,88 31
CV%-= 13,67

Elaborado por:

Viviana M. Pefaherrera P.
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Del Cuadro N° 8 Se observa que el andlisis de varianza para el indicador Rebrote
a los 14 dias de la aplicacion del Rhizobium, muestra que si existe significacion
estadistica para los factores tiempos de corte y repeticiones, mientras que para el factor
concentraciones, e interacciones (concentraciones * tiempos) de corte no presenta
significancia estadistica.

El coeficiente de variacién fue CV% = 13,67

% DE REBROTE A LOS 14 DIAS

A

PRIMER CORTE SEGUNDO CORTE

GRAFICO N° 3 Porcentaje de rebrote a los 14 dias
Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

Como se puede observar en el grafico 2 y 3 el mayor porcentaje de rebrote se obtuvo
en el segundo corte, por lo que se puede cuantificar un efecto favorable en la aplicacion
de los tratamientos, ya que estos incrementan la movilidad y absorcion de nitrégeno en
el vegetal en estudio con un resultado promedio de rebrote a los 7 dias de 87,10% y
97,18% a los 14 dias. Lo que corrobora con (Richardson, 2001), es la forma de accién
mas comun que influye en la promocion del crecimiento vegetal por las rizobacterias,
al incrementar el aprovechamiento de los nutrientes por la planta hospedera.
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3.3. Altura de la planta

9 ADEVA para el indicador altura de la planta para la evaluacion de una
cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres concentraciones de

aplicacion y en dos tiempos de corte en la parroquia Tanicuchi, canton Latacunga.

2015.
F.V. SC GL CM F Valor p

A 83,23 3 217,74 1,51 0,2423 Ns
B 1230,08 1 1230,08 66,74 <0,0001 *
A*B 6,41 3 2,14 0,12 0,9498 ns
R 70 3 23,33 1,27 0,3117 ns
Error 387,07 21 18,43
Total 1776,79 31
CV% 8,5

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

Del Cuadro N° 9 Se observa que el analisis de varianza para el indicador Altura
de la planta, muestra que si existe significacion estadistica para el factor tiempos de
corte, mientras que para los factores concentraciones, repeticiones, e interacciones
(concentraciones * tiempos de corte) no presenta significancia estadistica.

El coeficiente de variaciéon fue CV% = 8,5

37



CUADRO N°

ALTURA DE PLANTA

A

PRIMER CORTE SEGUNDO CORTE

GRAFICO N° 4 Altura de planta

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P

Como se puede apreciar en el grafico 4 en lo que se refiere a la altura de la planta el
mejor resultado se dio en el segundo corte, lo que demuestra la efectividad en la
aplicacion del rhizobium, ya que este con la FBN ayudo al crecimiento vegetativo de
la planta teniendo una altura promedio de 56,70 cm. Lo que coincide con (Hernandez,
2002) ElI N absorbido del suelo o fijado del aire, se incorpora primariamente en las
hojas en forma de aminoacidos. A medida que la cantidad de N es mayor, las proteinas
sintetizadas a partir de los aminoacidos aumenta el crecimiento de la planta
incrementando la superficie fotosintética.
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3.4. Biomasa por planta

10 ADEVA para el indicador porcentaje de biomasa por planta para la
Evaluacion de una cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres
concentraciones de aplicaciéon y en dos tiempos de corte en la Parroquia Tanicuchi,
Cantdn Latacunga. 2015.

F.V. SC GL CM F Valor p
A 87,59 3 29,2 0,33 0,8036 Ns
B 700,32 1 700,32 7,92 0,0104 *
A*B 45,15 3 15,05 0,17 0,9153 Ns
R 985,61 3 328,54 3,72 0,0274 *
Error 1856,76 21 88,42
Total 3675,43 31
CV% 22,99

Elaborado por: Viviana M. Pefaherrera P.

Del Cuadro N° 10 Se observa que el analisis de varianza para el indicador
biomasa por planta, muestra que si existe significacion estadistica para los factores
tiempos de corte y repeticiones, mientras que para los factores concentraciones, e
interacciones (concentraciones * tiempos de corte) no presenta significancia

estadistica.

El coeficiente de variacion fue CV% = 22,99
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CUADRO N°

BIOMASA POR PLANTA

PRIMER CORTE SEGUNDO CORTE

GRAFICO N° 5 Biomasa por planta

Elaborado por: Viviana M. Pefaherrera P

En el grafico 5 podemos observar que en el segundo corte se obtuvo un mayor peso en
lo que se refiere a biomasa por planta, esto quiere decir que la simbiosis entre el
Rhizobium y la Alfalfa tiene un efecto positivo ya que esta ayuda a obtener un mejor
rendimiento teniendo una biomasa promedio de 45,58 g. Lo que se puede corroborar
con (TAIRUAN, y otros, 2002) La simbiosis rizobiana contribuye con grandes
cantidades de nitrégeno a la planta, teniendo una importancia significativa en el
rendimiento y la mayor produccion del cultivo.
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3.5. Numero de nédulos de la raiz

11 ADEVA para el indicador nimero de nddulos en la raiz para la
Evaluacién de una cepa comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres
concentraciones de aplicacion y en dos tiempos de corte en la Parroquia Tanicuchi,
Cantén Latacunga. 2015.

F.V. SC Gl CM F Valor p

A 599,01 3 199,67 13,85 <0,0001 *
B 301,35 1 301,35 20,91 0,0002 *
A*B 196,41 3 65,47 4,54 0,0132 *
R 144,85 3 48,28 3,35 0,0385 *
Error 302,66 21 14,41

Total 1544,29 31

CV% 21,49

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

Del Cuadro N° 11 Se observa que el analisis de varianza para el indicador
Numero de nédulos de la raiz, muestra que si existe significacion estadistica para todos
los factores del ensayo: tiempos de corte, concentraciones, repeticiones, e interacciones
(concentraciones * tiempos de corte).

El coeficiente de variacién fue CV% = 21,49
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CUADRO N°

NODULACION EN RAIZ

TO T1 T2 T3

GRAFICO N° 6 Nodulacién en la raiz de acuerdo a los tratamientos (concentraciones)

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P

NODULACION EN RAIZ

PRIMER CORTE SEGUNDO CORTE

GRAFICO N° 7 Nodulacién en la raiz de acuerdo a los tiempos de corte

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P

En el grafico 6 podemos observar que el mejor tratamiento se obtuvo con el tratamiento
1 en el cual se aplicd una concentracion de 1 x 10° UFC/It y en el grafico
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7 se puede observar que el mejor resultado se obtuvo en el segundo corte después de
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los tratamientos aplicados teniendo un valor de 31,75 nddulos en promedio entre la
interaccion, por lo cual se puede decir que la cepa de rhizobium que se aplico en sus
distintas concentraciones es efectiva ya que se pudo evidenciar una mayor nodulacién
en la raiz. Lo que corrobora con (Hoben, y otros, 1994) La rapidez de nodulacion y una
mayor formacion de biomasa nodular es una caracteristica importante en una cepa de

rizobio ya que indica potencial de eficiencia de No.

3.6. Rendimiento

CuADRO N° 12 ADEVA para rendimiento del cultivo para la evaluacién de una cepa
comercial de Rhizobium en alfalfa (Medicago sativa) a tres concentraciones de
aplicacion y en dos tiempos de corte.

F.V. SC Gl CM F Valor p

A 56627,59 3 18875,86 1,04 0,3957 ns
B 234441,28 1 23444128 12,91 0,0017 *
A*B 54898,84 3 18299,61 1,01 0,4091 ns
R 94582,59 3 3152753 1,74 0,1904 ns
Error 381463,16 21 1816491

Total 822013,47 31

CV% 36,4

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

Del Cuadro N° 12 Se observa que el andlisis de varianza para el indicador
rendimiento, muestra que si existe significacion estadistica para el factor tiempos de
corte mientras que para los factores concentraciones, repeticiones, e interacciones

(concentraciones * tiempos de corte) no presenta significancia estadistica.

El coeficiente de variacién fue CV% = 36,4
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RENDIMIENTO

A

PRIMER CORTE SEGUNDO CORTE

GRAFICO N° 8 Rendimiento

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P

En el grafico 8 podemos evidenciar que en el segundo corte tiene un mejor rendimiento
por hectarea de la alfalfa lo que evidencia que el N absorbido por la planta ayudo a un
mayor desarrollo foliar obteniendo un valor de 4558,13 kg/ha. Lo que coincide con
(TAIRUAN, y otros, 2002) La simbiosis rizobiana contribuye con grandes cantidades
de nitrégeno a la planta, teniendo una importancia significativa en el rendimiento y la
mayor produccion del cultivo.
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CONCENTRACIONES VS. CORTES

GRAFICO N° 9 Concentraciones versus cortes

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P

En el grafico 9 se puede observar los cortes en interaccion con los tratamientos para lo
cual se puede decir que el mejor resultado del ensayo realizado en la alfalfa se obtuvo
en la aplicacion del T1 (1x 10° UFC/It) y en el segundo corte luego de la aplicacion de

los tratamientos. Lo que corrobora con:

(Hoben, y otros, 1994) La rapidez de nodulacion y una mayor formacién de biomasa
nodular es una caracteristica importante en una cepa de rizobio ya que indica potencial

de eficiencia de No.

(Niklas, 2008) EI N es un nutriente esencial para la produccién agricola, con incidencia
en el crecimiento de los cultivos en su rendimiento, tamafio de los granos, contenido de

proteinas y absorcion de otros nutrientes como el fosforo y el potasio.
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3.7. Analisis de suelo

CuaDRO N° 13 Andlisis de suelo realizado al inicio y al final del ensayo.

analisis de N P S K |  Cda |Mg| Zn Cu  Fe Mn| B | pH MO
suelo

ppPM | ppm | ppm  ppm| ppm | ppm  ppm ppm | ppm ppm Ppm %

Inicial 30 | 33 44| 10 | 86 (144 19 49 | 31 1 05 (74114

Final 25 | 10 | 10 6 | 50 | 12 | 23 /65| 67 [ 45|49 7,29 1,3

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

El cuadro 14 son los resultados de los andlisis de suelo realizados al inicio y al final del
ensayo en el que se puede observar los nutrientes del suelo y a la vez el consumo del
N, en mayor cantidad P y Ca y en menor cantidad K, Mg, lo que corrobora (Niklas,
2008) El N es un nutriente esencial para la produccion agricola, con incidencia en el
crecimiento de los cultivos en su rendimiento, tamafio de los granos, contenido de

proteinas y absorcion de otros nutrientes como el fosforo y el potasio.

3.8. Analisis de rizobios

CuADRO N° 14 Analisis de rizobios del suelo realizado al inicio y al final del ensayo

Analisis
Rhizobium del Inicial Final
suelo
UFC rizobios 1,65x 10° 3,2x108
N° de nddulos 18 250

Elaborado por: Viviana M. Pefiaherrera P.

El cuadro 15 se puede observar los andlisis realizados al inicio y al final del ensayo en

lo que se refiere a UFC en la rizosfera de la planta y nimero de noédulos de la raiz de la
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planta de la alfalfa, en este se puede evidenciar un aumento tanto en las concentraciones
de UFC de rizobios como en el nimero de nddulos presentes en la raiz de la planta, esto
se debe a que la bacteria aplicada en el ensayo tuvo un buen proceso de infeccion de la
planta. Lo que corrobora con (Hoben, y otros, 1994) La rapidez de nodulacion y una
mayor formacién de biomasa nodular es una caracteristica importante en una cepa de

rizobio ya que indica potencial de eficiencia de No.

3.9. Analisis econdmico

CUADRO N° 15 Anélisis econdmico

0 0
0,2 5 10 15,2 10 -5,2
0,25 5 10 15,25 8 -7,25
0,3 5 10 15,3 6 -9,3

Elaborado por: Viviana M. Pefaherrera P

Conclusiones
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* El'mejor resultado en el ensayo en cuanto a la mejor concentracion se dio en la
aplicacion del tratamiento T1 que fue aplicado una concentracion 1x 10° UFC/It
obteniendo los siguientes resultados: % de rebrote a los 7 dias de 90,79, % de
rebrote a los 14 dias 95,15, altura de planta de 57,58cm, biomasa por planta de

46,23 g, nimero de nddulos 31,75 y para rendimiento 3567,50 kg/ha.

» En las tabulaciones de los datos se puede observar que el mejor resultado se
obtuvo en el segundo corte realizado teniendo un incremento en los resultados
de los datos tomados durante el primer y el segundo corte teniendo los
siguientes resultados: % de rebrote a los 7 dias en el primer corte 38,58 y en el
segundo corte un % de 87,10, para % de rebrote a los 14 dias en el primer corte
un valor de 85,99 % vy para el segundo corte 97,18%, altura de planta en el
primer corte 44,30 cm y en el segundo corte 56,70cm, biomasa por planta para
el primer corte 36,229 y para el segundo corte 45,589, numero de nédulos en el
primer corte 14,60 y en el segundo corte 20,74, para rendimiento en el primer
corte 2846,25 kg/ha y para el segundo corte 4558,13 kg/ha.

« Se pudo determinar que la mejor interaccion entre los tratamientos y los cortes
se obtuvo entre el tratamiento T1 (1 x 10° UFC/It) y en el segundo corte
realizado obteniendo como resultado para % de rebrote a los 7 dias un valor de
90,79% superando a TO con un % de 88,65; para % a los 14 dias T1 da un
valor de 95,15 % a diferencia de TO que da un valor de 99,37% superando a
T1 en rebrote, para altura de plantas T1 obtiene 57,58 cm en las plantas
evaluadas, y TO (57,77 cm) sobrepasando a T1; para la variable Biomasa T1
alcanza un valor de 46,23 g en promedio de las plantas, TO tiene un promedio
de 48,63 g. superando este valor a T1, en cuanto a nimero de nédulos en la raiz
el promedio de T1 es 31,75 por planta a diferencia de TO
que da como resultado 14,95; para rendimiento T1 tiene un valor de 3567,50 Kg/ha

sobresaliendo el TO con un valor 5700,00 Kg/ha. .

« En el analisis econdmico se puede observar que el mejor tratamiento fue TO
debido a que su valor de beneficio fue de $4,00 con un rendimiento de 3030,00
kg/ ha.
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La cepa comercial de Rhizobium no influye en el rendimiento de la alfalfa, las

concentraciones de Rhizobium no influyen en el rendimiento de la alfalfa.

Recomendaciones

Se recomienda la aplicacion del Rhizobium en una mayor concentracion de
UFC, en el ensayo realizado este muestra un evidente aumento en lo que se
refiere a nodulacion de la raiz de la alfalfa debido a la simbiosis entre la planta
y la bacteria aumentando la actividad de FBN.
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« La aplicacion de esta bacteria se debe realizar en suelos con una cantidad
minima de materia organica debido a que al existir una mayor cantidad de
materia organica la planta satisface sus necesidades nutritivas y no realiza

simbiosis con la bacteria.

« Se reduce en un 50% la aplicacion de fertilizante nitrogenado con un menor
costo y con una tecnologia amigable para el ambiente y compatible con el

manejo agroecologico.

GLOSARIO

Alfalfa: es una especie de planta herbacea perteneciente a la familia de las fabaceas o

leguminosae.
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Eutrofizacién: es aquel ecosistema o ambiente caracterizado por una abundancia
anormalmente alta de nutrientes.

FBN: Fijacion Bioldgica de Nitrogeno.

Forrajera: hierba de la que los animales se alimentan, especialmente la que el ganado come

en el mismo terreno donde se cria

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

Longevidad: En general tiene que ver con la duracion de vida de un ser humano o de
un organismo bioldgico y se utiliza con més frecuencia en referencia a la ancianidad o

la edad de un ser vivo.

Mejoramiento genético: es el arte y la ciencia de incrementar el rendimiento o
productividad, la resistencia o tolerancia a agentes bi6ticos y abioticos adversos, el
rango de adaptacion de las especies animales y vegetales domésticas o la belleza y
calidad de sus productos, por medio de modificaciones del genotipo (la constitucién
genética) de los individuos.

Nodulinas: son polipéptidos sintetizados especificamente durante las fases de desarrollo del
nodulo.

Nodulos: agrupacion de bacterias fijadoras de nitrégeno, en las raices de Fabaceae
(leguminosas).

Reposo invernal: Es su mecanismo de defensa ante unas condiciones adversas: mucho frio y

poca luz.

Rhizobium: es un género de bacterias gram-negativas del suelo que fijan nitrogeno
atmosférico.

Rizobios: son bacterias del perfil de suelo que fijan nitrégeno diazotrofico después de
haberse establecido endosimbidticamente dentro de nddulos radiculares de las
leguminosas (Fabaceae).

52



Siembra al voleo: método de siembra directa en el que se intenta que las semillas se distribuyan
lo mas uniformemente posible sobre todo el terreno.

Simbiontes: organismos involucrados en la simbiosis.

Simbiosis: se aplica a la interaccion bioldgica, a la relacion estrecha y persistente entre
organismos de distintas especies.

UFC: Unidades formadoras de colonias.
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ANEXOS

Anexo 1. Ubicacion de los tratamientos en campo
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T2

T0

T1

T3

T1 T1 TO
T2 T2 T2
T3 TO T3
TO T3 T1

Anexo 2. Promedios para resultados, porcentaje de rebrote a los 7 dias en el primer

corte.

(%)

REPETICIONES

Promedio
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rebrote 8 dias I | "I v

T0 35,90 32,47 30,86 26,51 31,43
Tl 39,18 37,00 47,42 45,33 42,23
T2 53,39 34,41 45,00 49,35 45,54
T3 37,25 42,55 35,71 25,00 35,13

38,58

Anexo 3. Promedios para resultados, porcentaje de rebrote a los 15 dias en el primer

corte.
(%) REPETICIONES )
Promedio
rebrote 15 dias I | "I v

TO 79,49 80,52 03,83 08,80 | 88,16

T1 79,38 91,00 79,38 77,33 | 81,77

T2 94.07 72,04 91,25 96,10 | 88,37

T3 98,04 98,94 75,51 70,19 | 85,67
85,99

Anexo 4. Promedios para resultados, altura de planta en el primer corte.

REPETICIONES

Altura de planta Promedio
I 1l Il v
TO 42 50,4 47,6 44,61 46,15
T1 455 42,3 36,9 52,3 44,25
T2 39,35 38,4 45,5 451 42,09
T3 40,1 44,1 51,7 43 44,73
44,30

Anexo 5. Promedios para resultados, biomasa por planta en el primer corte.

REPETICIONES
biomasa por planta —Promedio t—H—tH——vV————

T0 25,7 49,6 37 39,90 38,05



T1 24,9 32,7 33,7 51,1 35,60
T2 17,4 21,7 47,9 47,71 35,18
T3 28,2 41,1 43,3 31,6/ 36,05

36,22

Anexo 6. Promedios para resultados, nimero de nédulos en la raiz en el primer corte.

n° de nddulos en REPETICIONES

Promedio
raiz | 1 11 AV
TO 9,4 14,2 8,6 8 10,05
T1 13,2 16,2 19,8 19,8] 17,25
T2 10,4 20,4 17,8 111 14,90
T3 13 24.8 11,2 15,8 16,20
14,60

Anexo 7. Promedios para resultados, rendimiento por hectarea en el primer corte.

REPETICIONES

rendimiento Promedio
I I i v

TO 1970 4650 3000 2500 | 3030,00

T1 4540 1750 2870 2490 | 2912,50

T2 2590 2110 2910 1560 | 2292,50

T3 1590 3520 4490 3000 | 3150,00

2846,25

Anexo 8. Promedios para resultados, porcentaje de rebrote a los 7 dias en el segundo
corte.

(%) REPETICIONES

Promedio
rebrote 8 dias I I i v
TO 85,47 92,21 92,59 84,34 88,65
T1 89,69 85,00 93,81 94,67 90,79

T2 77,97 82,80 78,75 98,70 84,55



T3 69,61 90,43 77,55 100,00 84,40

87,10

Anexo 9. Promedios para resultados, porcentaje de rebrote a los 15 dias en el segundo

corte.
(%) REPETICIONES _
Promedio
rebrote 15 dias I | 11 v

TO 100,0 98,7 98,8 100,0 99,37

T1 97,9 100,0 100,0 82,7 95,15

T2 99,2 98,9 100,0 96,1 98,55

T3 99,0 100,0 100,0 83,7 95,67
97,18

Anexo 10. Promedios para resultados, altura de planta en el segundo corte.

REPETICIONES

Altura de planta Promedio
I I " v
T0 55,3 60,35 59,44 56| 57,77
T1 58,2 57,02 52,61 62,49| 57,58
T2 52,68 53,58 54,27 53,4 53,48
T3 51,61 57,78 66,07 56,45| 57,98
56,70

Anexo 11. Promedios para resultados, biomasa por planta en el segundo corte.

REPETICIONES

biomasa por planta —Promedio —t T v
TO 43,2 62,8 40,7 47,8 48,63
T1 38,1 55,5 39,3 52 46,23
T2 28,1 41,5 60,4 54,6 46,15
T3 45 46,6 44 29,6 41,30
45,58
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Anexo 12. Promedios para resultados, nimero de nodulos en la raiz en el segundo
corte.

n° de nédulos en REPETICIONES

Promedio
raiz | I 1 v
TO 12,2 13,4 12,2 22| 14,95
T1 30,6 32,8 28,6 35 31,75
T2 17,2 16,2 15,6 242 18,30
T3 16,8 18,8 12,2 24 17,95
20,74

Anexo 13. Promedios para resultados, rendimiento por hectarea en el segundo corte.

REPETICIONES

rendimiento Promedio
| 11 11 v
TO 4050 5880 9300 3570 | 5700,00
T1 3850 2900 3550 3970 | 3567,50
T2 4520 5480 4210 4380 | 4647,50
T3 6430 3260 5510 2070 | 4317,50
4558,13

Anexo 14. Actividades realizadas en el ensayo

Fotografia 1.- preparacién de las concentraciones de Rhizobium



Fotografia 3.- Registro de % de rebrote de la alfalfa
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Fotografia 4.- Registro de la altura de la planta

Fotografia 5.- Biomasa por planta
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Fotograffa 6.- Rendimient

Fotografia 7.- Corte de la alfalfa
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Fotografia 8.- Registro del numero de nddulos en las plantas al azar

Anexo 15. Analisis de suelo realizados al inicio y al final del ensayo
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Anexo 16. Analisis de rizobios al inicio y al final del ensayo
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INFORME DE ANALISIS MICROBIOLOGICO
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Besep

CAGANICS "'I-. 1fr1'-

§ rywwhava ; &

REPORTE DE ANAL ESES MICROBIOLOGICO
TIPO DE MUESTRA: Muesiras de suel
FECHA DE INGRESO: 010272016
EMPRESA- VIVIANA PENAHERRERA

METODOLOGIA DE PROCESAMENTO:

Las muestrasdesueioﬁ.mnhamgenmdas mediante el uso de un mmruyplsbbesa'lla Se
prepard diuciones seniadas para |3 dSeNminacion de unidades formadoras de colonias de AhEobium

poF gramo, en agar manitol extrack de levadura [YEM). Los platos inoculados fefon incubiados 3 26°C
por 7 gias.

CODIFICACION DE MUESTRAS:

BSB-1053 — Rizosfera de afaifa. Aplicacion RNZobum.
BSB-1054 — Rizosfera Oe aifaifa. Sin aplicacion.

RESULTADOS
Poblacion de microorganismas
Numero total de Numeno de unidades
cidi unidades formadoras | formacoras de colonias de | NUmero total de nadulos
9% | de colonias por gramo | Rnizobium spp. por gramo enlarai
suelo (ufck) Suea (ufcig)

B55-1053 5 4x108 3 2x10¢ 230
BSE-1054 5 310 2.2x10° 20
COMENTARIO

Las colonias de Rhzobium se identificaron en base al tamano, mmamytemauelawbma Las
cuinmasdemosaeramuecmmbgemrammesmoemmrm semi trasicido, circular y
mucilagingso; mientras que a5 cepas de CreGmiento lendo son 0e COkr blanco, Opaco, granular y
circular.
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