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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico (N2) tienen la capacidad de
convertir el N2, que constituye el 78% en la atmésfera, en formas asimilables para
las plantas amoniaco y nitrato. Es debido a esta capacidad que participan de
forma natural en los ecosistemas en el ciclo del nitrégeno y son una fuente
potencial para formular biofertilizantes para aplicarlos a los suelos, siendo una
opcidn econdmica y ecoldgica amigable para promover una agricultura sostenible
(Hungria y col, 2016). Asi mismo, son una alternativa biolégica que puede sustituir
el uso de fertilizantes quimicos para los suelos, mejora la fertilidad de los suelos,
son ecoamigables y de mejor costo para el agricultor. En el presente trabajo de
investigacion se daran a conocer los resultados de la investigacion en la cual se
estudiaron dos bacterias fijadoras de nitrdgeno del suelo, Azotobacter vy
Rhizobium, obtenidas de muestras de suelos agricolas, el documento de tesis
consta de cinco capitulos.

En el Capitulo |, se detallara la situacion problematica de la investigacién, la
formulacion del problema, la justificacion de la investigacién en el aspecto

ambiental, econdmico y social. Asi como el planteamiento de los objetivos.

En el Capitulo Il, se expone el marco teérico del estudio y las bases teoricas de la
investigaciéon. Los biofertilizantes han merecido la atencién de diversos
investigadores a nivel nacional e internacional debido a los efectos benéficos

observados en diversos cultivos.

En el Capitulo Ill, se detalla los materiales y métodos utilizados al realizar la
investigacion en el laboratorio y en invernadero. Asi mismo, en el Capitulo IV se

expresa los principales resultados obtenidos de la investigacién.

Finalmente, en el Capitulo V, se expresa la discusién de los resultados, por medio
del analisis y contraste con las diversas referencias bibliograficas con el estudio

realizado. Asi como las conclusiones y recomendaciones para futuros estudios.
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1.1 Situacion Problematica

El crecimiento de la poblacion, asociada a la mayor demanda de alimentos, ha
llevado a generar una agricultura de mayor dependencia de los productos
quimicos como fertilizantes quimicos y agroquimicos (pesticidas, fungicidas,
nematicidas) para obtener mayor produccion. Sin embargo, la aplicacion excesiva
de los fertilizantes y agroaquimicos tiene repercursiones negativas en el ambiente
aire, agua y suelo, como fue previamente reportado por diversos investigadores
(Gothandani et al, 2017; Andreu y col, 2006, Aguado 2012). En el caso de los
fertilizantes nitrogenados quimicos destacan problemas tales como; eutrofizacion
de aguas superficiales y subterraneas, deterioro de las aguas subterranea,
contribuyendo asi a la degradacion de los ecosistemas acuaticos (Porter, 2010).

Segun la Agencia de Proteccién ambiental (EPA) (2016), el exceso de nitratos
ocasiona problemas de eutrofizacion, crecimiento excesivo de algas, lo cual
genera en consecuencia la muerte de peces. En muchos paises, la contaminacién
de aguas, en especial de agua subterranea por nitratos es una seria amenaza en
el abastecimiento de agua potable. Uno de los factores que ocasionan este
problema es el impacto negativo que tiene el uso excesivo de fertilizantes en el
sector agropecuario, el uso de fertilizantes minerales (inorganicos), estiércol y
biosélidos. Si se ingiere agua contaminada, el nitrato es absorbido en el tracto
gastrointestinal y usualmente son eliminados rapidamente por la orina. Sin
embargo para nifos, mujeres embarazadas la ingestion de alto niveles de nitrato
son un riesgo para su salud. En infantes causa la metahemoglobinemia y
enfermedades respiratorias (Cazalas et al, 2004). Asi también en la investigacion
realizada por Yepis y col (1999), indica que “el uso excesivo de nitrdgeno genera:
problemas econdmicos, desequilibrios en el suelo que perjudican su fertilidad,
provocan contaminacién en el medio ambiente, principalmente en aguas utilizadas
para consumo humano, animal y vegetal. Ademds afecta la colonizacion de
rizobios fijadores de nitrégeno, problemas de salinidad, eutrofizacion por
escorrentia desde los suelos hacia los rios”.

-11 -



El suelo naturalmente tiene las caracteristicas fisicoquimicas para permitir el
crecimiento de las plantas. Los suelos ideales para las leguminosas son de tipo
franco-arenoso y requieren aproximadamente 5% de materia organica. Por este
motivo se aplican enmiendas que lo complementan abonos y/o compost para
aumentar la materia organica. Ademas, para complementar los minerales que
requieren los suelos se aplican fertilizantes quimicos de diversos tipos y
composicion y agroquimicos, para reducir los problemas fitosanitarios asociados a
plagas y fitopatdgenos (Ramirez, 2018). En el caso de los fertilizantes quimicos o
minerales tienen un impacto negativo en el suelo, por las razones expuestas
previamente, por este motivo se requiere el uso de nuevas alternativas para

mejorar la fertilidad y conservaciéon del mismo.

Es asi que la fertilizacion biolégica o biofertilizantes en base a insumos naturales
(e.g abonos, excesos de cosechas, aguas domésticas, estiércol animal y
microorganismos como hongos y bacterias) surgen como una opcién viable dentro
del marco de una agricultura sostenible, como sostienen Muioz y Benavides
(2012). Los mismos autores también afirman que pueden mejorar la fijacién de los
nutrientes, facilitar el control biolégico, biodegradar sustancias, biorremediar
ambientes contaminados con sustancias téxicas y xenobibticas. Ademas, mejoran
la productividad del cultivo, mitigan la contaminacién del suelo por sustancias
quimicas, mejoran la fertilidad del suelo y favorece el antagonismo y control de

hongos fitopatégenos.

En efecto, podemos afirmar que diversos investigadores a nivel mundial, estan
sumando esfuerzos para lograr que se reduzca el uso de fertilizantes quimicos a
través de alternativas biotecnoldgicas. Las cuales permiten mejorar la produccion
de diversos cultivos en beneficio de la agricultura y el ambiente. Asi recientes

investigaciones en Latinoamérica realizan diversas experiencias en condiciones de
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laboratorio, invernadero y campo con la finalidad de obtener nuevos biofertilizantes

en base a microorganismos.

Estudios muy interesantes, como el reportado por Antoun & Prevost (2005) en
Canada, quienes realizaron una revisién sobre los mecanismos de promocion de
crecimiento y las caracteristicas de microorganismos de la rizésfera e
interacciones microbianas de Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium y micorrizas.
Ademas, Verma et al (2010), informan sobre ensayos in vitro e invernadero en la
India, sobre microorganismos PGPR o promotores de crecimiento vegetal, sus
caracteristicas, las interacciones microbianas y resultados de inoculaciones en

diversos cultivos.

A nivel internacional se estdn desarrollando industria de los biofertilizantes se
realiza a mayor escala. Asi en Argentina, por el medio del desarrollo de semillas
peletizadas. En el caso de Brasil, por medio de la seleccion de nuevas bacterias
del suelo con potencialidades para aplicarse como biofertilizante, restaurar
ambientes contaminados y mejorar asi la calidad y fertilidad del suelo. (Parada y
col, 2007, Hungria, 2016, Zufiga, 2006). En Espana y México a través de
investigaciones a nivel molecular, se busca comprender los mecanismos
involucrados en el proceso de captacién del nitrégeno y la exploracién de la
diversidad microbiana en el suelo. Asi podemos afirmar que podemos implementar
esta tecnologia a nuestros suelos para la mejora de la fertilidad y la calidad del
mismo y de esta forma minimizamos el uso de fertilizantes quimicos

contaminantes.

1.2 Formulacidén del Problema

¢;De qué manera la aplicacion del biofertilizante bacteriano constituido por
Rhizobium y Azotobacter mejora el crecimiento de las plantas de tarwi (Lupinus
mutabilis) y frijol caupi (Vigna ungiculata L. Walp), en reemplazo de la fertilizacién
nitrogenada?

-13-



1.2.1 Problemas especificos

1-¢En qué medida la aplicacion de un biofertilizante constituido solo por
Rhizobium mejora el crecimiento de las semillas y plantas de tarwi y caupi?

2-;En qué medida la aplicacion de una biofertilizante constituido solo por

Azotobacter mejora el crecimiento de las semillas y plantas de tarwi y caupi?

3-;,Coémo el consorcio microbiano Azotobacter y Rhizobium mejora el crecimiento

de las semillas y plantas de tarwi y caupi?

1.3 Justificacion tedrica
La tesis se fundamenta tedricamente a nivel cientifico debido a los siguientes

motivos.

El aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno es un aporte al saber cientifico
porque estas bacterias son poco estudiadas a nivel nacional. En relacion a
Rhizobium, diversos estudios realizados en Latinoamérica concluyen que la
aplicacién es principalmente como bacteria fijadora de nitrégeno y promotor de
crecimiento intracelular para diversas especies vegetales (Verma et al, 2010,
Santillana, 2007, Matsubara, 2012). Adicionalmente, a estas cualidades de
Rhizobium, la publicacion mas reciente de Luque (2017), afirma que los
exopolisacdridos producidos por especies de Rhizobium son considerados
también bioemulsionante con posibles aplicaciones en la degradacion de
hidrocarburos. Lo cual abre la posibilidad de realizar futuros estudios de aplicacion
biotecnoldgica de cepas Rhizobium, ademas de las cualidades ya estudiadas

previamente.
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Las bacterias del género Azotobacter han sido estudiadas a nivel nacional,
conocer sus caracteristicas morfolégicas, bioquimicas son de interés en la
investigacion nacional y para los agricultores y productores de cultivos de
exportacion (Rico, 2009). Esta bacteria estd siendo estudiada por los resultados
exitosos obtenidos en invernadero y campo en no leguminosas y se espera que
sean utilizadas en nuestro pais en los proximos anos. Las particularidades de las
cepas aisladas son también de interés para la identificacion bacteriana como la
produccién de pigmentos o formacién de quistes de Azotobacter. Asi mismo,
segun la reciente investigacion de Anjun et al (2016), las cepas aisladas nativa y
recombinantes de Azotobacter producen grandes cantidades de polimeros PHA es
cual es una alternativa al uso de productos plasticos derivados del petroleo. Estos
bioplasticos son ecoamigables y biodegradables y son una alternativa ambiental
que con alto potencial de aplicacion en nuestro pais.

Estas bacterias fijadoras simbidticas y no simbibticas participan en el ciclo del
nitrégeno, en especial en la etapa de fijacién bioldégica de forma libre. Al utilizarlo
lo convierten en una forma quimica disponible para las plantas. Este conocimiento
sera de utilidad para su aplicacion en otros cultivos de interés como maiz, arroz,
azucar, etc. Ademas de cultivos de importancia agroindustrial para incrementar su

valor nutritivo

1.4 Justificacion practica

La realizacion de la presente tesis se justifica por su aporte en tres ejes

fundamentales ambiental, social y econémico.

En primer lugar, el aspecto ambiental, porque la aplicacién de un biofertilizante
bacteriano es una alternativa viable reducir la contaminacién por nitrégeno. La
sustitucion en forma parcial o total minimizara el uso descontrolado y excesivo en
que se aplican en la actualidad. Ademas, se ha demostrado en experimentos

realizados en invernadero y en campo que la productividad aumenta con la
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aplicacién del biofertilizante en especial para los cultivos de maiz, sorgo, cebada,
trigo y arroz y reduce la cantidad de nitrégeno quimico aplicado (lzaguirre y col,
2007 ). Gothandapani et al (2017) menciona que la productividad de Azotobacter
aplicado al maiz es de 20Kg/N/Ha aproximadamente. Ademas, demuestra que
plantas inoculadas con cepas de Azotobacter hay un incremento en grano de maiz
de 35% con respecto a las plantulas no inoculadas.

En el resumen de la Red Iberoamericana de Fertilizantes Microbianos para la
Agricultura (BIOFAG) en la ciudad de Montevideo (2007), mencionan la situacién
actual del empleo de biofertilizantes en Latinoamérica. Izaguirre-Mayoral y col
(2007) mencionan la importancia de biofertilizantes para la agricultura de los
paises miembros de la entre los cuales destacan Brasil, Argentina, Uruguay,
México. Asi como los aportes de las investigaciones realizadas sobre la aplicacion
de los mismos para cultivos de frijol, soya, mani y no leguminosas. Los paises
industrializados basan su produccién agricola en el uso de fertilizantes y pesticidas
quimicos mientras que en Latinoamérica se ha intentado implementar tecnologias
que potencien las asociaciones planta-microorganismo por su efecto en la

sostenibilidad productiva y ambiental.

Entre los paises que aplicacién los biofertilizantes destacan Argentina, Brasil y
Uruguay se producen a gran escala y se aplican a los suelos; debido a que, son
amigables con el ambiente, aportan nitrégeno y nutrientes como fitohormonas y
fosfatos. En Argentina, Rhizobium ha sido aplicado para el cultivo del frijol
(Izaguirre-Mayoral y col, 2007). En el Peru, se estan aplicando inoculantes en
base a fijadores libres de nitrdgeno tales como Azotobacter en el cultivo de papa;
organismos como Pseudomona en maca, microorganismos promotores de
crecimiento para el cultivo del algodon, Rhizobium en frijol (Zuniga, 2007). Sin
embargo, no se aplican a gran escala pues no hay un compromiso ambiental de
las instituciones productoras de fertilizantes y hay poca difusion de los efectos
benéficos de su aplicacién en campo.

-16 -



En segundo lugar, el aspecto econémico, porque mejorara la productividad del
cultivo, generando mayores ingresos a las empresas del rubro. El cultivo de tarwi y
de caupi genera ingresos para los agricultores. En el Peru se cultiva todo el afo
gracias a la diversidad de climas y variedades. Mediante la aplicacion del
biofertilizante, se reduciran los costos de produccién en insumos como la urea,

nitratos y humus para lograr la fertilizacion de los campos. .

En tercer lugar, el aspecto social. Los principales beneficiados serian los
medianos y pequenos productores de leguminosas, asi como empresas
comercializadoras y agroexportadoras de estos cultivos. Para lograr una
aplicacibn mas intensiva de los bioinoculantes requiere el apoyo y compromiso
de las empresas agroexportadoras con el medioambiente. Ademas, en el caso de
los pequenos agricultores la utilizacion de un biofertilizante generara una
reduccion en los costos de produccion, lo cual se traduce en un mayor ingreso
para su familia. En el Peru, se esta estudiando el género Azotobacter en el cultivo
de papa; organismos como Pseudomona en maca, microorganismos promotores
de crecimiento para el cultivo del algodén, Rhizobium en frijol (Izaguirre y col,
2007). Sin embargo, aun falta conocer el mas detalles del efecto benéfico de las
cepas en diversos cultivos para para la mejora de la calidad del suelo, y la

minimizacién de la contaminacion por fertilizantes quimicos.
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1.5 Objetivos

Objetivo General

e Evaluar el efecto de un biofertilizantes bacteriano en base a Rhizobium-
Azotobacter en dos leguminosas de grano tarwi (Lupinus mutabilis) y
frijol caupi (Vigna unguiculata L. Walp) en remplazo de la fertilizacion

nitrogenada

Objetivos Especificos

o  Verificar si las cepas de Rhizobium mejora el crecimiento de las semillas
y plantas de caupi y tarwi.

e Demostrar que las cepas Azotobacter mejoran el crecimiento de las
semillas y plantas de caupi y tarwi.

e Determinar que el consorcio de cepas de Rhizobium y Azotobacter

mejoran el crecimiento de las semillas y plantas de caupi y tarwi.

-18-



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

2.1.1 Fertilizantes nitrogenados y sus formas contaminantes

Segun Aguado (2012), los principales paises productores de fertilizantes son
China (22.4%), Estados Unidos (11,9%), India (9.4%), Canada (8.7%) y Rusia
(8.6%). Por lo tanto el mayor consumo mundial de fertilizantes se concentra
principalmente en los tres paises productores de estos agroquimicos: China
27.3%, Estados Unidos 13.5% e India 12%. El mismo autor menciona “que para el
ano 2020 se proyecta que el consumo mundial llegara a 208 millones de
toneladas, siendo el nitrdgeno el principal elemento a incorporar en los cultivos. La
urea es el fertilizante de mayor uso a nivel mundial, de tal modo que para
satisfacer la demanda del mismo, la produccién en el afio 2007 se incrementd en

6.6% para alcanzar las 144 millones de toneladas”.

El Instituto Nacional de estadistica del Pert INIEI, en el 2015, reporta en la
estadisticas ambientales correspondientes a ese afio que la Urea y el sulfato de
amonio son los dos principales productos importados, que son aplicados a los
campos de cultivo (INEI, 2015). Savik (2012) sostiene que “en condiciones ideales
la planta usa el 50% del nitrégeno aplicado al suelo, de 2 a 20% se pierde por
evaporacion y de 15 a 25% reacciona con compuestos organicos el resto de 2 a

10% se moviliza hacia aguas subterraneas y superficiales”.

Los fertilizantes aplicados a los suelos se encuentran bajo la forma de drea y
nitratos para mantener altos rendimientos en los cultivos. La urea, muy utilizada

por muchos paises contiene 46% de nitrdgeno.
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En el suelo la Urea se convierte en amonio y de amonio se convierte en nitrato
rapidamente por el proceso de la nitrificacion; esta especie quimica es la que se
lixivia en el suelo contaminando las aguas subterraneas y genera problemas de
eutrofizacion (Cazalas, 2004).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) fija el limite en el agua de
consumo humano en 50 mg/L de nitrato (como N). En cambio, la Agencia para la
Proteccion del Medio Ambiente Norteamérica situa este limite en 10 mg/L de

nitrato.

2.1.2 Impactos negativos de los fertilizantes
Los cultivos lo necesitan para su crecimiento en especial en forma de urea y

nitratos. Debido a que el suelo es carente de estas especies quimicas, los
agricultores aplican en forma artificial nitrogeno en forma de Urea, amonio y
nitratos. Desafortunadamente la incorporacién de nitrégeno es una de las

principales fuentes de contaminacion mundial.

El exceso de estas especies quimicas puede llegar al aire y al agua entrando al
ciclo del nitrégeno. Marco (2002) considera que “el exceso de nitrégeno provoca la
liberacibn a la atmdésfera de gases nitrogenados (6xido de nitrégeno) que
contribuyen al efecto invernadero y lluvia &cida. Contribuye a la acidificacion del
suelo y a la pérdida de otros nutrientes como el calcio y el potasio, esenciales para
la fertilidad”.

Efecto en la salud del hombre

En el afio 2004, los investigadores del Centro de Estudios ambientales de
Dinamarca indicaron que el uso de estiércol y fertilizantes quimicos en la
agricultura llevan a un incremento del nivel de nitratos en las aguas de bebida.
Ademas, que las aguas de las lluvias pueden disolver los nitratos, que no sélo
seran tomados por las plantas sino seran lixiviados a las aguas subterrdneas o en

algunos casos llegar a las aguas superficiales de bebida por escorrentia.
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Si se ingiere esta agua contaminada, el nitrato es absorbido en el tracto
gastrointestinal y usualmente son eliminados rapidamente por la orina. Sin
embargo para nifos, mujeres embarazadas y personas con deficiencia de la
enzima glucosa 6Pi deshidrogenasa, la ingestidon de alto niveles de nitrato son un
riesgo para su salud. Segun En infantes causa la metahemoglobinemia,
enfermedades respiratorias (Cazalas, 2004).

Efectos daninos en los vertebrados

De forma similar Marco (2002) sostiene que los casos mas severos de
contaminacioén por nitratos pueden causar serios problemas en diferentes grupos
de vertebrados incluidos a los seres humanos. La metaglobinemia que afecta los
bebes y la carcinogénesis por nitrosaminas son los efectos negativos del nitrito. Si
bien el nitrato no es peligroso al reducirse a nitrito que si lo es. El nitrato también
puede ser reducido en el tracto gastrointestinal de los animales, especialmente
juveniles, de donde pasa a la sangre y altera la hemoglobina. Se forma asi
metahemoglobina, que pierde su capacidad de transportar oxigeno y causa asfixia
de los tejidos. El amoniaco (NHs), es muy toxico para la mayoria de especies
animales. La mayoria de las membranas biolégicas son muy permeables al
amoniaco, que penetra en el interior de los tejidos causando la intoxicacion

directa.

Contaminacion de los acuiferos

Los nutrientes incorporados a los suelos, conforme aumenta la poblacion,
constituyen una carga para las cuencas y ecosistemas acuaticos, lo cual
representa una presion en el ambiente. La carga de nitrégeno proviene de la
actividad agraria, sobre todo de los fertilizantes nitrogenados y estiércoles
animales (Martinez y col, 2002). La carga de nitrégeno en los suelos ha
aumentado en las ultimas décadas por el mayor uso de fertilizantes nitrogenados,
intensificacion del cultivo y una mayor carga ganadera. El nitrégeno se moviliza

hacia los acuiferos y corrientes superficiales por lixiviado y escorrentia.
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La Agencia Ambiental Europea (EEA) en 1999 indicé en su cuarto reporte que
entre un 50 y 90% del contenido de nitrégeno en las aguas superficiales son
originadas de las actividades agrarias. Los impactos de una carga excesiva de
nutrientes pueden manifestarse de forma directa por contaminacién del agua
potable o como factor de eutrofizaciébn que elimina el oxigeno necesario para la

supervivencia de los organismos acuaticos (Martinez y col, 2002).

2.1.3. Biofertilizacion como alternativa de reduccioén de la contaminacién por
nitrogeno

La biofertilizacibn es una alternativa sostenible para minimizar el uso de
fertilizantes nitrogenados. Un biofertilizante consiste en organismos vivos, los
cuales aumentan los nutrientes de las plantas de forma simbiédtica, asociados a las
raices o0 asimbibtica, no asociados a raices. Entre los fijadores asimbioticos
destacan Azotobacter y Azospirillum, ambas contribuyen a la mejorar el
rendimiento de los cultivos hasta un 15-20% minimizando el agotamiento de
nutrientes. Ademas, permiten que se conserve sin emplear entre 20-30 Kg N
inorganico/ ha, por su enorme potencial fijador de nitrégeno.

En 1992, los jefes de estado de todos los paises del mundo formaron parte de la
reunion sobre medio ambiente y desarrollo “cumbre de la tierra” celebrada en Rio
de Janerio (Brasil). Una de las principales conclusiones fue que los biofertilizantes
son una biotecnologia apropiada para el desarrollo sostenible del pais, que
proveen beneficios tangibles para los destinatarios por ser ambientalmente
segura, socioeconomica y culturalmente aceptables para cultivos anuales,
praderas, praderas de leguminosas, hortalizas y frutales( Gonzéalez, 2000). Se han
realizado numerosas investigaciones en las que se indican las ventajas de los

preparados a base de diferentes de cepas de microorganismos biofertilizantes.
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La biofertilizacion en la Agricultura es una de las mejores formas de incrementar la
nutricion de las plantas y mejorar la fertilidad del suelo. Ha sido demostrada su
efectividad en cuanto al mejoramiento de las condiciones fisicas, quimicas y
biologicas de los suelos, el nivel de nutricion de los cultivos, la sanidad y el
rendimiento de los mismos (Nufiez, 2009).

Segun Casanova (2004) sugiere que en el contexto de una Agricultura sostenible
se considere para la fertilidad del suelo, los conceptos de fertilidad fisica, biolégica
y quimica. En la fertilidad biolégica, sugiere que los agricultores mantener un buen
nivel de materia organica en los suelos ( incorporacion de abonos verdes o cultivo
de leguminosas de cobertura), el uso de inéculos de bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico en plantas de leguminosas, la aplicacion de micorrizas tanto
para cultivos forestales y alimenticios para la absorcién de nutrientes, el uso de
lombrices de tierra como mejoradoras de la estructuras del suelo y el uso de
controladores bioldgicos.

Raja et al (2006) concluyen que la combinacion de bioinoculantes es la mayor
causa de éxitos para el establecimiento de la planta y la sustentabilidad de los
bioinoculantes y confirma el éxito del efecto benéfico del consorcio sobre el
método de inoculacion convencional. Dash y Dupta (2011) menciona las
siguientes asociaciones Rhizobium y Bacillus, tres tipos de hongos Penicillium y
micorrizas, Rhizobium y Glomus, Azotobacter y Pseudomonas striata, Glomus
fasciculatum y Rhizobium. En estas investigaciones se han obtenido resultados
prometedores. Para el caso de la coinoculacion de Glomus con Rhizobium
inoculados a la fabacea Leucaena leucephala mejora la nodulacién, la
colonizacion micorritica, el peso seco, el contenido de nitrégeno y fosforo de la

planta comparado con la inoculacién simple.
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2.1.4. Microorganismos promotores de crecimiento vegetal y mecanismos de
accion.

Las bacterias PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) o Bacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal, también son consideradas para la
formulacion de biofertilizantes. Verma et al (2010) consideran que dentro del
grupo de rizobacterias promotoras de vegetal hay dos tipos de PGPR extracelular
(PGPR e) y PGPR intracelular (PGPRI). Las rizobacterias promotoras de
crecimiento extracelular (PGPR e) incluye a: Bacillus, Pseudomonas, Erwinia,
Serratia, Micrococcus, Flavobacterium, Agrobacterium, Chromobacterium,
Hyphomycrobium. Rizobacterias promotores de crecimiento intracelular (PGPR i),
entre las cuales destacan las bacterias de los géneros Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Azorhizobiium, Mesorhizobium y Allorhizobium. En autor sostiene
que las Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) pueden
aplicarse como biofertilizantes de una diversidad de cultivos de leguminosas y no
leguminosas. Asi el autor menciona que la coinoculacidén de bacterias Rhizobiumy
las bacterias promotoras de crecimiento tienen un efecto benéfico para la el
desarrollo de las plantas, segun los estudios de inoculacién realizados desde el
ano 1988 al 2010 en la India. Asi sostiene que en la investigacion de Knigth and
Langston-Unkefer (1988) se aplicé R. meliloti y Pseudomonas para el cultivo de
alfalfa donde se logré un incremento significativo del crecimiento de la planta, de la
actividad nitrogenasa, el numero total de nédulos y la cantidad de nitrégeno fijado
por la planta. Para el afio 2010, Verma y colaboradores sostienen que se realiz
un estudio sobre la aplicacién de Rhizobium sp y P.fluorescens-B.Megaterium y
para el cultivo de garbanzo. En esta investigacion se obtuvo un incremento
significativo en el peso de los nddulos, biomasa de las raices y brotes y el total de
nitrégeno se reportd debido a la coinoculacion.
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Dash y Gupta (2011) mencionan a los microorganismos solubilizadores de fésforo
hongos: Aspergillus, Penicillium, Candida, bacterias: Bacillus, Pseudomonas,
Burkholderia y Rhizobium; bacterias fijadoras de nitrdgeno: Azotobacter,
Rhizobium, Azospirillum:  hongos micorriticos arbusculares (AM): Glomus,
Gigaspora, Aculospora, Scutellospora, Modicella ; rizobacterias promotoras de
vegetal (PGPR): Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligens, Amorphpsporagium,
Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium,. Cellulomonas, Enterobacter,
Erwnia,  Flavobacterium,  Pseudomonas,  Rhizobium,  Streptomyces y

Xanthomonas.

Segun Brutti y col (2018), los microorganismos emplean una serie de mecanismos
para convertir los componentes del suelo en sustancias mas sencillas. El autor
afirma que existen mecanismos directos e indirectos para la promocion de
crecimiento. En los mecanismos directos menciona la fijacién de nitrégeno, la
solubilizacion de fosfato, la produccion de fitohormonas, las sintesis de ACC
desaminasa. En los mecanismos indirectos destacan las produccion de enzimas
hidroliticas contra hongos y bacterias fitopatdégenas, la competencia por nutrientes
y nichos ecolodgicos, la regulacion de sintesis del etileno, la produccion de
sideréforos y también se considerar la induccion de resistencia fisica en las
plantas denominada resistencia sistémica inducida. Segun el autor estar
cualidades deben considerarse en los estudios de biorremediacién de suelos

contaminados.

2.1.5. Aplicacion de los biofertilizantes en Sudamérica

La red Latinoamericana de Rizobiologia (RELAR) cada afo publica los avances
cientificos mas recientes en relacion a la aplicacién de los biofertilizantes para la

agricultura. Esta red la integran por paises tales como México, Espafa, Argentina,
Uruguay, Colombia, Chile y Peru.
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Los paises miembros de la red estan muy comprometidos con investigacion tanto
de laboratorio por medio de pruebas fenotipicas y moleculares de
microorganismos. Asi como como la generacion de conocimiento acerca de los
efectos en laboratorio e invernadero para futuros ensayos en campo a fin de
contribuir con una aplicacion mas extensiva de los biofertilizantes para el medio

ambiente.
ARGENTINA

En Argentina, Corbalan y col (2006) mencionan que desde el afio 1957 se inici
las actividades de la primera fabrica de biofertilizantes en Argentina. El impulso e
incentivo de la produccion nacional de biofertilizantes lo dio el desarrollo y
continua expansion del cultivo de soja, junto con la informacion disponible que
indicaban los beneficios econémicos y ecoldgicos de la inoculacién de semillas

con bacterias fijadoras de nitrégeno.

En el cultivo de las leguminosas forrajeras, para leguminosas de grano y no
leguminosas se han dado importantes avances en la aplicacion de fertilizantes. En
la ultima década se ha registrado un incremento notable de la utilizacion de semilla
“peleteada” o y/o pildorizadas” cuya incidencia ha llegado al 80% del volumen
comercializado en el caso de la alfalfa y entre 50% al 80% segun anos, para las
restantes leguminosas forrajeras. En relacién a la aplicacién de biofertilizantes,
para la campana 2005/2006, para leguminosas de grano, se estima que el empleo
es cercano al 65% del area cultivada con soja lo que implica alrededor de 15
millones de dosis (inoculante requerido para 50Kg de semilla de soja) siendo muy
bajo en arveja, mani y poroto. En el caso de la utilizacién de los biofertilizantes
para no leguminosas es mucho mas reducida aun, calculandose que en trigo se
usan cerca de 200000 dosis (inoculante para 100Kg de semilla) representando un
4-5% del total de area de siembra (Corbaléan y col, 2006).
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BRASIL

En Brasil la industria de los inoculantes coincide con la historia de expansion de la
soya. Desde que este cultivo fue introducido al Brasil en el afno 1882. Los
investigadores en Brasil tienen como meta la identificacion de estirpes mas
eficientes de fijacion de N2 para cultivos de leguminosas de importancia
econoémica (Hungria y col 2006).

Segun Hungria, en la publicacién de la Reunion Latinoamericana de Rizobiologia
(2006), las primeras investigaciones sobre la aplicacion de los biofertilizantes se
registran desde el afio 1956. Desde ese entonces ya se conocia de trabajos que
demostraban que existia un gran potencial de la fijacién bioldgica en incrementar
los niveles de productividad. La primera cepa adaptada a las condiciones del
Brasil fue la cepa SEMIA 566, aislado de un cultivar de soya, la cual habia recibido
un inoculante importado de Nitragin. Esta cepa era capaz de nodular
efectivamente los cultivares utilizados en la época y se recomendo para su uso en
inoculantes comerciales en el periodo de 1966 a 1978. En el periodo de 1976 a
1978, se recomendaron las cepas SEMIA 566, SEMIA527 y SEMIAS532, no
teniendo resultados satisfactorios.

En 1985, se realizd la primera reunion de “Red de Laboratorios para la
Recomendacion de estirpes de Rhizobium”, en la cual se reunié a diversas
instituciones de investigacion del pais y las industrias de inoculantes del ministerio
de Agricultura En esa primera investigacion se discutid y establecié el mecanismo
para la recomendacion de cepas de rizobios o calidad de los mismos a cargo de la
RELAR. Ademas, se decidi6 a través del IPAGRO (coleccion SEMIA) a preservar
y distribuir cepas para la industria. En los Ultimos diez afios se realizan
investigaciones sobre la identificacion de cepas microbianas nativas presentes en
los suelos del Brasil. Asi como, estudios para evaluar la diversidad microbiana de
los suelos, en especial de Rhizobium aislados de los ndédulos de leguminosas y no

leguminosas (Hungria y col, 2000).
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CHILE

En Chile hay un creciente interés en obtener eficientes y efectivas cepas de
Rhizobium nativas para la fijacion bioldgica de nitrégeno. En el caso de lupino la
simbiosis con bacterias de género Rhizobium lupini, Bradyrhizobium sp, las cuales
suministran a las plantas entre el 67 y 68% del requerimiento de nitrégeno total y
hacen necesaria la fertilizacion quimica con nitrogeno para lograr altos
rendimientos (Parada y col, 2006). La asociacion lupino-Rhizobium puede
suministrar al suelo 227 Kg de N/ ha. Ello conduce a un ahorro significativo de
fertilizantes nitrogenados y una importante contribucién a la sustentabilidad de los

ecosistemas productivos en el tiempo.

El uso de los biofertilizantes con fines agricolas en Chile esta restringido a
bacterias del género Rhizobium, como biofertilizantes de granos y forrajeras. En el
cultivo de palto, para exportacion se utilizan hongos micorriticos. En Chile adn
hace falta la produccién a gran escala, comercializacion y control de calidad de los

inoculantes.
PERU

En el Peru, Zufiiga en el afio 2006 sostiene “La produccion de biofertilizantes para
diferentes leguminosas de grano y de pastos altoandinos se lleva a cabo por
diversas instituciones de investigacién. Una de las instituciones mas antiguas que
produce biofertilizantes es la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga en
Ayacucho, el nombre del producto es Rizomack”, investigaciones realizadas en
leguminosas de grano y para pasturas como las realizadas por Santillana (2007)".
En relacion a los ensayos en campo, entre los afos 2003-2006, en el Instituto
Rural Valle Grande de Carnete-Lima se inocularon aproximadamente 400
hectareas/afno con una cepa de rizobio, para el cultivo de holantao (Pisum sativum
var. macrocarpum), con fines de exportacién (Zuaniga, 2006). Por su parte, Paima
(2005) aplicé también la cepa Rhizobium codificada con P1C1N1, el ensayo se
realiz6 en el campo. Asi como Bradyrhizobium aplicados en campos de Ica con
resultados prometedores (Mayo y Hernandez, 2002). La investigadora sostiene

también que “En los ultimos veinte afios en el Peru, se han realizado importantes
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investigaciones relacionadas al aislamiento, caracterizacién y seleccion de
bacterias benéficas para la agricultura”. El Laboratorio de Microbiologia Marino
Tabusso (LMMT), con el apoyo del Consejo Nacional de Tecnologia (CONCYTEC)
han realizado numerosos proyectos de investigacidon sobre los microorganismos
fijadores de nitrogeno de forma libre o en simbiosis para el cultivo de frijol
(Gonzales, 2013), pallar (Matsubara, 2010). (Ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Investigaciones sobre diversos microorganismos aplicados a diversos

cultivos en condiciones de laboratorio (LMMT) del Peru

Microorganismo  Cultivo Resultados Aho

Rhizobium Frijol Incremento en el peso seco Gonzales (2013)
de nédulos, raiz y biomasa y
el nitrébgeno total de la
planta.

Bradyrhizobium Pallar Incremento el peso seco de Matsubara (2010)
los nédulos y pero seco de
parte aérea

Bacillus Papa Incremento significativo del Calvo (2008)
peso seco de la parte aérea.

Bacillus Tara Incremento de la materia Ogata (2008)
seca de la parte aérea con

Actinomicetos respecto al control sin aplicar
biofertilizante.

Rhizobium Haba Incrementd el peso seco de Santillana (2007)
nédulos, mejoré el
rendimiento de las semillas
en campo

Bradyrhizobium Pallar Incremento del crecimiento Velazquez (2007)
del cultivo

Rhizobium Tomate Incrementd el peso seco de Santillana (2005)

la parte aérea y radicular.

Rhizobium Frijol Incremento en el peso seco Zuhiga (1997)
de nédulos, raiz y biomasa y
el nitrébgeno total de la
planta.

Fuente: Elaboracion propia
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Los estudios realizados por los investigadores en Latinoamérica, en Brasil,
Argentina, Chile, México confirman que la aplicacién de los inoculantes es una
alternativa viable de aplicacion a gran escala. En nuestro pais la aplicacion en
campo se realiza aun en pequenas parcelas o con fines de investigacion. Los
investigadores del Perd, entre los afos 1997 al 2013 debido a la creciente
evidencia cientifica, coinciden que las bacterias Rhizobium'y Bradyrhizobium son
las cepas recomendadas en campo. Las primeras para cultivos del frijol y la
segunda para el cultivo de pallar. Ademas, también se sugiere su aplicacion como
promotores de crecimiento vegetal. Asi también, es importante resaltar los
estudios realizados en Cuba en relacion a la aplicacion de los biofertilizantes y

sus efectos en cultivos de leguminosas y no leguminosas (Gonzélez y col, 2000).

Cuadro 3. Microorganismos empleados como biofertilizantes cultivos y
beneficios en Cuba

Microorganismos Cultivos Beneficio

Rhizobium Frijol, mani, Vigna y Pueden sustituir 75-80% del
abonos verdes fertilizante nitrogenado mediante su

actividad de nitrégeno atmosférico.

Bradyrhizobium Soya y leguminosas Permiten sustituir hasta el 80% de
forrajeras las necesidades de nitrogeno de

estos cultivos.

Azotobacter Hortalizas, yuca, Suministrar a las plantas entre el
boniato, maiz, arroz, 15-50% de sus necesidades de
platano, citricos, entre nitrégeno mediante la FBN, vy
otros cultivos producen sustancias activas

Azospirillum Arroz, cana de azucar Sustituyen el 25% de nitrdgeno
y pastos. aplicado al arroz

Micorrizas viveros de café Reducen las necesidades de

arbusculares

Solubilizadores

Hortalizas,
boniato, viveros de
café, viveros de
plantaciones de
citricos

yuca,

fertilizantes nitrogenados y
potasicos en suelos cubanos.
Permiten reducir entre 50-80% las
necesidades de fertilizantes
fosféricos, al mismo tiempo que son
capaces de estimular los
rendimientos

Fuente: Gonzalez (2000)
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2.2 Bases teoricas

2.2.1 Clasificacion taxonomia y caracteristicas de Rhizobium

Clasificacion taxondémica

La publicacion realizada por Rivas y col (2009) registran la informacién generada
en los ultimos anos en base a las secuencias del gen de 16S ARNr. En base a
este estudio se han encontrado al menos 33 especies. Segun los investigadores

la clasificacion taxonémica es la siguiente:

Phylum: Proteobacteria
Clase I: a-Proteobacteria,
Orden: Hyphomicrobiales
-Familia: Rhizobiaceae: Rhizobium'y Ensifer,
-Familia: Phylobacteriaceae: Mesorhizobium
-Familia: Bradyrhizobiaceae:
Bradyrhizobium, Blastobacter
-Familia: Hyphomicrobiaceae: Azorhizobium, Devosia
-Familia: Brucelaceae: Ochorobactrum

- Familia: Methylobacteriaceae: Methylobacterium

Caracteristicas generales de las bacterias Rhizobium

Las bacterias Rhizobium, son bacterias GRAM (-), poseen la capacidad de fijar
nitrégeno en forma simbidtica. El género Rhizobium fue descrito por Frank en
1889, como bacterias gram negativas noduladoras de leguminosas y en
Parasponia, no leguminosa. Su nombre enfatiza la particularidad que tiene de
nodular las raices (rhiza: raiz, bius: vida, Rhizobium: vida en las raices).Ver

figura1y 2.
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Figura 1. Bacteria del género Rhizobium

Segun Aguirre et al (2009), las bacterias del género Rhizobium en simbiosis con
las raices de frijol fijan aproximadamente entre 25-71 Kg N/ha en Espafa y segun
Mora (1995), menciona que se ha demostrado que entre un 25 y un 75% de N
requerido por la planta proviene de la fijacidbn simbidtica de nitrogeno por
Rhizobium en frijol es de 25-125KgN/ha en Costa Rica.

Figura 2. La asociacion simbiética del Rhizobium y las leguminosas a)
Leguminosa con presencia de nédulos en raices de frijol b) morfologia
de los nédulos formados por Rhizobium
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2.2.2 Rhizobium como biofertilizante

Las bacterias del género Rhizobium han obtenido resultados prometedores a nivel
de laboratorio en el Peru. Santillana (2007), docente e investigadora de la
Universidad San Cristobal de Huamanga, realizé la caracterizacién fenotipica de
cepas de Rhizobium, aislados de suelos de Ayacucho del cultivo de haba (Vicia
faba). La misma autora realiz6 la aplicacion de un biofertilizante en base a las
bacterias Rhizobium para el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum).

Matsubara (2010) logra importantes aportes al conocimiento de los fijadores de
nitrégeno en especial el estudio de las bacterias Bradyrhizobium aislados del
cultivo del pallar (Phaseolus lunatus). El investigador obtuvo 72 cepas de
Bradyrhizobium a partir de n6dulos colectados en los campos del Valle supe. En el
ensayo en plantas 6 cepas lograron incrementos significativos de peso seco con
respecto al tratamiento con N-.

Asi mismo, Gonzales (2013), se identificd, purificd y aplicé trece cepas aisladas de
nddulos de tres variedades de frijol comun (P. vulgaris L.), provenientes de suelos
de La Molina. En este estudio se evidencié el efecto benéfico del inoculante por
medio de la inoculacién de semillas pregerminadas en laboratorio. En dicho
experimento el 84.6% de las cepas de 48h formando nddulos efectivos e infectivos
en P. vulgaris var.”Canario Centenario”. En el ensayo realizado en invernadero,
cinco cepas tuvieron incrementos estadisticamente significativos del peso seco de
la parte aérea con respecto al control N-(p<0.05). Ademas, todas las cepas
aisladas fueron capaces de producir &cido indolacético (AlA) y solubilizar el fosfato
tricalcico del medio de cultivo para solubilizadores de fosfato, caracteristicas de
cepas promotoras de crecimiento vegetal. Las mencionadas cepas actualmente se
emplean como biofertilizante para leguminosas y se estan realizando mas estudios

complementarios de biologia molecular de las cepas mencionadas.
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2.2.3 Rhizobium como promotor de crecimiento vegetal PGPR

Rhizobium 'y Bradyrhizobium son bien conocidos como microorganismos
simbidticos de leguminosas, que forman nddulos que fijan nitrégeno. Sin embargo
esta bacteria también comparte muchas caracteristicas con las bacterias PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) o Bacterias Promotoras de Crecimiento
Vegetal. Los rizobios pueden producir fitohormonas, sideréforos, HCN, solubilizar
economicamente los fosfatos inorganicos y organicos, y ellos pueden colonizar las
raices de muchas plantas no leguminosas bajo condiciones in vitro (Antoun y
Prevost, 2005).

La materia seca del rdbano se incrementd por la inoculacién de cepas de
Bradyrhizobium  japonicum, Rhizobium leguminosarum bv, phaseoli, R.
leguminosarum bv. trifolli, R. leguminosarum bv. viciae y Sinorhizobium meliloti En
diversos estudios realizados en campo entre el aino 1985 y 1993, Hdéflich et,
al(1994) observaron que la inoculacion de la cepa R39 de R. leguminosarum bv.
trifolli, estimuld significativamente (p<0.05) el peso seco de raiz de maiz,
trigo(Triticum aestivum L) y cebada ( Hordeum vulgare L.) En el Cuadro 3, se
aprecian los estudios realizados en condiciones de invernadero (Antoun y
Prevost, 2005).

Por su parte Verma et al (2010) realizaron una serie de investigaciones en
relacion a los bioinoculantes mixtos y sostienen que las interacciones entre
especies del género Rhizobium con otras bacterias con cualidades promotoras
de crecimiento tales como, Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus para frijol,
alfalfa, garbanzo, y pastos. En otro estudio se empleé Rhizobium, Pseudomonas
fluorescens, B. megaterium y  A. chroococcum, generando incrementos
significativos de peso de nddulos, raiz y biomasa de brotes, total de nitrégeno de
la planta debido a la coinoculacién.
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Cuadro 3.Estudios de Rhizobium como promotor de crecimiento vegetal

Bacteria Cultivo(s) Efecto estimulatorio Ano Condiciones
Rhizobium Maiz Mayor  rendimiento de 1994 En campo
legumminosarum ) materia seca
Trigo
bv. trifolii (R39)
Cebada

R leguminosarum bv. Maiz Estimulacién del crecimiento 1996 En campo
phaseoli (bacteria Solub. del maiz y lechuga
de fosfato) Lechuga
Bradyrhizobium Rabano 60% superior con respecto al 1998 En
Japonicum (Soy213) control invernadero
S. meliloti Lechuga Estimulacion del crecimiento 2000 -

de plantas micorrizadas
Rhizobium Trigo Incremento de 16% de 2001 En recipientes
legumminosarum materia seca de retofios
bv. Trifolii 23 a 25% mayor rendimiento

de granos respecto al control
Mesorhizobium Cebada Incremento de materia seca 2001  En recipientes
mediterraneum PECA 21 y contenido de N,K, Ca, y Mg
Rhizobium giardinii y Papa Enddfito 1995 -
S. meliloti
B. japonicum Algodon Endofito 2002 -
R etl Maiz Enddfito 2001 -

Fuente: Antoun y Prevost (2005)
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2.2.4 Clasificacion taxonomica y caracteristicas de Azotobacter

Taxonomia de Azotobacter

Segun Kennedy (2005), la clasificacion taxonémica de Azotobacter es la siguiente:

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Azotobacter

Caracteristicas generales de las bacterias Azotobacter

Estas bacterias fueron descritas por primera vez en 1901 por Bejerink. La
morfologia que presentan es muy variable, cambia en funcion a las condiciones
ambientales. Bajo condiciones de estrés forman unas estructuras llamadas quistes

de resistencia (Rico 2009).

Kennedy (2005) sostiene que “las células bacterianas de Azotobacter pueden
tener forma bacilar con bordes romos hasta elipsoidales y cocoides, a su vez
pueden formar ciertos arreglos celulares como cadenas o pares, las formas
dependen de cultivo. Las dimensiones de sus células pueden ser de 1.6 -2.7um de

diametro por 3.0 -7 ym de longitud”.

El investigador Cardona (1998) sostiene que son células grandes y bacilares de 2-
3u x 2-6y, alargadas o aplanadas, son gran negativas, algunos autores las
consideran pleomorficas, moviles con flagelacion peritrica o polar y aerobias
obligadas. No producen esporas, pero en condiciones de presencia de butanol
pueden producir quistes esféricos que capacitan a las células a vivir en ambientes
secos y sobrevivir a las radiaciones durante su dispersion en el suelo.
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El género Azotobacter Son bacterias de forma bacilar, Gram (-). Se diferencia de
Azomonas que la primera presenta quistes. Las especies que se conocen son A.
chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckiim, A. paspali, A. armeniacus, A.
nigricans y A. salinestris. El género Azomonas comprende tres especies A.

macrocytogenes, A. agilis y A. insignis (Jimenez, 2007) [Ver figura 3].

Los miembros de esta familia tienen la capacidad de sintetizar antibiéticos y
generar sustancias de crecimiento vegetal. En especial A. chroococcum y A.
vinelandii son utilizadas como bioinoculantes en suelos tropicales y alcalinos. Del
mismo modo, muchos miembros de esta familia, son usados para la produccion de

compuestos de interés comercial como los polisacaridos, vitaminas y pigmentos.

Figura 3. Caracteristicas de cepas Azotobacter a) Colonias de Azotobacter
en medio libre de nitrégeno b) Morfologia de sus células

Las ceélulas de Azotobacter son ovoides y miden aproximadamente de 2um a 4pm
de diametro, siendo el de mayor tamano las de A. chroococcum que llegan a 6um
puede llegar a formar cadenas de tamafos variables y formar quistes de
resistencia. Son aerdbicos y pueden vivir a tensiones baja de oxigeno vy su
movilidad de debe a flagelos peritricos y los pigmentos que producen los cuales
son solubles en agua. (Cuadro 6).
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En relacion a los requerimientos para el crecimiento de Azotobacter, Cardona
(1998), sostiene que las cepas Azotobacter requiere humedad y aireacion
adecuadas, crece en presencia de nitrbgeno combinado, pero éste impide la
fijacion de N. Presenta la mayor velocidad de respiracion de todos los seres vivos
(velocidad de consumo de Oq). La eficiencia de fijacion de N, en Azotobacter es
del 1 al 2%, o sea que fija de 10mg - 20 mg de N, por gramo de fuente de carbono
consumida, aunque en casos excepcionales A. chroococcum fija de 20 a 30 mg de

N, por cada gramo de glucosa que consume.

En el suelo, las cepas de Azotobacter tienen un buen crecimiento en ambientes
con alto contenido de materia organica, con cantidades Optimas de fosforo y
potasio. Este microorganismo requiere temperaturas de 28°C a 30°C para su
crecimiento y un pH 6ptimo entre 6.5 y 7.5. Sin embargo también se ha aislado de
suelos de pH 4.5 hasta 8.5. Su principal fuente de energia es el manitol,

disponibilidad de calcio, magnesio y molibdeno (Cardona, 1998)

Rodriguez y col (2016) y Jnwalli (2015) mencionan que las bacterias del género
Azotobacter tienen la potencialidad de fijar nitrégeno atmosférico, solubilizar
elementos minerales y producir un grupo de sustancias estimuladoras del
crecimiento vegetal. De manera similar Bonilla y col (2013), sefialan que la
bacterias de este género tienen varias actividades metabdlicas de interés como: la
fijacion de nitrégeno de vida libre, solubilizacién de fosforo, produccién e
sustancias promotoras de crecimiento vegetal, degradacion de hidrocarburos.
Ademas, del control de hongos fitopatégenos. Segun Dev et al (2015) producen
sustancias fungistaticas con amplio espectro activo contra los hongos Fusarium,
Aspergillus, Helmintosporium, Alternaria, Cephalosporium, Rhizoctonia vy

Sclerotium rolfsii.
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2.2. 5 Azotobacter como biofertilizante

En Cuba se desarrolld, desde 1990, un programa de fabricacién y aplicacion de
Azotobacter a base de cepas seleccionadas que son capaces de suministrar hasta
50% de los requerimientos de nitrogeno de las plantas mediante la fijacion
biolégica, lo que permite ahorros considerables de fertilizantes quimicos, al mismo
tiempo que se reduce la contaminacion ambiental y los dafos a la salud humana
ya que se disminuyen las elevadas proporciones de nitratos en los cultivos
agricolas (Gonzalez, 2000).

Sanchez-Yafnez (2014) realiz6 un estudio de coinoculacién de Azotobacter y
Burkholderia la aplicacion se realiz6 en semillas de maiz, comparo la inoculacion
de las cepas individuales, la coinoculacion, todos con un porcentaje de 50% de
nitrégeno (5g/L), nitrato de amonio NH4NOs; un tratamiento al 100%(10g/L) de
nitrato de amonio NH4NOs y un tratamiento con agua destilada. En el
experimento realizado se llegd a la conclusion que el peso seco de raiz del maiz
del tratamiento coinoculado fue mayor al tratamiento control sin inocular. El
tratamiento coinoculado contenia el 50% de nitrégeno es decir el nitrégeno
relativo. Por lo que se sugiere su aplicacion, debido a las sintesis de sustancias
promotoras de crecimiento vegetal (SPCV) junto con un contenido minimo de

nitrégeno para obtener un crecimiento éptimo del cultivo de maiz.

Asi mismo, Hernandez y Chailloux (2001) afirma que Azotobacter chroococcum es
uno de los principales fertilizantes que se aplica en Cuba para el cultivo de
hortalizas, granos y viandas. Asi por ejemplo, Gonzalez (2000) observd el papel
estimulador de Azotobacter chroococcum en el crecimiento de raices, area foliar,
altura y desarrollo de las plantulas en general, en cultivos como café, tomate,
frutales y cebolla fue reportado en diversas investigaciones. De forma similar
Antoun y Prevost (2005) en Canad4, sostienen que las bacterias Azotobacter, en
estudios de interaccion de Azotobacter y Azospirillum, evidenciaron incremento de
la produccion de varias especies de leguminosas, tales como, soya, alfalfa,
garbanzo, arverja trébol, habichuela.
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2.2.6 El cultivo del tarwi (Lupinus mutabilis)

Segun Rodriguez (2009), el tarwi posee las siguientes categorias taxonémicas:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotileddneas
Orden: Rosales
Familia: Leguminosas
Género: Lupinus
Especie: mutabilis
Nombre cientifico: Lupinus mutabilis Sweet
Nombre comun: Tarwi, chocho
Origen

El chocho o tarwi es una leguminosa originaria de los Andes de Bolivia, Ecuador y
Peru, tiene relevancia gastrondmica en esos paises desde la época prehispanica.
Su alto contenido de proteinas mayor que el de la soja, lo hace una planta de
interés para la nutricibn humana y animal (Rodriguez 2009). En base a las
evidencias de Antunez de Mayolo (1981), el tarwi ya se conocia en la cultura
Nazca (100 a 500 a. C.), por los restos semillas encontrados. En el sur, en los
vasos ceremoniales de la cultura Tiahuanaco (500-1000 d.C),

Caracteristicas del cultivo

Rodriguez (2009) describe las caracteristicas de las hojas y tallo del tarwi. Las
hojas del tarwi son compuestas por ocho foliolos que varian de ovalados a
lanceolados. En la base del peciolo existen pequefias hojas estipulares, que se
consideran rudimentarias. Se diferencia de otras especies de Lupinus en que las
hojas tienen menos vellosidades. En relaciéon a la altura de la planta, esta posee
un eje principal que varia entre 0.5 a 2 m. Su tallo es muy lefoso y se puede
utilizar como combustible. Su alto contenido de fibra y celulosa hace que se

emplee como material de combustion.

=40 -



Figura 4. Caracteristicas del cultivo de tarwi a) Tallos, inflorescencia y hojas

Valor nutritivo del tarwi

b) flores c) semillas

Segun Jacobsen y Mujica (2006) “las semillas son excepcionalmente nutritivas.

Las proteinas y aceites constituyen mas de la mitad de su peso, estudios

realizados en 300 genotipos muestran que la proteina varia de 41-51% y el aceite

de 14-24%”. En el siguiente cuadro podemos apreciar la composicion de

diferentes tipos de Lupinus.

Cuadro 4. Contenido nutricional de diferentes especies de Lupinus*

Especies Proteinas  Aceites Cenizas Fibras
L. albus 38.2 9.5 3.1 14.0
L. angustifolius 28.9 6.6 3.2 17.6
L. consentinii 32.2 2.6 3.7 -
L. hispanicus 48.2 5.8 2.9 19.6
L. luteus 49.2 4.8 5.3 17
L. mutabilis 46.6 15.8 3.6 9.0

* Todos los datos expresados en g por 100g de materia seca
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En base a la investigacion realizada por Camarena y col (2012) se indica que las
proteinas del tarwi son mayores al contenido de la soya, el contenido de proteina
del tarwi puede llegar a 44% de proteina mientras que la soya puede llegar a 35%.
,se compara al tarwi con la soya y el frijol y se concluye que el tarwi tiene menos
carbohidratos 28.2g promedio por 100g de muestra en comparacion con la que la
soya y frijol con valores de 35.5g y 60.8g respectivamente.

Requerimientos del cultivo de tarwi

En la tesis realizada por Aguilar (2015) sostiene que el tarwi es un cultivo que se
adecua a climas frios. Se cultiva en Peru y Bolivia hasta los 4000 msnm. Asi se
han encontrado ecotipos a temperaturas debajo de los 9.5°C. Asi como a
temperaturas debajo de los -4°C, en etapa de floracién. En la fase de crecimiento
las temperaturas de 20°C y 25°C son 6ptimas. Sin embargo temperaturas
superiores a 28°C pueden afectar el desarrollo de la planta. En el cuadro 5 , se
complementa los diverso requerimientos que necesita el cultivo, que deben

considerarse en los estudios en invernadero y en campo.

Usos del tarwi

Jacobsen y Mujica (2006) menciona que en el Peru el tarwi se emplea en diversas
regiones y su consumo es principalmente como guisos de tarwi, postres.
Industrialmente se obtiene harina, en un 15% en panificacibn da excelente
resultados, posee bajo contenido en grasas. En estado de floracidbn se emplea
como abono verde, mejorando considerablemente la cantidad de materia organica,
Debido a la estructura y retencién de la humedad del suelo. Por su contenido en
alcaloides se emplea como cerco vivo, actuando como repelente. Los residuos de
las cosechas (tallos secos) se emplean como combustible por su gran contenido
de celulosa. En el siguiente cuadro se aprecian caracteristicas adicionales de

campo.
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Cuadro 5. Condiciones para el cultivo de tarwi (Lupinus mutabilis) en el

campo

Informacion

Humedad ambiental

El tarwi se abastece de agua en épocas
lluviosas, condiciones de lluvia. Camarena
et al (2012) el tarwi es susceptible al exceso
de humedad y moderadamente susceptible
a la sequia durante la floracién y llenado de
vainas. Estos excesos de agua pueden
provocas la caida de flores y frutos.

Precipitacion

El tarwi debe tener entre 500 y 700 mm de
lluvia, el periodo de mayor necesidad de
agua es en la época de floracién y frutos.
Segun Carrién (1988) esta especie requiere
muy poca agua Yy puede crecer en
ambientes que no utiizados en la
agricultura (Aguilar, 2015).

Preparacion del terreno

En el Perd, el tarwi se siembra en suelos de
labranza cero, solo se remueve el suelo con
lampilla o picota

Siembra

Siembra se realiza en condiciones de lluvia,
al voleo, también en surcos de 50-60cm.
Mejores rendimientos: método por surcos
entre 60-80 Kg semilla/Ha.

Fertilizacién y abonamiento

No requiere de fertilizacion. Lo que se aplica
habitualmente es el guano de corral.

Labores culturales

Requiere de poca atencion, salvo en las
primeras semanas de brote. Se dan las
labores de limpieza del terreno

El riego

El riego sera indispensable para una buena
germinacién, un buen crecimiento de la
planta, buena floracién, llenado de vainas y
por ende un buen rendimiento.

Lluvias 400-800 mm. Susceptible a las
sequias durante la formacion de flores y
frutos, afectando seriamente la produccién

Plagas

En sus primeros dias el tarwi es susceptible
a los cortadores de cuello, los insectos
Feltia spp y Agrotis sp. El gusano celeste
del tarwi es otra de las plagas de
importancia.

Enfermedades

Es relativamente tolerante a enfermedades
fungosas, en condiciones ambientales
himedas presentan problemas como la roja
y la antracnosis.

Fuente: Aguilar (2015)
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2.2.7 El cultivo de frijol caupi (Vigna unguiculata)

2.2.7.1 Clasificacion Taxonomica

Segun Alban (2012), el cultivo de caupi esta clasificado en las siguientes categorias
taxonémicas:

Reino: Vegetal
Clase: Angiosperma
Subclase: Dicotyledoneae
Orden: Leguminosae
Familia: Fabaceae
Género: Vigna
Especie: unguiculata( L) Walp,
Nombre cientifico: Vigna unguiculata
Nombre comun: Caupi, castilla, chileno

2.2.7.2 Origen

Ledn (1987), menciona que el caupi (Vigna unguiculata L. Walp), es originario de

Africa Occidental y Central, desde Senegal hasta Etiopia, con mayor diversidad en

Etiopia. Del Africa pasé a la India unos 1000 a 1500 a. ¢, en donde se formé un

centro secundario de variabilidad del cual se derivan muchos de los cultivares

modernos.

Esta es una especie de cultivo limitado en Espafa y Portugal que se encuentra

asociado a Phaseolus vulgaris, en poblaciones mixtas, donde recibe nombres

como “caupi” (derivado del "cow pea" inglés), judia carilla, judia de vaca, frijol de

fraile y “feijao frade”, en Sudamérica se encuentra casi siempre asociada con maiz

(De Ron, 2004).
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2.2.7.3 Caracteristicas del cultivo

Segun Aguirre (2009) el caupi es una leguminosa anual, erecta, semi-erecta y
rastrera, de unos 40 cm de altura, con semillas grandes, flores racimosas de color
purpura azulado o blanco, hojas verdes ovales a cordiformes y planas. Sus
legumbres poseen de 10 a 15 semillas por vaina. Sus semillas son de diferentes
colores, blancos, marréon y crema. Posee multiples usos, tales como abono

organico, rotacion de cultivos.

Por su parte Alban (2012) estudia las caracteristicas de la raiz, tallos y hojas del
frijol caupi. Afirma que su raiz es profunda y pivotante (hasta 1.95m), con
abundantes ramificaciones laterales. Sus raices alcanzan una longitud de 1.40m,
por lo que la planta puede absorber una mayor cantidad de nutrientes que los
frijoles comunes crecen los nédulos que son protuberancias donde viven las
bacterias Rhizobium que son las encargadas de fijar nitrégeno del aire y que la
planta utiliza para su nutricion. Sus tallos son de forma cilindrica (sin
pubescencia). Los tallos del caupi poseen un numero variado de entrenudos. Sus
hojas cuando estan en su estado embrionaria son unifoliadas y crecen de manera
opuesta las hojas verdaderas son trifoliadas. Los foliosos pueden ser lineales,

lanceolados u ovalados.

Por otro lado las caracteristicas de su inflorescencia, fruto y semillas. Su
inflorescencia es en racimo, sus flores estdn constituidas por 5 pétalos, los cuales
tienen nombres especificos, estandarte, dos alas y dos pétalos soldados que
forman la quilla. Sus frutos son vainas lineales o encorvada que alcanza una
longitud de 10 a 25 cm y de 1.5 a 3.2cm de diametro, contiene de 6 a 21 granos

por vaina.
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Figura 5. Flores del caupi (Vigna unguiculata)

Las vainas pueden ser de color verde o presentar moteados purpura o rojizo.
Generalmente por cada tallo floral solo 2 03 flores se convierten en vainas y el
lapso en que se desarrolla las semillas en las vainas es de 20 a 25 dias.
Finalmente sus semillas comprenden dos cotiledones, el embridn y el hilo u ojo de
semilla. Sus semillas pueden ser de color marrén rojizo, negro y su forma redonda,

oval y cuadrada.

(@) (b)

Figura 6. Caracteristicas del cultivo del frijol caupi (a) vainas y (b)semillas
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Cuadro 6. Requerimientos del frijol caupi o castilla en el campo

Informacion

Clima Adaptado bien a clima de valles centrales, usualmente no
se desarrolla bien en areas lluviosas. Las cuales las
pueden dafar o retrasar la cosecha. De climas calido,
resistente a sequia

Suelo Se adapta muy bien a suelos ligeros, arenosos y limosos.
La temperatura del suelo a 21°C favorece el desarrollo de
la planta.
Fechas de siembra Se siembra en la Costa durante la primavera y verano y
en la Selva en los meses de Junio y Julio
Temperatura para el Prefiere climas calidos, es tolerante a altas temperatura
crecimiento de la planta por lo que se ha adaptado muy bien a Valles de la costa.

Prospera entre 25°C a 35°C, cuando se exponen a 5 °C a
10°C son susceptibles.

Agua Es sensible al estrés de humedad como a varias horas de

saturacién de suelo. En ambos casos pueden afectar la
fiiacidn de nitrboenn

Precipitaciones Precipitacion 6ptima: 600 mm/afio
Precipitacién no éptima :600 y 1500 mm/afio
Rendimientos 26020 a 3660 Kg/ha (Segun la FAO)
1.5a 3.0 tn/ha (Camarena, 1994)
Etapa de crecimiento Etapa vegetativa

Desde Vo Germinacién hasta la V4:tercera hoja trifoliada
Etapa reproductiva )

R5: Prefloracion hasta R9:Ultimo desarrollo para el
secado con vainas

Fuente: Palomino (2015)

En el cuadro 6, se aprecian las principales condiciones para el cultivo de frijol
caupi en campo, lo cuales seran necesario para el conocimiento adecuado del

cultivo antes de su siembra en las macetas en la siguiente investigacion.

2.2.8. Aplicaciones del cultivo

El cultivo de frijol caupi, en el continente americano es muy consumido debido a
su alto contenido nutricional. Ademas de la alimentacion humana, se puede
emplear como abono verde, cobertura, heno, ensilaje. Se utiliza ademas para
alimentacion de vacas y aves de corral por su excelente ensilaje, junto a otros
cultivos como el sorgo, frijol o forraje. Debido a su alto contenido de proteina, de
alta digestibilidad y buena produccion de forraje se utiliza para alimentacién en
paises en vias de desarrollo en reemplazo del frijol (Truijillo y col, 2016).
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2.3 Marco conceptual o glosario

2.3.1 Azotobacter
La bacteria Azotobacter es uno de los primeros géneros conocidos como fijadores

asociativos de nitrégeno. Su nombre proviene de la palabra francesa “asoto” que
significa nitrogeno y del griego “bacter” que significa bacilo y segun esos autores
son microorganismos de vida libre de suelo que requieren de sustancias organicas
como fuente de energia, pero si hay abundancia de NOs y NH4*, lo emplean con
facilidad y no fijan nitrdgeno. Son bacterias Gram negativas, motiles; las colonias
son viscosas, convexas, lisas o arrugadas y poseen pequefnas inclusiones
granulares, el color se presenta en diferente matices de pardo, producen
pigmentos que en ocasiones se difunden en el medio de cultivo (Agar-Asbhy)
selectivo para este género (Gonzalez, 2000).

2.3.2 Rhizobium
Su nombre enfatiza la peculiaridad que tiene de nodular las raices (rhiza:raiz, bius:

vida, Rhizobium: vida en las raices. Es una bacteria gram (-), de 0.5 -1.0y 1.2 -
3.0um.Se mueven por medio de flagelos peritricales y subpolares. Segun el
Manual Bergey de bacteriologia Sistematica pertenece a la familia Rhizobiaceas,
incluye cinco géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Phyllorizobium
y Agrobacterium. El género Rhizobium incluye cinco especies. Son
quimiorganotrofas, pues crecen en medios con amplia fuentes de carbono (Wang,
2002). Su tiempo de generacidon es de 2 a 4 horas en un medio LMA (Levadura
Manitol Agar).

2.3.3 Agricultura sustentable
Segun el Comité Internacional sobre la Investigaciéon agricola publica en 1988 un

articulo sobre la agricultura sustentable definiéndola como el manejo exitoso de
los recursos agricolas para satisfacer las necesidades humanas, mientras se
mantiene la calidad del ambiente y se conservan los recursos naturales. Uno de
los elementos més importantes utilizados para lograr una agricultura sustentable

es el uso de biofertilizantes (Gonzalez, 2000).
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2.3.4 Biofertilizantes

El término biofertilizantes es conocido también como “microorganismo inoculante”,
se define como un preparado que contiene células vivas o células latentes
eficientes en la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfato o organismos
celuliticos utilizados para aplicarlos en las semillas, suelo o areas de compostaje
con el objetivo de incrementar el numero de tales microorganismos y acelerar
ciertos procesos microbianos y aumentar el grado de formas disponibles para las
absorcion de las plantas a través de la asociacion simbidtica(Mohammadi y
Sohrabi, 2012).

Los biofertilizantes estan formados por grupos microbianos, se consideran como
una biotecnologia “apropiable”; debido a que, constituyen una herramienta
técnicamente factible dentro del nivel cientifico —técnico de un pais y proveen
beneficios a los destinatarios, son ambientalmente seguras, socioeconémica y

culturalmente aceptables (Gonzélez, 2000).

2.3.5 Fijacion biolégica de nitrogeno (FBN)
La fijacién biologica es el proceso de captacién del nitrégeno atmosférico, con

este proceso se capta alrededor de 60% del nitrégeno disponible en la tierra y
representa una alternativa econémica benéfica y ambiental al uso de fertilizantes
quimicos. Se estima que la fijacién es de 200 millones de toneladas al afno, es
decir dos veces la produccion de fertilizantes nitrogenados a partir de la sintesis
industrial (Baca y col, 2000). Entre los organismos que realizan la FBN se
encuentran: bacterias, algas verdes-azules (cianobacterias) y actinomicetos, los
cuales pueden fijar el nitrégeno libremente o formar asociaciones. Dentro de las
bacterias fijadoras de nitrdgeno que son de vida libre se encuentran: anaerobias
obligadas o facultativas (Ejm: Clostridium pasteurianum, Klebsiella spp.,
Desulfovibrio sp.), aerdbicas obligadas (ejemplo Azotobacter spp, Beijerinckia sp.)
y fotosintéticas (bacterias purpuras sulfurosas y no sulfurosas, y bacterias verdes
sulfurosas (Allan y Graham, 2002).
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2.3.6. Eutrofizacion
La eutrofizacidn se define como un proceso el cual los nutrientes que vienen de la

agricultura llegan a los cursos de agua en cantidades excesivas; lo cual generan
efectos negativos en el balance natural de los ecosistemas. La incorporacion de
nutrientes (fésforo y nitrégeno) estimula el crecimiento de las algas. Se genera un
excesivo crecimiento de algas y la reduccion de plantas acuaticas. Estas aguas
pueden contener toxinas liberadas por las cianobacterias (Cazalas, 2004).

2.3.7. Las bacterias promotoras de crecimiento (PGPRs)

Son bacterias que colonizan las raices y generan una poblacién tal que tienen un
efecto benéfico en ellas. Los mecanismos exactos no se conocen pero existen
varias  hipdtesis entre ellas: i) La habilidad para producir cambios en la
concentracion de acido indolacético, giberelinas, citocininas y etileno i) Fijacion
asimbidtica de nitrégeno, iii) Antagonismos frente a microorganismos
fitopatdgenos por produccién de sideréforos antibidticos y cianida, iv)
solubilizacion de fosfato y otros minerales. Hay dos tipos de PGPR, los PGPR
intracelular (PGPR i) los cuales viven dentro de la planta o en no6dulos y los
PGPRextracelular (PGPR e), los cuales viven en la rizésfera de las plantas (Verma
et al, 2010).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 MATERIALES

3.1.1 Material biologico
e Cepas de Azotobacter adquiridas del Laboratorio de Bioprocesos

Industriales de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

e Cepas de Rhizobium adquiridas del Laboratorio Ecologia Microbiana y
Biotecnologia “Marino Tabusso” (LMT) de la Universidad Nacional Agraria

La Molina. Las cepas ya habian sido aisladas y caracterizadas.

e Semillas del cultivo de frijol castilla ( Vigna Unguiculata ) variedad “castilla”

e Semillas de cultivo de tarwi (Lupinus mutabilis)

3.1.2 Medios de cultivo
e Medio Winogradsky para el cultivo de Azotobacter

e Medio LMA( Levadura Manitol Agar) para el cultivo de Rhizobium
e Medio PDA( Papa Dextrosa Agar)
e Caldo LMA

e Caldo “C”(Nueva formulacion)

3.1.3 Soluciones y reactivos
e BufferpH 7y4

e Solucion salina al 0.80%

e Nitrato de potasio 0.1%

e Solucién NaOH 1Ny HCI 1N
e Alcohol al 70%

e Hipoclorito de sodio (2%)

e Safranina
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Cristal violeta
Lugol o alcohol yodado
Alcohol-cetona

Aceite de inmersion

3.1.4 Materiales y equipos de laboratorio

Autoclave

Incubadora de 28 °C

Balanza Analitica y de platillo
Estufa u Horno 60-180° C
Microscopio éptico

Microondas

Barno Maria

Refrigeradoras

Tubos de Prueba 25 x 250 mm
Placas Petri 15 x 100 mm

Pinzas

Pipetas de 5y 10 ml

Beakers de 125, 250 y 600 ml
Probetas graduadas de 100 ml y 1000m|
Baguetas

Espatulas de Driglasky

Bandejas de plastico 30 x 20 cm
Frascos de Vidrio con tapa estériles

Lamina porta y cubre objeto
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3.1.5. Materiales para el ensayo en bandejas
e Bandejas de plastico 30x20 cm

e Bolsas de ziploc 100 unidades
e Guantes quirurgicos 1 caja

e Papel toalla estéril

e Reglade 30 cm

e Agua estéril

e Pipetade 10 mL

e Propipeta

e Alcohol 70°C

e Hipoclorito de sodio

e Jeringa de 5cc

3.1.6. Materiales para la elaboracion del invernadero
e Madera prensada

e Plastico

e Listones de madera

e TermoOmetro

e Tornillos

e Bisagra

e Tierra agricola de chacra
e Macetas de plastico

e Vernier

e Reglade 30 cm

e Huincha

e Bolsa de plastico de 20x 15 cm

e Herramientas de carpinteria
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Lugar de toma de muestras y toma de muestras de suelo y plantulas

El lugar de la toma de las muestras se realiz6 en los campos agricolas de la
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM). Se obtuvo una muestra de
200g a 300g de suelo agricola, del campo de cultivo del laboratorio de suelos
de la Facultad de Agronomia. El campo se ubica en las siguientes
coordenadas geograficas: latitud: 12° 05" 06" S, longitud 76° 57" 09" S.O,
una altura de 236 m.s.n.m. En el caso de muestras de suelo para la obtencion
de cepas de Azotobacter, fueron llevadas en bolsas ziploc hacia el laboratorio
de Bioprocesos industriales de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
El suelo se encontraba humedo y cultivado con plantas de Solanum

tuberosum var “Huayro”. El lugar exacto de muestreo se aprecia en la figura 7.

Figura 7. Lugar del muestreo del suelo del campo de cultivo de papa
(Solanum tuberosum var. huayro) de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM)
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Por otra parte, se obtuvo muestras de plantulas de frijol en la cual se observaron
nddulos. Se eligi6é las plantulas mas vistosas y de mejor caracteristicas de follaje
para la obtencion de la muestra. Se observd que el suelo se encontraba humero,
las plantas si bien poseian tamanos pequefos, estaban vigorosas, turgentes y sin
signos de enfermedad.

Figura 8. Lugar del muestreo del suelo del campo de cultivo de frijol de la
Universidad Nacional Agraria La Molina
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3.2.2 Aislamiento de Rhizobium

Las cepas se aislaron segun la metodologia propuesta en el manual del CIAT
(1987). Los nddulos se colocaron en sobres de papel de filtro para hidratarse en
agua destilada estéril durante 30 minutos. Luego se desinfectaron en alcohol 70%
por 1 minuto en un frasco estéril, luego se transfirié los sobres a un frasco con
hipoclorito de sodio 3% por espacio de 3min. Se enjuagaron con agua destilada
estéril hasta cinco veces. Se sacaron los nédulos de sus sobres, con una pinza
estéril y se colocaron en placas Petri estériles, agregandole una gota de agua
destilada estéril por nédulo. Luego con la ayuda de una bageta, se aplastaron lo
nédulos y el macerado se sembré en placas Petri con LMA (Agar-levadura-
Manitol) con rojo Congo por estrias. Las placas fueron llevadas a la incubadora a
28 °C de 2 a 4 dias.

Figura 9. Aislamiento de Rhizobium a partir del nédulo de frijol, técnica de
aislamiento propuesta por el Manual CIAT (1987)
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3.2.3 Aislamiento de Azotobacter

Las cepas de Azotobacter se obtuvieron a través de diluciones seriadas. Se siguio
el procedimiento de aislamiento publicado en el Manual de Bacteriologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, publicacion realizada por Le6n y col
(2017). El procedimiento consistié en pesar 10g de suelo agricola y se coloc6 en
90mLde la solucién salina al 0.80%, matraz de 200 mL de capacidad, ésta fue la
dilucion -1. Luego se homogeniz6 la mezcla de forma manual para luego realizar
la siguiente dilucion. A partir del matraz se agregd 1mL del mismo y se dispens6
en el siguiente tubo, que contenia 9mL de solucién salina. Esta fue la dilucion -2.
De la misma manera se procedié con la dilucion -3 y -4. Antes de finalizar se
agregd 0.1ml de cada tubo en la superficie del agar Winogradsky y expandir la
alicuota con la ayuda del asa Drigalsky, hacer giros a la derecha y a la izquierda
de la placa Petri. Finalmente se llevé a la incubadora todas las placas a 28°C y se

evaluaron las placas por 4 dias. (Figura 10).

C/tubo tiene 9mL
de solucién salina
0.80%

Dispensar 0.1mL
en la superficie del

& medio de cultivo

‘ Esparcir la alicuota

con la ayuda del
asa Dilgrasky por
extension

10g de suelo en
90mL de solucién
salina 0.80%

.p.

Placas con medio Winodgrasky

A B

Figura 10. Diluciones seriadas empleadas para el aislamiento de las cepas de
Azotobacter sp (a) Materiales utilizados en el aislamiento (b) Técnica de las
diluciones seriadas
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3.2.4 Tincion de Gram

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia utilizada por la Universidad San Ignacio de
Loyola(2017) con la modificacion de los tiempos propuestas en el Manual de
Bacteriologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos Leén y col (2017)
y las tinciones bacterianas realizadas en el Laboratorio de Bioprocesos
industriales.

FIJACION

TINCION: APLICACION DEL COLORANTE PRINCIPAL

APLICACION DEL DECOLORANTE

Agregar el decolorante alcohol-acetona (10-20s) y lavar con agua destilada

TINCION : APLICACION DEL COLORANTE SECUNDARIO

APLICACION DEL ACEITE DE INMERSION

OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO COMPUESTO

p
observar en el aumento de 4X hasta llegar al objetivo de 100X

Figura 11. Procedimiento a seguir para realizar la Tincion de Gram
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3.2.5 Tincion de flagelos

Esperar 10 min, esperar
que el colorante se
difunda hacia la muestra

Preparacion del medio
Leifon (Ver anexo 1)

Colocar una gota de
aceite de inmersion

Combinar la solucién A, B
y Cen un frasco y En los bordes colocar el

! Observar al microscopio
compuesto 4X, 10X, 40Xy

conservarlo en reactivo Leifson
100X

refrigeracion hasta su uso

En condiciones de
esterilidad colocar una Colocar un cubreobjeto
gota de la cepa bacteriana sobre la gota
en fresco

Figura 12. Procedimiento a seguir para realizar la Tincion de flagelos

En el procedimiento de tincién de flagelos, se debe considerar que el reactivo se
encuentre en refrigeracion para lo cual es necesario combinar las soluciones A, B
y C previamente. Luego de la preparacion de mismo, muy conveniente es el
colocar una pequefa cantidad de la muestra para luego realizar el proceso de
tincion. Este método tiene la ventaja de observar con mayor nitidez la muestra
objetivo. En los bordes de las células tenidas, con un aumento de 100X, se debe
apreciar los flagelos de las bacterias a analizar.

3.2.6 Preparacion de los inoculantes

Las cepas aisladas previamente y la cepa empleada como control E10
(Rhizobium) fueron empleados para la elaboracién de los inoculantes. El medio de
cultivo utilizado fue el medio “C (Caldo de nueva formulacion), el cual fue
preparado y esterilizado previamente en autoclave a 121°C por 30 min. Luego de
dispensar el medio en los frascos en condiciones de esterilidad, se inoculé cada
frasco de acuerdo a la informacién de la Cuadro 1.
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Luego de llevaron a incubar todos los frascos a 28°C por espacio de 48h en

agitacion. La formulacion del medio c, se aprecia en la seccidén anexos.

(a) (b) () (d)

Figura 13. Preparacion de los inoculantes(a) Cepa de Rhizobium aisl-1 (b)
Rhizobium mas Azotobacter (c) Rhizo E10 UNALM (d) Azotobacter

Cuadro 1. Cantidad de inéculo agregado a los frascos

Inoculantes Cantidad inoculada
Rhizobium aislado imL

Rhizobium + Azotobacter 0.5mL Rizo y 0.5 mL Azoto
Rizo E10 UNALM imL

Azotobacter imL
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3.2.7 Experimento en bandejas con semillas de caupi

El experimento se realizé en base a la Metodologia modificada propuesta por
el Manual de Zuniga (2013) para la aplicacién de bacterias promotoras de

crecimiento en semillas.

a) Seleccion de las semillas
Se seleccionaron semillas uniformes de caupi, se contabilizaron 50 semillas
para cada tratamiento, estas semillas fueron colocadas en bolsas pequefias
rotuladas para cada tratamiento.

b) Desinfeccion de las semillas
Las semillas fueron colocadas en frascos estériles, rotulados con los
tratamientos. En los mismos recipientes se agregé lejia 2% por espacio de
tres minutos con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de carga
microbiana presente en las semillas. Luego de transcurrido ese tiempo se
procedid a lavar las semillas de 3 a 5 veces con agua estéril.

¢) Imbibicion de las semillas
Luego de la desinfeccidon se procedid a realizar la imbibicion de las semillas
en los respectivos frascos con el medio formulado con los diversos
tratamientos sefialados en el cuadro y se incluyé un tratamiento con agua y

uno con nitrato de potasio al 0.1%. El tiempo de imbibicién fue de 40 min.

d) Siembra de las semillas en las bandejas

Las semillas se sembraron en las bandejas con la ayuda de pinzas
estériles. Se colocaron en forma ordenada 10 semillas de largo por 5
semillas de ancho. La distancia inicial de las semillas fue de 3 cm de largo
entre semillas y dos centimetros entre una fila de semillas y la siguiente.
Finalmente, se realiz6 el seguimiento de las semillas a las 48h y 72h
después.
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3.2.8 Experimento en invernadero con semillas de caupi

Etapa 1. Adquisicion del suelo agricola

Se utilizé suelo agricola, el cual fue pesado y se colocé 1,100Kg de suelo para
cada una de las macetas de caupi. El pH del suelo fue de 5.5.

Etapa 2. Elaboracion del invernadero

El invernadero fue elaborado con trozos de madera comprimida y listones de
madera para generar un soporte adecuado para las macetas. Ademas se le colocé
una malla protectora de insectos en la parte posterior del invernadero.

Etapa 3. Pre-germinacion de las semillas

Se realiz6 la pre-germinacion de las semillas en bandejas de pléstico, se
colocaron semillas de caupi en bandejas. Se colocaron aproximadamente 20
semillas por bandeja sobre la superficie de papel toalla humedecido con agua.
Luego de un periodo de 48h se eligieron las semillas con mayor crecimiento

radicular, aproximadamente de 3 mm.

Etapa 4. Siembra de las semillas en las macetas

Las semillas pre-germinadas fueron colocadas en suelo franco arenoso, el cual
estaba dispuesto en macetas, la siembra se realizé durante la manana. La
siembra se realiz6 colocando tres semillas por maceta, con la ayuda de una pinza
desinfectada. Luego se procedié a rotular cada una de las macetas con el

tratamiento correspondiente.
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Etapa 5. Inoculacion e colocacidon de macetas en el invernadero

En el laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, los inoculantes contenidos en frascos ambar, con 100mL fueron
dispensados a frascos de centrifuga estériles, 30mL en cada frasco. Estos ultimos
frascos fueron transportados al invernadero el dia de la inoculacion. Se inoculd
1mL en cada planta de frijol caupi. La inoculacion se realizé con la ayuda de
pipetas estériles. Ademas, se prepard una solucién de nitrato de potasio KNOs
(0.1%) el cual fue utilizado como control y fuente nitrogenada para las plantulas.
De la misma manera se empled6 solo un tratamiento con agua. Todas las plantulas
fueron regadas cada cinco dias.

Etapa 6. Evaluacion final de las plantulas en invernadero

Se evalud la longitud de la parte aérea a los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias. Las
evaluaciones de la longitud de la parte aérea se realizaron con la ayuda de una
una huincha. Se procedié de forma similar en las siguientes evaluaciones con la
longitud de la parte area. Ademas, se registrd la temperatura del ambiente en el

invernadero en cada evaluacién realizada.

Luego de 32 dias de crecimiento en el invernadero, se evaluaron los parametros
del Cuadro 2. Asi mismo, se evalud las dimensiones de las hojas midiendo las
distancias de largo y ancho de las hojas. El tallo fue evaluado con la ayuda del
vernier( un material de metal) que fue de apoyo para hallar el grosor del tallo.
Luego de ello fueron llevados al horno a 70°C por 48h, se determiné el peso seco,

con la ayuda de una balanza analitica.

Cuadro 2. Parametros a evaluar en ensayo con plantas de caupi

Unidad
Longitud de parte aérea cm
Longitud de raiz cm
Peso fresco de parte aérea ¢
Peso seco de raiz g
Numeros u
Grosor del tallo mm
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3.2.9 Experimento en bandejas con semillas de tarwi (Lupinus mutabilis)

Las semillas fueron desinfectadas siguiendo los mismos procedimientos utilizados
para las semillas de caupi. Se colocaron durante 3 min las semillas en una
solucién de lejia 2%. Luego de lavaron con agua destilada por cuatro veces con la
finalidad de eliminar todos los restos de lejia. Finalmente, se colocaron cada una

de las semillas en un espacio de diez semillas por cinco.

3.2.10 Experimento en invernadero con semillas de tarwi

La metodologia a seguir fue similar a la metodologia realizada para el cultivo de
caupi. Sin embargo, se tuvo en consideracion algunas modificaciones. Por
ejemplo, se emple6é 35 min de imbibicion de las semillas. El suelo ideal para el
cultivo es franco arenoso. El cual permite un mejor desarrollo de las plantulas. La
temperatura para el secado en la estufa fue de 65°C, debido a que sus hojas son
mas susceptibles al secado. El suelo tenia un pH de 6.5 y la temperatura de
crecimiento oscilaba entre 20-25°C.

3.2.11. Diseino Experimental

Se utilizé un disefo en blogues completos al azar con seis tratamientos y seis
repeticiones por tratamiento, en los ensayos de germinacion el laboratorio, segun
lo siguiente:

¢ Rizo aisl-1, inoculante de Rhizobium sp aislado

e Rizo E10, inoculante comercial de Rhizobium sp

e Azotobacter, inoculante bacteriano aislado

¢ Rizo aisl-1 + Azoto, consorcio bacteriano de Rhizobium y Azotobacter

e Agua, grupo control

¢ N+, solucién de nitrato de amonio 0.1%
En los ensayos en invernadero, se asignaron los mismos grupos y se incluy6 un
grupo adicional constituido por el tratamiento conformado por el consorcio

conformado por Rizo E10 + Azoto.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de las plantulas muestreadas

Los resultados del muestreo de plantulas se aprecian en la siguiente Cuadro
1. La apariencia de los nédulos en las plantulas de frijol se aprecia en la Figura
15. Esta experiencia fue realizada con la finalidad de obtener cepas de
Rhizobium a partir de los nédulos.

Cuadro 1. Evaluacion de las plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Longitud Peso Peso Nimerode Peso Peso Nédulos  Didmetro
de raiz frescode  fresco de trifolios secode seco del
hojas (g)  raiz(g) raiz de nodulo
hojas
Planta1 | 11cm 16.55 1.68 5 0.5 4 Imm
Planta 2 | 8 cm 6 0.68 4 0.21 1 3mm
2 2mm

Planta 3 | 8 cm 11.83 1 4 0.26 0 0

Figura 14. Campos de experimentales de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Agraria La Molina (UNALM)
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4.2. Caracterizacion de las cepas de Rhizobium

Cepas Rhizobium aisladas de nodulos

Luego de realizar el aislamiento, se evaluaron las caracteristicas macroscopicas
de las cepas en su medio de cultivo Levadura- Manitol-Agar (LMA). Se evaluaron
las siguientes caracteristicas tipicas de las colonias: textura, elevacion, color,
consistencia. Las cepas eran rosadas, cremosas y de consistencia ligosa,
caracteristicas tipicas de las bacterias Rhizobium. La ligosidad de evalud en
condiciones de esterilidad al tocar con el asa de Kolle una colonia representativa
de la placa. Todas las caracteristicas morfolégicas de las colonias se resumen en
la Cuadro 2. Para los siguientes ensayos se selecciond la cepa con el codigo
21GR, la cual provenia de un nédulo de 4 mm de didmetro. Esta cepa fue luego

catalogada como Rizo aisl-1.

Figura 15. Observaciéon macroscopica de la colonias de Rhizobium sp 21GR en el
Medio de cultivo LMA (Levadura-Manitol-Agar) a la 48h
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Cuadro 2. Caracteristicas de las colonias de rizobios aislados en levadura-

manitol-agar (LMA) a las 24h y 48h

CcoD Crecimiento Caracteristicas de las colonias alas 24 h
Diametro Apariencia  Color Forma Borde Textura  Elevacion
1A1 Escaso 2 mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
1A2 Escaso 1.1 mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
1A3 Escaso 0.1 mm opaca rosada redonda entero cremosa Convexa
1B1 Escaso 0.1 mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
21GR Regular 2 mm opaca rosada redonda entero cremosa  Convexa
21GR(r) Escaso <0.1 mm opaca rosada redonda entero cremosa  Convexa
21ch No hubo - - - - - -
crecimiento
2 (ad) No hubo - - - - - - -
crecimiento
cobD Crecimiento Crecimiento de las colonias a las 48h
1A1 Regular 4 mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
1A2 Regular 2mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
1A3 Regular 2.5mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
1A4 Regular 3mm opaca rosada Redonda entera cremosa convexa
1B1 Regular 3 mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
21GR Regular 2mm opaca rosada redonda entero cremosa convexa
21GR(r) Escaso Muy opaca rosada redonda entero cremosa convexa
pequefas
<l mm
21ch No hubo - - - - - -
crecimiento
2 (ad) No hubo - - - - - - -
crecimiento
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Cepas Rhizobium E10

En el presente estudio se evaluaron las caracteristicas macroscopicas de la
cepa E10, a través de la observacion de las cualidades de las colonias en el
medio de cultivo Levadura- Manitol-Agar (LMA). Las caracteristicas resaltantes
de la cepa fue su color rosado caracteristico, colonias redondas con abundante
mucosidad (Fig. 3). Ademas de desarrollarse a las 48°C en Agar Levadura-
Manitol Agar (Cuadro 3). En la tesis de Gonzales (2013), se describe las
caracteristicas de la cepa E10, se menciona que la cepa tiene un efecto positivo
en las plantas de frijol var “canario centenario” en condiciones de laboratorio.
Ademas, se evalué las cualidades como promotor de crecimiento vegetal de la
cepa E10 y otras cepas de Rhizobium, también se demostr6 que es una cepa
que produce AIA y es cepa solubilizadora de fosfato con halos de 2 mm. Esta
cepa fue conservada en refrigeracion luego de la siembra en este medio, para lo
cual se sembrd en agar LMA inclinado por duplicado para realizar las pruebas
siguientes.

Figura 16. Colonias de Rhizobium sp (E10) en LMA (Levadura-Manitol-Agar) luego
de 48h de crecimiento
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4.3 Caracterizacion de las cepas de Azotobacter sp
Luego de la incubacién a 24h a 28°C, se evaluaron las colonias desarrolladas

en el medio Winogradsky. En las placas de la dilucion -4, se apreciaron mas
colonias diferenciadas y aisladas. En la dilucién -1, se observaron colonias
mas conglomeradas, en la dilucién -2 y -3 se apreciaron colonias mas
separadas. Sin embargo la dilucién -4 se apreciaron mas colonias separadas.
En la Fig 18 se aprecia las caracteristicas de las colonias aisladas en el medio
Winogradsky, segunda siembra. La siembra se realiz6 por la técnica de las
estrias, se tomd una asada de las placas iniciales y se sembro en la superficie
del agar. Las colonias tipicas de Azotobacter eran traslicidas y poco mucosas
en el medio Winogradsky, no presentan ligosidad y aparecian al 3er dia en la
placa. La temperatura de incubacién de 28-30°C y el tiempo de incubacion de
mayor a 3 dias son dos condiciones que se considerd para su crecimiento.
Los resultados de la caracterizacién morfolégica se resumen en la Cuadro 3.

—_—

Figura 17. Colonias caracteristicas de Azotobacter en

el medio de cultivo Winogradsky
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Cuadro 3. Caracteristicas de las colonias aisladas en medio Winogradsky a las

24 h, 48 hy 72h

Dilucion
cob Caracteristicas de las colonias alas 24 h

Diametro Apariencia Color Forma Borde Textura Elevacion
WA1 -1 0.5mm Opaca Blanca redonda entero Cremosa convexa
WA2 -1 0.1mm Opaca Blanca redonda entero Cremosa convexa
WA1 -2 0.1mm Opaca Blanca redonda entero Cremosa Convexa
WA2 -2 0.5mm Opaca Blanca redonda entero Cremosa convexa
WA3 -3 0.2mm Opaca Blanca redonda entero Cremosa Convexa
WA3 -3 0.5mm opaca Blanca redonda entero Cremosa Convexa

coD Crecimiento de las colonias a las 48h

WA1 -1 0.2mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa
WA21 -1 0.1mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa
WA12 -2 1mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa
WA22 -2 2mm opaca blanca Redonda entera cremosa convexa
WA31A -2 0.1mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa
WA2A2 -2 0.2mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa
WA3A2 -2 2mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa

WA4D -2 2mm traslucida blanca redonda entera acuosa plana
WA1 -3 2mm traslucida blanca redonda entero cremosa convexa
WA2 -3 2mm traslucida atornazolada redonda entero acuosa convexa

WA3 -3 2.5mm traslucida atornazolada redonda entero acuosa plana
WA4 -3 2mm opaca blanca Redonda entero cremosa convexa
WA4 -3 0.1mm opaca blanca redonda entera cremosa convexa
WA1 -4 3mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa
WA2 -4 2mm opaca blanca redonda entero cremosa convexa

WA3 -4 0.1mm opaca blanca redonda entero cremosa plana

WA4 -4 0.3mm opaca atornazolada redonda entera cremosa plana

Crecimiento de las colonias a las 72h**

Azoto2(a) -4 1.5mm traslucida transparente entero cremosa convexa entero
Azoto2(b) -4 3mm traslucida transparente entero cremosa convexa entero
Azotol -3 2.5mm traslucida transparente entero cremosa convexa entero

**Estas colonias aparecieron a los tres dias
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4. 4 Observacion de las células por medio de la Tincion de GRAM
Al finalizar el procedimiento de Tincién de Gram, se realizaron observaciones

en el microscopio compuesto. Las células de Rhizobium, cepas aisladas y
comercial, se caracterizaron por ser bacilos cortos Gram negativos. Los

resultados de la tincion se observan en la Cuadro 5y 6.

Cuadro 5. Tincion de Gram de la cepa: RIZO AISL1.

Caracteristicas Observacion microscopica
Cepa aislada CODIGO RIZO T
AISL1. : 5
Tiempo de incubacién  48h .
Color Rojo
Morfologia cocos y  bacilos
cortos
Cantidad abundantes
Aumento 100X

Tipo de bacteria
Gram negativa

Cuadro 6. Tincion de Gram de la cepa: Rhizobium E10

Caracteristicas Observacion microscopica
Cepa aislada CODIGO RIZO E10
Tiempo de incubacion 48h
Color Rojo
Morfologia Bacilos cortos
Cantidad abundantes
Aumento 100X
Tipo de bacteria Gram negativa
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Las células de Azotobacter, provenientes de las colonias traslucidas eran bacilos
largos Gram negativos y no se apreciaron contaminantes. Por este motivo, las

cepas fueron conservadas en agar Winogradsky inclinado.

Cuadro 7. Tincion de Gram de la cepa: Azotobacter

Caracteristicas Observacidon microscdpica

Cepa aislada Azotobacter

Tiempo de incubaciéon ~ 48h

Color Rojo
Morfologia Bacilos largos
Cantidad abundantes
Aumento 100X

Tipo de bacteria Gram negativa

4. 5 Resultado de la tincion de flagelos con el reactivo Leifson
Se colocd una pequefia muestra del cultivo de Azotobacter liquido en un

portaobjeto. Luego de ello se colocé un cubreobjeto sobre la superficie de la
muestra. Se agrego el colorante Leifson alrededor del cubreobjeto con la finalidad
de que el colorante ingrese al interior de la muestra por capilaridad. Por este
motivo se dejé reposar por espacio de 10 min el colorante. Luego de concluido ese
tiempo se procedié la observacién microscopica, se comenzd con el objetivo que
tenia un aumento de 4X, luego el de 10X, 40X y 100X. En este ultimo aumento

se logr6 apreciar los detalles de las células con mas definicién y nitidez.
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Cuadro 8. Tincidn con el Reactivo Leifson cepa: Azotobacter

Caracteristicas Observacion microscopica
Cepa aislada Azotobacter
Tiempo de 48h
incubacidn
Color Morado
Morfologia Bacilos largos
Cantidad abundantes
Aumento 100X

Tipo de bacteria  Gram negativa

4.6 Evaluacion de la germinacion de las semillas de caupi

La germinacién de las semillas se evalud a las 48h y 72h después de colocarlas
en las bandejas. La temperatura del ambiente fluctuaba entre 20 a 21 °C durante
la noche y 18-19°C durante el dia. Se realizaron riegos con agua destilada cada 3
dias, en condiciones de esterilidad. Al finalizar el experimento se evalu6 la materia
fresca y seca de cada tratamiento evaluado. El resultado mas importante fueron
las semillas tratadas con la cepa Azotobacter, el cual obtuvo un 80% de
germinacién a los 2 dias se sembrarlo superior al agua, con un 66% de
germinacién. Todo se contrastd con los resultados estadisticos y gréaficas
comparativas. El tratamiento que también tuvo un buen porcentaje fue el de la
interaccién Rizo E10, 78% de germinacion, mayor al agua (control) 66%. (Cuadro
9 y Figura 18). Asi mismo, se realizd un experimento complementario en las
bandejas. El cual consisti6 en cambiar las condiciones de imbibicién con la
finalidad de determinar si esta variable pudo influenciar en los resultados
obtenidos. En la evaluacién se emplearon las cepas de Azotobacter y de la
coinoculacion Azotobacter-Rhizobium con 30 min y 40 min de imbibiciéon. Los

resultados se aprecian en la siguiente Cuadro 10 y figura 19.
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Cuadro 9. Experimento en bandejas con semillas de frijol caupi luego a las
48h de crecimiento en el Laboratorio

Tratamientos Numero de semillas  Porcentaje de Velocidad de germinacion
germinadas germinacion (N° semillas germinadas/ dias)
RIZO AlS-1 38 76% 19 semillas/d
RIZO E10 39 78% 19 semillas/d
Azotobacter 40 80% 20 semillas/d
Rizo ais-1+ Azoto 34 68% 17 semillas/d
AGUA 33 66% 16 semillas/d
N+ 43 86% 21 semillas/d
50 100%
45 90%
40 80%
35 70%
30 60%
25 50%
20 40%
15 30%
10 20%
5 10%
0 0%
RIZO AIS-1 RIZO E10 Azotobacter Rizo ais-1+ AGUA N+
Azoto
mmmm NUumero de semillas germinadas == Porcentaje de germinacion

Figura 18. Grafico comparativo del efecto de las cepas en la germinacion de
caupi luego a las 48h de crecimiento
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Cuadro 10. Experimento en bandejas con semillas de frijol

experimento con tiempos de imbibicion diferentes a las 48h

Tratamientos Niumero de Porcentaje de Velocidad de germinacién
semillas germinacion (N° de semillas /dia)
germinadas

Azotobacter 40’ 38 76% 19

Azotobacter 30" 40 80% 20

Azoto+ Rizo (40’) 30 60% 15

Azoto+ Rizo (30°) 35 70% 17

AGUA 33 66% 16

N+ 29 58% 14

45 90%
40 80%
35 70%
30 60%
25 50%
20 40%
15 30%
10 20%
5 10%
0 0%

Azotobacter Azotobacter Azoto+ Rizo Azoto+ Rizo

40 30° (40)

mmm Nimero de semillas germinadas

(30

AGUA

N+

== Porcentaje de germinacion

caupi,

Figura 19. Grafico comparativo del efecto de las cepas en la germinacion de

caupi luego a las 48h de crecimiento con tiempos diferentes
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Cuadro 11. Resultados de la evaluacion de las semillas de frijol caupi,
porcentaje de germinacion a las 48h y la biomasa fresca y seca a los 18 dias
de evaluacion

Tratamientos Numero de Porcentaje de Biomasa Biomasa
semillas germinacion 48h fresca( g) seca( g)
germinadas 18 dias 18 dias

Rizo ais-1 38 76% 42 5.54

Rizo E10 39 78% 46 6.48

Azotobacter 40 80% 36 6.105

Rizo ais-1+ Azoto 34 68% 31 4.96

AGUA 33 66% 37 6.26

N+ 43 86% 45 6.90

e ——————

T —

Azotobacter

—_—
—_—

Rizo ais-1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

M Biomasa seca( g) 18 dias M Biomasa Fresca( g) 18 dias

B Porcentaje de germinacion 48h (%) B Numero de semillas germinadas

Figura 20. Grafico comparativo de la biomasa fresca y seca, numero de
semillas germinadas y el porcentaje de germinaciéon de frijol caupi
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Cuadro 12. Resultados del porcentaje de germinacion y la biomasa fresca y
seca de frijol caupi a los 18 dias de evaluacion

Numero de Porcentaje de Biomasa Biomasa

semillas germinacion 48h Fresca( g) seca( g)

germinadas 18 dias 18 dias
Azotobacter 40’ 38 76% 37.31 6.363
Azotobacter 30° 40 80% 41.38 6.223
Azoto+ Rizo (40’) 30 60% 38.39 6.076
Azoto+ Rizo (30°) 35 70% 48.81 4.836
AGUA 33 66% 21.24 4,103
N+ 29 58% 42.79 4.813

N+

AGUA

Azoto+ Rizo (307)

Azoto+ Rizo (40’)

Azotobacter 30°

Azotobacter 40’

i

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Biomasa seca( g) 18 dias M Biomasa Fresca( g) 18 dias

M Porcentaje de germinacion 48h (%) B Numero de semillas germinadas

Figura 21. Grafico comparativo de la biomasa fresca y seca, numero de
semillas germinadas y el porcentaje de germinacion de frijol caupi a los 18
dias de crecimiento
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4.7. Evaluacion de la presencia de hongos en bandejas
Se evalué la presencia de hongos en las bandejas, en especial en las

bandejas con el tratamiento agua, la evaluacidén microscopica consistio en
agregar una pequena muestra de micelio en un portaobjeto limpio y
desinfectado previamente con alcohol. Se coloc6 en la muestra una gota de
azul de lactofenol. Seguidamente se colocé un cubreobjetos y se limpi6 el
exceso de colorante. Finalmente se visualizd la presencia de hongos, su
morfologia y se logré la identificacion de los mismos. En el primer experimento
con bandejas de frijol caupi, se observé la presencia del hongo Alternaria sp y
macroconidias (Fig.22). Los hongos mas frecuentes fueron hongos
ambientales Penicillium sp, Rizopus sp en el segundo experimento con

bandejas.

Figura 22. Visualizacion microscépica de hongos ambientales en bandejas
(a) conidias de Alternaria (b) microconidias de hongos filamentos (c)
conidias de Penicillum (c) esporangios de Rhizopus
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4.8 Resultados del experimento de caupi en invernadero
Las plantulas de caupi fueron evaluadas cada cinco dias de instalado el

experimento. Se realizaron evaluaciones a los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias, en la
Cuadro 13, se registran todas las evaluaciones periédicas realizadas de la

longitud de la parte aérea.

a) Evaluacion a los cinco y diez dias.- A los cinco dias, las plantas se
adaptaron al nuevo sustrato. La temperatura ambiental fue de 14°C, con
elevada humedad. Sin embargo no se apreciaron signos de enfermedades
fungicas en ninguno de los tratamientos. Se aprecié solo en dos macetas, en
la maceta tratada solo con agua, se aprecié la presencia de hongos en las
semillas y también en la maceta a la cual se le aplico N+ (KNOs 0.1%). Luego
de diez dias, las plantulas fueron evaluadas nuevamente. En ellas se aprecio
un color mas uniforme. No se apreciaron signos de enfermedad fungica o viral

en las plantulas.

b) Evaluacién a los quince dias.- A los quince dias de instalado el experimento
apreciar en base a la observacion que las plantas inoculadas con un solo
inoculante, tuvieron una mejor follaje que las plantas a la cual se le aplicé el
Nitrato de potasio KNOs (N+) y también con respecto al agua. No se apreciaron
signos de enfermedad en las plantas inoculadas. Sin embargo, si se observo
presencia de hongos en las plantulas que solo fueron tratadas con agua. En la
figura 10, se aprecia la comparacién de la cepa Rizo ais-1 con respecto al agua
y al N+.

c) Evaluacion final de las plantulas

Se obtuvieron 111 plantas en total, de todos lo siete tratamientos. Las plantas
fueron colocadas en sobres de papel blanco, rotulados previamente.
Seguidamente se enviaron las muestras a la Universidad San Ignacio de
Loyola, lugar donde se pesaron y donde se realiz6 el secado de este grupo de
plantas a 70°C luego de 48h en la estufa.
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Se realiz6 el peso seco de la parte area ( hojas y tallo) y peso seco de raices.
Todos los resultados de las evaluaciones de peso de las plantas se aprecian en
Anexos (VIII), cuadro 3.

Figura 23. Experimento en macetas, aplicacion de tres tratamientos (Rizo
E10, N+ y Agua), de izquierda a derecha, luego de quince dias en el
invernadero.

d) Evaluacion comparativa de los resultados

El primer resultado a comparar fue la longitud de la parte aérea a través del
tiempo. Esta variable fue analizada con programa el Excel, el registro de los
datos, las graficas y fotos comparativas a través del tiempo se aprecian a
continuacion.

Cuadro 13. Longitud de la parte aérea de las plantulas de frijol caupi (Vigna
ungiculata)

Evaluacidn periddica de la longitud de la parte aérea (cm)
Tratamientos

5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
RIZO AIS-1 2.6 11.13 10.84 12.21 14.26 14.93
RIZO E10 1.43 7.47 10.05 11.56 12.31 13.51
AZOT 1.88 8.44 11.33 12.35 14.10 15.36
RIZO E10+AZOT 1.56 8.49 9.86 10.83 11.84 12.49
RIZO AISL-1.+ AZOTO 1.51 6.85 9.62 11.22 12.52 13.17
AGUA 1.77 8.10 9.93 11.45 12.33 13.02
N+ 1.79 7.63 9.33 11.41 13.60 14.35
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Figura 24. Plantulas de frijol caupi luego de quince dias en invernadero
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Figura 25. Grafica comparativa de la longitud de la parte aérea con respecto

al tiempo de las plantulas del cultivo de caupi.
En la grafica 25, se aprecia la evolucion del crecimiento de las plantas con el
tratamiento Rizo Ais-1 entre los dias 5y 10, con un cambio de longitud de parte
aérea de 8.53 cm mas en el dia 10 con respecto al dia 5; este fue el mayor valor
con respecto a los demas tratamientos. En relacion a la cepa Azotobacter, entre
los dias 5 y 15, hubo un incremento de 9.42 cm mas el dia 15 con respecto a la
dia 5, también superior a los demas tratamientos.
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Asi mismo se observa que al finalizar el experimento, el mayor LPA promedio fue
de las plantulas inoculadas con Azotobacter.

[ S S TG Y
O N b OO

LONGITUD DE LA PARTE AEREA (CM)

8

6

4

2 7

0
5 DIAS 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
e R|ZO AISL. e R|ZO E10 AZOT
e R|Z0 E10+AZOT RIZO AISL.+ AZOTO AGUA

N+

Figura 26. Grafica comparativa de la evolucién de la longitud de la parte aérea
(LPA) con respecto al tiempo de las plantulas del cultivo de caupi.

e) Andlisis estadistico en SPSS y en Statgrafics Centurion del ensayo en

macetas de caupi a los 30 dias de crecimiento

Al realizar la evaluacién estadistica en SPSS a los treinta dias, resultados de la
seccién Anexo lll, Seccion 5, observamos la estadistica descriptiva de todos los
parametros analizados en las plantas, el promedio obtenido de las seis
repeticiones. Los parametros fueron la longitud de la parte aérea y radicular, el
peso fresco y seco de la parte aérea y de la raiz. Finalmente también se registra el
grosor del tallo y la materia fresca final en promedio de cada tratamiento. Para el
caso de la longitud de la parte aérea, el mayor valor promedio fue el tratamiento
solo con Azotobacter, el cual fue de 15.922 cm, mayor al tratamiento solo con
agua 14.1500 cm (control) y solo con N+ (nitrato de potasio), 14. 9361cm. La
mayor longitud de raiz promedio fue de la tratamiento en consorcio (Rizo E10 +
Azoto) con un valor de 7.2722 cm, seguido del tratamiento solo con Rizo aisl-1,
con un valor de 7.1722cm estos valores fueron mayores al N+ cuyo valor
promedio fue de 6.5528 cm. Sin embargo se asemejaban al tratamiento solo con

agua con 7.0194cm de raiz.
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Al realizar la evaluacion del peso fresco de la parte aérea (PFPA). El tratamiento
solo con Azotobacter tuvo el mayor PFPA, 1.9072g. Este ultimo valor fue superior
al del agua 1.5567g (control) y al tratamiento solo con nitrdgeno o N+, 1.4783g. Al
evaluar el peso fresco de la raiz (PFR), los mayores valores fueron el tratamiento
consorcio bacteriano (Rizo E10+Azoto), consorcio (Rizo ais-1+ Azoto) y el
tratamiento solo con Rizo E10, los valores fueron 0.3483g, 0.3211, y 0.3147¢g
respectivamente. Todos estos valores fueron superiores al agua 0.2922g y en el
N+ 0.2665g.

Al analizar el peso seco de la parte aérea (PSPA), el tratamiento solo con Rizo
aisl-1 y solo con Rizo E10 tuvieron mayor PSPA, 0.18178g y 1.9533¢g
respectivamente. La cepa Rizo E10 tuvo un mayor PSPA con respecto al agua
con 0.16325g y al N+ 0.18604g. Asi mismo, se evalud el peso seco de la raiz
(PSR) los tratamientos con mayor valor de PSR fue el consorcio (Rizo aisl-1+
Azoto), seguido del consorcio (Rizo E10+Azoto), los cuales tuvieron un PSR
promedio de 0.3494g y 0.29209g respectivamente. Ambos valor fueron superiores
al PSR de los tratamientos con agua, 0.2219g y del tratamiento N+ 0.2668.

En la evaluacidon del grosor del tallo y la biomasa fresca, las plantas tratadas con
solo Rizo E10, el consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto) y el consorcio (Rizo E10+ Azoto)
tuvieron un mayor grosor de tallo promedio, 2.5cm, 2.39 cm y 2.37 cm
respectivamente; en comparacién con el agua 2.05cm y el N+ 2.28cm de
grosor de tallo. Asi mismo, la biomasa fresca los mayor valores promedio fueron
del tratamiento solo con Rizo E10, solo con Rizo aisl-1 y el consorcio (Rizo aisl-1+
Azoto) con 6.4120g, 6.2102g, y 6.1500g respectivamente. Todos los valores
superiores al agua 5.0267g y al N+ 3.7081g. Luego se procedido analizar la
distribucién normal de los datos, para este propdsito se aplica la prueba
estadistica tanto en Kolmogorov-Smirnov, el valor de significancia fue mayor a
0.05 (p>0.05).
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Al analizar el valor de significancia, vemos que el valor es superior a 0.05 para
todos los parametros analizados. Por este motivo aceptamos la normalidad de los
datos de cada tratamiento. Al realizar el analisis de varianza (ANOVA) entre todos
los tratamientos, para ver si hay diferencias significativas en los resultados. Se
aprecia que el valor de la significancia o p valor es mayor a 0.05. Por este motivo
aceptamos la hipétesis que no hay diferencias significativas. Sin embargo, al
realizar el analisis de rangos multiples de Fisher podemos apreciar que en algunos
casos si existen diferencias significativas de los tratamientos a los 30 dias de

evaluacién con un 95% de confianza (a =0.05).

Luego al realizar la prueba de Rangos multiples, de diferencias minimas
significativas de Fisher (LSD), con un nivel de confianza del 95%, observamos que
en la longitud de parte aérea hubo diferencias significativas entre las plantas
tratadas con Azotobacter y las plantas tratadas con el consorcio (Rizo ais-1+
Azoto); entre Azotobacter y el consorcio (Rizo E10+Azoto). Ademas, se aprecid
que hubo diferencias significativas en el peso seco de raiz, entre el tratamiento
consorcio (Rizo aisl-1+Azoto) y el tratamiento solo con agua. Se aprecid
diferencias significativas entre en la biomasa fresca entre el tratamiento con Rizo
ais-1y el N+ (KNO3 0.1%), entre el tratamiento con Rizo E10 y el N+. Finalmente
entre el tratamiento consorcio (Rizo Ais-1+ Azoto) y el N+ (Ver Anexos Ill, Seccion
V).

f) Analisis de las correlaciones de las variables analizadas

Al realizar el andlisis de las correlaciones en SPSS, se apreci6 que habia
correlacién significativa entre la longitud de raiz y la longitud de la parte area.
Ademas, se aprecian diferencias significativas entre el peso fresco de la raiz con
la longitud de raiz. Asi mismo, se aprecian correlaciones significativas entre el
peso seco de raiz con la longitud de raiz, peso fresco de raiz y con el peso seco
de la parte aérea. Finalmente se apreciaron correlaciones significativas entre el
grosor del tallo con la longitud de la parte aérea, con la longitud de raiz, con el
peso seco de la parte aérea y con el peso seco de raiz, con un nivel de confianza
del 95%( p<0.05).
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Cuadro 14. Correlaciones entre las variables analizadas en frijol caupi, luego de 30 dias de evaluacion

Correlaciones

LPA LR PFPA PFR PSPA PSR GR.TALLO
LPA Correlacién de Pearson 1 ,344° -,265 ,019 ,273 ,060 342
Sig. (bilateral) ,028 ,093 ,904 ,084 ,712 ,029
N 41 41 41 41 41 41 41
LR Correlacion de Pearson ,344° 1 -,325 ,404™ ,286 312" ,398"
Sig. (bilateral) ,028 ,038 ,009 ,070 ,047 ,010
N 41 41 41 41 41 41 41
PFPA Correlacién de Pearson -,265 -,325 1 ,068 -,281 ,122 -,067
Sig. (bilateral) ,093 ,038 ,675 ,075 ,446 ,678
N 41 41 41 41 41 41 41
PFR Correlacion de Pearson ,019 ,404™ ,068 1 ,263 536"~ ,231
Sig. (bilateral) ,904 ,009 ,675 ,097 ,000 ,147
N 41 41 41 41 41 41 41
PSPA Correlacion de Pearson ,273 ,286 -,281 ,263 1 ,409™ ,443™
Sig. (bilateral) ,084 ,070 ,075 ,097 ,008 ,004
N 41 41 41 41 41 41 41
PSR Correlacion de Pearson ,060 312 ,122 ,536" ,409™ 1 426"
Sig. (bilateral) ,712 ,047 ,446 ,000 ,008 ,005
N 41 41 41 41 41 41 41
GR.TALLO Correlacién de Pearson , 342" ,398" -,067 ,231 ,443" ,426" 1
Sig. (bilateral) ,029 ,010 ,678 ,147 ,004 ,005
N 41 41 41 41 41 41 41

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
**. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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4.9 Evaluacion de la germinacion de las semillas de tarwi en el laboratorio

a) Evaluacion durante a las 48h y 72h

En la prueba de germinacién el tratamiento con solo Azotobacter tuvo el mayor
porcentaje de germinacién, 52% que el tratamiento con solo agua 36% y al
tratamiento solo con nitrégeno (N+) 34%. El tratamiento siguiente, con mayor
porcentaje, fue el del consorcio (Rizo ais-1+Azoto) con 40% de germinacion,
mayor al tratamiento con solo agua 36% y al N+ 34%. Ademas, durante el
transcurso de la experiencia, tuvieron un buen crecimiento radicular. En los

siguientes cuadros y graficos se aprecian estos resultados.

Cuadro 15. Experimento en bandejas con semillas de tarwi luego a las 48h
de crecimiento en el Laboratorio

Numero de Porcentaje de Velocidad de
semillas germinacion germinacion
germinadas (N° semillas
germinadas/
dias)
RIZO AlS-1 12 24% 6
RIZO E10 12 24% 6
Azotobacter 26 52% 13
Rizo ais-1+ Azoto 20 40% 10
AGUA 18 36% 9
N+ 17 34% 8.5
30 60%
25 50%
20 40%
15 30%
10 20%
5 10%
0 0%
RIZO AIS-1 RIZO E10Azotoba&ieo ais-1+ AzotAAGUA N+

mmmm Nimero de semillas germinadas === Porcentaje de germinacion

Figura 27. Grafico comparativo del efecto de las cepas en la germinacion de
semillas de tarwi luego a las 48h
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Cuadro 16. Resultados de la evaluacion de las semillas de tarwi integracion
de los resultados a las 48h, 72h y a los 20 dias de crecimiento

Numerode Porcentajede Numero de Porcentaje Biomasa Biomasa

Tratamiento semillas germinacion semillas de Fresca(g) seca(g)
germinadas 48h germinadas  germinacion 20 dias 20 dias
48h 72h 72h
Rizo ais-1 12 24% 25 50 87.16 9.0860
Rizo E10 12 24% 16 32 80.50 8.5500
Azotobacter 26 52% 35 70 72.58 8.0685
Rizo ais-1+ Azoto 20 40% 27 54 84.68 7.3346
AGUA 18 36% 21 42 74.18 7.4808
N+ 17 34% 24 48 83.30 4.2973
100
90
80
70
60
50
40
30
20
o | 110 I ” |
. [
Rizo ais-1 Rizo E10 Azotobacter  Rizo ais-1+ AGUA
Azoto

B Numero de semillas germinadas 48h B Porcentaje de germinacién 48h
B Numero de semillas germinadas 72h B Porcentaje de germinacion 72h

M Biomasa fresca( g) 18 dias W Biomasa seca( g) 18 dias

Figura 28. Grafico comparativo del crecimiento de semillas de tarwi a
las 48h, 72h y 20 dias de crecimiento
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En la figura 28 podemos apreciar en la grafica que a las 72h, a los tres dias, el
tratamiento con Azotobacter se mantuvo elevado porcentaje de germinacion,
70%, superior a todos los demas tratamientos. Ademas, en la evaluacion realizada
en este intervalo de tiempo ya se pueden apreciar diferencias en el porcentaje de
germinacion de las semillas tratadas con Rhizobium. Para el caso de Rizo ais-1,

50 %y Rizo E10, 32% respectivamente, lo cual no se aprecié a las 48h.
b) Evaluacion durante a los 20 dias

Al finalizar el experimento, luego de veinte dias de crecimiento en las bandejas, se
realizo la evaluacion de la longitud de la raiz, la longitud de la parte aérea, grosor
de tallo. Asi mismo, se evalu6 la biomasa total de cada uno de los tratamientos. El
valor mas alto de la biomasa fresca con el tratamiento con Rizo aisl-1, el cual fue
87.16 g superior al tratamiento con agua que obtuvo un 74.18g y del N+ (KNOS3
0.1%) 83.30g. El segundo alto valor de biomasa fresca fue el del consorcio (Rizo
ais-1+ Azoto) que obtuvo un 84. 68g , superior al tratamiento con agua 74.18gy
tratamiento con N+ (KNO3 0.1%) 83.30g. Asi mismo, al analizar la biomasa seca
del tratamiento con Rizo aisl-1 fue 9.080g superior al tratamiento con agua
7.4808g y el N+ 4.2973g. El tratamiento con Rizo E10, fue también alto 8.55g. En
la figura 29, se aprecian la cepa “Riz aisl-1” en comparacion a las semillas a la

cual se le aplico el nitrato de potasio KNOs al 0.1 % y el agua (Ver Anexos ll).

Figura 29. Comparacion del tamaino de las plantulas de tarwi, obtenidas a los
20 dias luego de la siembra en bandejas
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(a) (b) (c)

Figura 30. Comparacion del tamano de las plantulas de tarwi en el Laboratorio,
obtenidas luego 20 dias de la siembra en bandejas (a) plantulas tratadas con el
consorcio Rizo aislado+ Azotobacter, (b) con nitrato de potasio KNOs al 0.1% (c) con
agua destilada estéril

En la evaluacion final, luego de veinte dias, se pudo apreciar que las semillas que
habian sido embebidas con un solo inoculante tuvieron un buen rendimiento final,
tuvieron mayor numero de plantulas en comparacion con solo el agua y el nitrato

de potasio KNOs (ver figura 30).

Se observd que en la bandeja que solo se habia afadido agua, la contaminacién
fue notoria, se observé la presencia de hongos de tipo Aspergillus, un hongo que
puede colonizar en diversos ambientes, en dos semillas y en una plantula se
observo dafno en la raiz por el mismo hongo. En las demas bandejas en las cuales

solo tenian el inoculante no se aprecié contaminacién por hongos del ambiente.
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4.10 Resultados del experimento de tarwi en invernadero

a) Comparacion de los tratamientos en Excel

Luego de realizar la pre-germinacion de las semillas, se colocaron en las macetas
con suelo. De manera similar al caso del frijol caupi, se evalu6 el crecimiento de
la parte aérea de las semillas a los 5, 10. 15, 20 dias. La temperatura minima fue
de 20°C y la maxima de 30.5°C. A los cinco dias, no se apreciaron plantulas
enfermas, ni con problemas de hongos o presencia de vectores. Al finalizar el
experimento, se obtuvieron 142 plantas en total, de todos lo siete tratamientos.
Las plantas fueron colocadas en sobres de papel blanco, rotulados previamente.
Estas muestras fueron llevadas al laboratorio de la Universidad San Ignacio de
Loyola, lugar donde se realiz6 el secado de las mismas a 70°C , por 48h. Al
finalizar ese lapso de tiempo se procedié a determinar el peso seco de la parte
area ( hojas y tallo) y peso seco de raices. Asi también se determiné el peso seco
de las muestras. Todos los resultados de las evaluaciones de peso de las plantas
se aprecian en el Anexos (lll). A los 17 dias de siembra ya se apreciaban
diferencias entre los tratamientos ( ver figura 31). En ella se aprecia el efecto
benéfico de la cepa Azotobacter superior al tratamiento con N+ y con agua.

Figura 31. Comparacion de las plantas de tarwi a los 17 dias, azoto y agua
en el invernadero
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Cuadro 17. Longitud de la parte aérea de las plantulas de tarwi (Lupinus
mutabilis)

Tratamientos Evaluacién periddica de la longitud de la parte aérea (cm)

5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
RIZO AIS-1 7.17 11.15 13.86 15.676  18.886  20.44
RIZO E10 9.04 13.49 18.22 20.919  23.201  24.88
AZOT 10.83 15.03 19.59 23.104 24.742  27.43
RIZO E10+AZ0T 9.83 13.09 17.77 21.543  23.276  25.83
RIZO AISL-1.+ AZOTO 8.06 11.73 15.59 18.057  19.803  22.44
AGUA 8.50 12.60 16.51 19.024  20.849  22.73
N+ 8.85 14.72 16.18 18.429  21.033  22.90

*Lo resaltado en rojo indica los mayores valores promedio en relacién al agua

(a) (b)

Figura 32. Comparacion de las plantas de tarwi a los 17 dias (a) Rizo E10 y agua
(b)Azoto y agua
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Figura 33. Grafico del crecimiento de las plantas de tarwi a través del tiempo,
longitud de parte aérea (cm) en invernadero

En la grafica 30, se aprecia la evolucién del crecimiento de las plantas de tarwi. Se
puede apreciar que la longitud de la parte aérea de mayor valor del tratamiento
con Azotobacter. Este tratamiento super6 al resto de tratamientos durante todo el
periodo de evaluacion.
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Figura 31. Grafico de la evolucion del crecimiento de las plantas de tarwi a través
del tiempo, longitud de parte aérea (cm) en invernadero
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b)Analisis estadistico en SPSS y en Statgrafics Centurion del ensayo en
macetas con tarwi a los treinta dias de crecimiento

Luego de realizar la prueba en SPSS (Ver cuadro 18). En relacién a la longitud de
la parte aérea, el tratamiento solo con Azotobacter tuvo la mayor longitud de parte
aérea (cm) (LPA) promedio 27.42cm en comparacion al tratamiento con agua
22.73 cm y el tratamiento solo con N+ (nitrato de potasio) 22.90 cm. En segundo
lugar, el tratamiento del consorcio (Rizo E10+ Azoto) tuvo un LPA de 25.83 cm de
LPA, superior al N+ y el agua. Al evaluar la longitud de la raiz (LR), el tratamiento
solo con Azotobacter fue de 15,11 cm de raiz superior al agua 8.63 cm y para el
N+ 11.74cm de LR. Ademas de se observé mayor abundancia de raiz para el caso
de Azotobacter (Ver Anexo IV, figura 32).

Al analizar el peso fresco de la parte aérea (PFPA) se observo que el tratamiento
solo con la cepa Rizo E10, tuvo un mejor PFPA en el efecto en las plantas. Esta
cepa tuvo un peso fresco de parte aérea de 2.306g. Este tratamiento fue superior,
el agua 2.2497 g, el N+ 2.0140 g. En relacién al peso fresco de la raiz (PFR) el
mayor peso de raiz de todos los tratamientos fue con Azotobacter con 0.5422¢g de
raiz. Asi mismo, al realizar las comparaciones del peso seco de la parte aérea
(PSPA), el tratamiento con el consorcio (Rizo E10+ Azoto) generd un mayor peso
seco de parte aérea, 2.10109 g, superior al N+ 0.1760g y al agua 0.1963049. Asi
también, el tratamiento solo con Azotobacter tuvo también un buen peso seco de
parte aérea, con un 0.204185g. El mayor peso seco de la raiz (PSR) fue el
tratamiento con el consorcio (Rizo E10+ Azoto), con 0.5746g, seguido del
tratamiento con Azotobacter 0.57346g, superior al tratamiento solo con agua
0.29953g y al N+0.23088g.

En relacién al grosor de tallo, el consorcio (Rizo E10°+ Azoto) tuvo un mayor
grosor de tallo 2.311 cm, superior al agua 2,1528 cm y al N+ 2.033cm. Finalmente
la mayor biomasa fresca fue de Azotobacter con un 2.8397g superior al agua
2.5608g y al N+ 2.5190g. El tratamiento con el consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto) fue
el segundo tratamiento con mayor biomasa fresca en comparacion con, 2.7024g,
en comparacion con el agua 2.5608g y el N+, 2.4190qg.
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Asi mismo, se realiz6 la prueba de normalidad, en la prueba Kolmogorov-Smirnov,
se observa que los valores del sig. o p valor es mayor a 0.05, por lo tanto se
acepta la hipétesis de normalidad de los datos finales de tarwi. Luego de realizar
la prueba complementaria andlisis de varianza, se confirmé que valor del sig o p
valor es mayor a 0.05, en este caso este resultado significa que no habria
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos analizados. Sin

embargo, puede realizarse pruebas de multiples rangos.

Se realizé en analisis estadistico en el programa Statgraphics Centurion. En el
cual se registraron los siguientes resultados: en el procedimiento de diferencia
minima significativa de Fisher (LSD), observamos que el parametro analizado
numero de hojas no hubo diferencias significativas entre todos los tratamientos
con un nivel de confianza del 95%( a= 0.05). Al realizar el analisis comparativo de
los rangos multiples de los tratamientos, procedimiento de diferencia minima
significativa de Fisher (LSD), para el parametro LR (longitud de raiz) si se observo
varias diferencias significativas entre varios tratamientos. Asi se apreciaron
diferencias significativas entre el tratamiento solo con Rizo aisl-1 y el tratamiento
solo con Azoto; entre el tratamiento solo con Rizo E10 y el tratamiento solo con
Azoto. Finalmente entre el tratamiento solo con Azoto. y el consorcio (Rizo E10
+Azoto) y finalmente entre el tratamiento solo con Azoto. y el agua.

Al realizar el analisis comparativo de los rangos multiples de los tratamientos,
procedimiento de diferencia minima significativa de Fisher (LSD) para la PFPA se
aprecié que no diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
analizados. Al realizar la misma prueba estadistica para el para la PSPA, no se
apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre todos los tratamientos
analizados. Sin embargo, en el caso del PSR (peso seco de raiz), si se apreciaron
diferencias significativas entre varios tratamientos. Estas diferencias significativas
fueron entre el tratamiento solo con Rizo ais-1 y el tratamiento con el consorcio
(Rizo E10+ Azoto); entre el tratamiento Rizo E10 y el consorcio (Rizo E10+Azoto).
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Asi también hubo diferencias significativas entre el tratamiento con solo
Azotobacter y el tratamiento N+; entre el tratamiento con el consorcio (Rizo
E10+Azoto) y el tratamiento consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto); entre los tratamientos
consorcio (Rizo E10+ Azoto) y el agua. Finalmente, entre el tratamiento consorcio
(Rizo Aisl-1 + Azoto) y el N+. Finalmente, no se apreciaron diferencias

significativas en el grosor de tallo ni en el parametro biomasa fresca.

b) Evaluacion de la correlacion de todos los tratamientos analizados

Analizando las correlaciones entre las caracteristicas observamos que existen
correlaciones estadisticamente significativas entre la longitud de la parte aérea y el
namero de hojas; la longitud de raiz con el nimero de hojas y la longitud de la
parte aérea (Ver Cuadro 18). Ademas se aprecian correlaciones significativas
entre el peso fresco de la parte aérea con el numero de hojas y la longitud de
parte aérea; el peso fresco de raiz con el numero de hojas, longitud de parte aérea
y longitud de raiz; el peso seco de la parte aérea con el numero de hojas, con la
longitud de la parte aérea, con la longitud de raiz, con el peso fresco de la parte
aérea y con el peso fresco de raiz. Asi mismo, hay correlaciones significativas
entre el peso seco de raiz con el numero de hojas, con longitud de parte aérea,
con el peso fresco de parte aérea, con el peso fresco de raiz y con el peso seco
de la parte aérea; a un nivel de confianza del 95% ( p<0.05).

Por otro lado, al analizar la biomasa fresca de los tratamientos. Se apreciaron
correlaciones significativas entre la biomasa fresca con el nimero de hojas, con la
longitud de la parte aérea, longitud de raiz, con el peso fresco de la parte aérea,
con el peso fresco de la raiz, con el peso seco de parte aérea y el peso seco de
raiz; a un nivel de confianza del 95% ( p<0.05).
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Cuadro 18. Correlaciones entres las caracteristicas evaluadas en el tarwi a los 30 dias de evaluacion

Correlaciones

N.HOJAS LPA LR PFPA PFR PSPA PSR GROSOR BIOMASA
N.HOJAS Correlacion de Pearson 1 ,869” ,590” 473" 666 661" 3717 -,283 ,625™
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,002 ,000 ,000 ,016 ,069 ,000
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
LPA Correlacion de Pearson ,869” 1 ,597" ,552™ 648 745" 425" -,257 ,692”
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,005 ,(101 ,000
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
LR Correlacion de Pearson 590 ,597" 1 ,150 673" 395" ,287 -,138 ,350°
Sig. (bilateral) ,000 ,000 342 ,000 010 ,065 385 023
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
PFPA Correlacion de Pearson 473" ,552™ ,150 1 ,293 539" ,320° -,033 ,927"
Sig. (bilateral) ,002 ,000 ,342 ,059 ,000 ,039 ,835 ,000
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
PFR Correlacion de Pearson ,666™ ,648" ,673" ,293 1 ,392° ,381° -,120 ,550™
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,059 ,010 ,013 ,449 ,000
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
PSPA Correlacion de Pearson 661" , 745" ,395” ,539” ,392° 1 499" -,150 ,566"
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,010 ,000 ,010 ,001 343 ,000
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
PSR Correlacion de Pearson ,371° ,425™ ,287 ,320° ,381° ,499” 1 -,033 ,318"
Sig. (bilateral) ,016 ,005 ,065 ,039 ,013 ,001 ,833 ,040
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
GROSOR Correlacion de Pearson -,283 -,257 -,138 -,033 -,120 -,150 -,033 1 -,146
Sig. (bilateral) ,069 ,101 ,385 ,835 ,449 ,343 ,833 ,355
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
BIOMASA Correlacion de Pearson 6257 ,6927 ,350 ,927" ,550™ ,566" 318" -,146 1
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,023 ,000 ,000 ,000 ,040 ,355
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42

**. La correlacién es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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CAPITULO 5. DISCUSIONES

5.1 Aislamiento e identificacion de colonias de Rhizobium

Se obtuvieron cuatro cepas, de las cuales se eligié una de ellas para los diversos
ensayos realizados en las semillas y plantas. Las caracteristicas de las colonias
coinciden con los registrados por Gonzales (2013) y Matsubara (2010). Las
colonias presentaran consistencia gelatinosa, esta textura elastica encontrada se
debe a la produccion de exopolisacaridos (EPS), los cuales estdn conformados
por polimeros de glucosa y otras hexosas. Estos exopolisacaridos cumplen un rol
importante en la simbiosis con las leguminosas y en forman parta de la cdpsula
bacteriana. Segun Rinaudi (2010), los EPS son importantes componentes que le
dan forma y estabilidad a los biofilms bacterianos.

En relacion a la cepa Rizo E10, fue obtenida del Laboratorio Marino Tabusso
(LMT). La cepa fue anteriormente investigada por Gonzales (2013), la cepa fue
aislada de suelos de La Molina en el afio 2006 y tuvo buenos resultados en
laboratorio. Asi mismo, en base a la evaluacién molecular realizada por Zuniga
(2013) la cepa corresponderia a Rhizobium phaseoli. En el afo 2015, la cepa
Rizo E10, la cepa fue aplicada en el cultivo de frijol, en ese estudio se aprecié que

obtuvo un reducido nimero de nédulos.

5.2 Tincion Gram de colonias de Rhizobium

La tincién de Gram permite la diferenciacion de grupos bacterianos Gram positivas
y Gram negativas. La diferencia de las mismas radica entre otras a: la
composicién de su pared celular mientras que las Gram negativas tienen entre un
10 a 20 % de peptidoglucano las Gram positivas tienen 60 a 80% de
peptidoglucano es decir poseen una pared celular mas gruesa. La funcién de la
pared es la de proteger dar forma vy rigidez a la célula (Madigan, 2012; Tortora,
2007). Al realizar el procedimiento de tincion el colorante Cristal violeta forma un
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complejo con el yodo CV-I en la pared celular Al agregarle el alcohol-cetona, este
cumple la funcion de decolorar las células, es decir pierden el primer colorante
cristal violeta, debido a que la capa de las Gram negativas es delgada 10 a 20%
de peptidoglucano. De tal manera que al agregarle el colorante de contraste, la
safranina, las células lo retienen. Por los motivos anteriores, al visualizar las

células al microscopio se aprecian de color rojo.

En el procedimiento de tincibn Gram no se hubo dificultades a realizar el protocolo,
todos los reactivos estuvieron disponibles para la realizacion de la prueba. Sin
embargo, debo mencionar que el colorante safranina estaba muy concentrado, por
este motivo de dificultaba la apreciacion de las células. Por este motivo, se
recomienda concentrar mas el colorante para poder hacer una mejor visualizacion.
Ademas, de colocar siempre una gota de aceite de inmersidbn encima del

portaobjeto.

5.3. Aislamiento e identificacion de colonias de Azotobacter

La cepa obtenida poseia todas las caracteristicas de Azotobacter, la presencia de
transparencia, lisas, brillantes con mucosidad en el medio Winogradsky al tercer
dia de aparicidn en la placa. Ledn y col (2017), realizaron similares observaciones,
los investigadores sostienen que las bacterias del género Azotobacter son
incoloras, traslucidas y aparecen en el medio Winogradsky a partir de los tres dias
hasta los cinco dias de evaluacién, lo cual coincide con el estudio realizado. Este
medio de cultivo es un medio especifico y al ser un medio libre de nitrégeno, nos
permite obtener cepas fijadoras libres, es decir sin asociacion simbittica. Esta
cualidad nos aproxima al género bacteriano y nos da la garantia que la cepa
estudiada es una bacteria fijadora de nitrégeno del tipo Azotobacter. Un resultado
similar obtuvo Rico (2009) al realizar los aislamientos en el medio mineral sin
nitrogeno (MMSN) morfologia caracteristica del género es decir, colonias de

superficie lisa, brillantes u opacas, ligeramente convexas y apariencia mucoide.
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5.4. Tincion Gram y de flagelos de Azotobacter

En relacion a la tincion Gram, la cepa que tenia caracteristicas tipicas de
Azotobacter son consideradas Gram negativas, estos resultados coinciden con la
tesis realizada por Rico (2009). En la investigacion que realizé el investigador
obtuvo también células de color rojo en la tincién de Gram, lo cual indica que son
bacterias Gram negativas. En Argentina, Rubio obtuvo un resultado similar, al
realizar la tincion Gram. Los investigadores confirman los resultados obtenidos en
la evaluacion inicial. Al finalizar la tincion de flagelos podemos afirmar que con el
reactivo Leifson se logrdé observar la morfologia de las cepas Azotobacter con
mayor claridad y nitidez. Ademas se apreciaron los detalles de las células, que
este caso son cocoides en el aumento de 100X, no se apreciaron flagelos con
notoriedad. Sin embargo, si se aprecié movimiento de fluidos que correspondian a

la muestra analizada.

5.5 Efecto de las cepas individuales (Rhizobium o Azotobacter) en la
germinacion de semillas de frijol caupi

En el experimento realizado las semillas se evalu6 la germinacién a los las 48h
(2dias) y a los 18 dias. Se observé que las semillas inoculadas con Rhizobium,
cédigo RizoE10, tuvieron un buen porcentaje de germinacién a las 48h de
colocarlas en las bandejas 78%, en comparacién al agua 66%. En ese mismo
tiempo la cepa Rizo ais-1, tuvo un 76% superior al agua. Las semillas de frijol
caupi con nitrato de potasio tuvieron un 86% de porcentaje de germinacion; el cual
fue el valor mas alto con respecto a los demas tratamientos. Segun Rubio (2003),
en la investigacion realizada en Argentina bajo condiciones de laboratorio obtuvo
buenos resultados con cepas de Azotobacter aplicados al cultivo de trigo, con
germinacién de las mismas en bandejas. Lo cual en la presente investigacion
confirmamos que es un método 6ptimo y adecuado para realizar las pruebas de
promocion de crecimiento y efecto de las cepas en las semillas. Sin embargo se
debe resaltar que el método puede ser modificado segun las necesidades del
investigador y en beneficio del desarrollo de la semilla.
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Las semillas para germinar requieren de oxigeno, temperatura no muy elevada, un
sustrato humedo (Ascon-Bieto y Talon, 2013). Segun Alban (2012), el frijol caupi
puede prosperar entre 18 y 40°C, con un rango 6ptimo entre 20 °C y 35°C.
Ademas, para lograr una eficiente germinacion se requiere de una temperatura de
21°C. En el laboratorio las condiciones ambientales fueron las éptimas porque la
temperatura, como se menciond previamente, la temperatura del ambiente
fluctuaba entre 20 a 21 °C durante la noche y 18-19°C durante el dia, lo cual nos

indica que fue un temperatura 6ptima para la germinacion de las semillas.

Al analizar la biomasa total de frijol caupi presente en las bandejas a los 18 dias.
La mayor biomasa fresca fue de Rizo E10, con 469 de fresca en comparaciéon con
el agua 37g y el N+ 45g. Ademas, al evaluar la materia seca esta misma cepa
obtuvo una materia seca de 6.48g, la cual fue mayor al control con agua 6.26g.
Estos resultados nos indican que la cepa desde los primeros estadios de vida de
la planta la bacteria ya genera un reconocimiento quimico con la planta lo cual

beneficia en su desarrollo inicial.

En el experimento adicional de frijol caupi en bandejas, se utilizaron dos tiempos
diferentes de imbibicién, solo para la cepa Azotobacter, con el objetivo de conocer
cémo influencia en el resultado final de la germinacién y en la materia seca. La
cepa Azotobacter (30°) tuvo el mayor numero de semillas germinadas a las 48h
con un valor de 80% de germinacién superior al N+, el cual fue de 58% y al agua
66% en cambio la cepa Azotobacter (40°) tuvo un menor porcentaje de
germinacion de 76% de germinacion a las 48h. Este resultado posiblemente se
debe a que las semillas requieren menos solutos(o bacterias), es decir mas
contenido de agua para germinar, por lo que si se tiene menor tiempo para

embeberse tendra menos posibilidad de tener solutos.
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Al realiza la evaluacion luego de 18 dias, en las bandejas, las cepas Azotobacter
(407) generd una mayor materia seca 6.363g de las plantulas superior al agua
4.103g y al N+ 4.813g. Al comparar este resultado con la materia seca generada
con Azotobacter (307) esta fue de 6.223g el cual fue menor que el dato anterior.
Este resultado sugiere que si hay mayor concentracion de las células en las
semillas generan un buen crecimiento en las semillas. El motivo del mejor
rendimiento de la materia seca se debe posiblemente a la liberacion de sustancias
benéficas, tales como fitohormonas acido Indolacético, giberelinas rivoflavinas,
nicotina (Jnawali et al, 2015). En la investigacién realizada por Constantino (2010),
al evaluar el efecto de los biofertilizantes en semilla de papaya, obtuvo que los
tratamientos simples con Azotobacter chroococcum y Azospirillum brasilense,
incrementaron el porcentaje de germinacion a 90,28 y 88,89% respectivamente,

muy similar al resultado obtenido en el experimento realizado.

Las bacterias conocidas como PGPR o promotoras de crecimiento, tales como las
bacterias Azotobacter, pueden mejorar la germinacién de las semillas a través de
la produccidon y liberaciébn de algunas sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal como la auxina, las citoquininas o giberelinas, acido Indolacético (AIA) en
medios quimicamente definidos y en asociacién con plantas (Kloepper et al,1990;
Verma, 2010). Lo cual confirma nuestra hipétesis inicial que mejora el crecimiento

de la plantas del frijol caupi.

Al evaluar los procedimientos de la investigacion, éstos se realizaron de manera
Optima. Sin embargo, es recomendable el realizar por lo menos tres repeticiones
del experimento en forma simultanea para ello es necesaria contar con un area
disponible, mayor cantidad de insumos y equipos. Todo ello con el objetivo de
realizar posteriormente la reproducibilidad de los resultados. Asi también es vital
cuidar el ambiente del ingreso de esporas de hongos, los cuales pueden alterar el
experimento y los resultados finales.
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5.6 Efecto del consorcio bacteriano en las semillas de frijol caupi colocadas
en las bandejas
Luego de realizar la comparacion de los porcentajes de germinacion del frijol caupi

en bandejas, las semillas inoculadas con un solo tipo de inoculante tuvieron
porcentajes superiores que el inoculante mixto. En el caso de Rizo ais-1, un 76%
de germinacion; Rizo E10, 78% de germinacién y en el caso del consorcio
bacteriano (Rizo aisl-1+ Azoto), 68% de germinacion. Estos resultados no
coinciden con los datos teoricos, como el caso de la investigacion realizada por
Verma et al (2010), quienes mencionan que el efecto de los consorcios

bacterianos es mucho mayor en tratamientos con cepas individuales.

Por otro lado, el consorcio (Rizo aisl-1+ Azot), tuvo un tiempo de imbibicién de 40,
con un 60% de porcentaje de germinacion menor al agua, que tuvo un 80% de
germinacién. En el caso del consorcio (Rizo aisl-1+Azot), con un tiempo de
imbibicién de 30" tuvo un porcentaje de germinaciéon de 70%, mayor al agua 60%.
Estas diferencias pueden deberse a que si el tiempo de imbibicidén es menor hay
menos posibilidad que las semillas sean impactadas por el exceso de viscosidad.
A mayor tiempo de imbibicion hay més contacto con las semillas y puede afectar la
captura de oxigeno por las semillas y por lo tanto la germinacion. Este efecto fue
observado por Teixeira et al (2017) al observar el efecto del estrés salino inducido
por el polietilenglicol y el manitol en diferentes dosis de sal de NaCl y CaClz, en las
germinacién de las semillas de frijol castilla (Vigna unguiculata).

5.7 Efecto de todos los tratamientos en las plantas de caupi en invernadero

Segun el analisis estadistico de las plantas a los 5, 10, 15, 25 y 30 dias. Las
plantas tuvieron una diferencia significativa en los primeros dias de crecimiento en
el parametro longitud de parte area especialmente en los dias 5, 10 y 15.

A los treinta dias de evaluacién se evidenciaron diferencias notables en el analisis
estadistico con el programa SPSS, cepa RizoE10, inoculante individual, tuvo un
mejor peso fresco de raiz promedio, peso seco de la parte aérea, grosor de tallo y
biomasa fresca que el tratamiento con agua y al N+. En segundo lugar la cepa

-102 -



Rizo aisl-1 también tuvo un resultado bueno, mayor longitud de raiz, peso seco de
la parte aérea y biomasa fresca promedio en comparacion con el agua; mayor
longitud de raiz y biomasa fresca que el N+.

Estos resultados nos indican que hay un efecto benéfico en el crecimiento de la
planta, en el aumento de la biomasa seca y podemos extrapolar y decir que llevara
a una mejor productividad del cultivo a largo plazo. Sin embargo, debemos tener
en cuenta que la respuesta mas efectiva de la inoculacién en los diversos
parametros analizados puede verse afectado debido a la microflora bacteriana
presente en los suelos, el cual compite con los inoculantes y puede repercutir en la

respuesta a la inoculacién, los factores ambientales del suelo.

Asi Marquina vy col (2011), menciona que las cepas de Rhizobium aisladas de
suelos de Egipto se desarrollan muy bien a pH4.4. Gonzales (2013), de acuerdo a
estudio realizado con cepas de Rhizobium, menciona que el rango 6ptimo de pH
es entre 4-8.8. Ademas, que la tolerancia al pH bajo, es decir 4.0, solo el 57% de
las cepas lo toleraron. En el presente estudio el pH del suelo fue de 5.5 por lo cual
se puede afirmar que es un pH 6ptimo para el desarrollo de la bacteria. Ademas
del pH otra caracteristica a considerar es la menor carga microbiana o que haya
pasado un tiempo sin haber sido fertilizado o sea un suelo pobre que requiere de

microorganismos benéficos.

Los resultados obtenidos con las cepas Rhizobium también han sido registrados
por diversos autores a nivel nacional e internacional. Las cepas de Rhizobium por
ser consideradas promotoras de crecimiento vegetal, como sostienen Antoun y
Prevost (2005), investigador de Canada y una revisién muy exhaustiva de Verma
et al (2010), en sus publicaciones registra los resultados obtenidos en diversas
investigaciones en la India, experimento en invernadero y campo aplicando
Rhizobium en cultivos de frijol, lechuga, trigo, papa, algodén, cebada con una cepa
Unica y en consorcio con otros tipos de bacterias promotoras de crecimiento

vegetal.
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A nivel nacional, los autores mencionan que estas cepas generan un buen
rendimiento de materia seca en las plantas superior al agua. Santillana (2007),
Matsubara (2010) y Gonzales (2013) también registraron resultados similares de
las cepas de Rhizobium utilizadas en sus ensayos con haba, pallar y frijol var

‘canario centenario” respectivamente.

5.8 Analisis sobre la presencia de hongos en las bandejas
Uno de los resultados que fue también notable fue la presencia de hongos en las

bandejas. En especial hubo mayor presencia de hongos en las bandejas que
estaban tratadas con agua, nitrato de potasio. En cambio en las bandejas tratadas
con las cepas de Azotobacter y Rhizobium de forma individual y en consorcios no
se aprecio la presencia de hongos en ninguno de ellos. Este resultado puede
deberse a que en el caso de Azotobacter produce polihidroxifenoles o fenolatos
los cuales inhiben el crecimiento de los hongos, como sostienen Rodriguez y col
(2016).

5.9 Contraste de los resultados con las hipétesis planteadas

En la primera hipétesis planteamos lo siguiente: “La aplicacion de un biofertilizante
constituido solo por Rhizobium mejora el crecimiento de las plantas del frijol
caupi y en el tarwi”.

Experimento en bandejas y en invernadero de frijol caupi

Las semillas tratadas con la cepa Rizo E10, en bandejas, tuvieron un buen
porcentaje de germinacién 78%. Este porcentaje fue mayor que el del agua, 66%
a las 48h de evaluacién. Al finalizar el experimento, 18 dias, las plantulas con la
cepa Rizo E10 tuvieron mayor valor de biomasa fresca en comparacién con las
semillas tratadas con agua y el N+. Las semillas con Rizo E10, la cual tuvo una
mayor biomasa seca superior al agua. En relacién al experimento en invernadero,
se observo diferencias entre los cinco y diez dias de evaluacion. A los treinta dias
de evaluacion las cepas individuales de Rhizobium es decir el tratamiento solo
con Rizo E10 y solo con Rizo aisl-1, fueron las de mejor respuesta en el
invernadero. Ademas, se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre el tratamiento Rizo ais-1 y el tratamiento N+( nitrato de potasio). También del
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tratamiento con Rizo E10 y N+ y entre el tratamiento consorcio (Rizo aisl-1 +azoto)
y el tratamiento N+.

Experimento en bandejas y ensayo en invernadero en tarwi

En la evaluacion del cultivo de tarwi realizado en el Laboratorio. Luego de 18 dias
de evaluacion, se aprecié que la cepa Rizo ais-1 tuvo un buen contenido de
biomasa fresca y seca, en ambos casos superior al agua y al N+. Asi mismo, la
cepa Rizo E10, fue la cepa con buen peso de biomasa seca, también superior este
valor al agua y al N+. Asi también, la cepa Rizo E10 fue una de las mejores cepas
en el ensayo en plantas realizado en el invernadero. A los treinta dias de
evaluacion, tuvo un buen crecimiento, longitud de parte aérea con respecto al
agua.

Por los motivos expuestos podemos afirmar, que para ambos cultivos, las cepas
de Rhizobium sp tuvieron un efecto benéfico en la germinacion y en el crecimiento
a los 18 dias, en el laboratorio. Asi mismo, las mismas cepas tuvieron un efecto
benéfico en las plantas frijol caupi, especialmente en la materia fresca y seca al
realizar la inoculaciéon en invernadero, muy similar al caso del tarwi. Estas

evidencias confirman la hipétesis planteada inicialmente.

En la segunda hipé6tesis planteamos lo siguiente: “La aplicacion de un
biofertilizante constituido solo por Azotobacter mejora el crecimiento de las

plantas de caupi y en el tarwi’.

Experimento en bandejas y ensayo en invernadero en frijol caupi

Las semillas tratadas con Azotobacter, en bandejas, de frijol caupi tuvieron un
buen porcentaje de germinacién en bandejas fue de 80%, con treinta minutos de
imbibicién, fueron superiores al agua (66%) y al N+ (58%). Ademas, la materia
seca del tratamiento con Azoto fue superior al agua y al N+. De manera similar,
en el experimento en macetas, en invernadero, con el mismo cultivo, las plantas
de frijol caupi inoculadas con Azotobacter al finalizar el experimento, se
observaron diferencias en la longitud de la parte aérea. Ademas, el peso fresco
de la parte aérea (PFPA) promedio del tratamiento con Azotobacter fue mayor que
el agua.
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Experimento en bandejas y ensayo en invernadero en tarwi

Las semillas tratadas con Azotobacter, en el experimento en bandejas, tuvieron
un buen porcentaje de germinacion, 52%, el cual fue mayor que el agua 36% vy el
tratamiento con N+ 34%. Al evaluar la germinacion a las 72h pudimos apreciar que
el porcentaje mejoré aun mas. Las semillas pasaron de 52% de germinacién, a las
48h, a 70% de germinacion, a las 72h, para el caso de Azotobacter. Asi mismo, la
biomasa seca fue superior al agua y al N+. De manera muy similar, de los
resultados en invernadero, al realizar la evaluacion final se apreci6 diferencias en
el crecimiento de las plantas. En las figuras también se observan las diferencias

observadas en el cultivo desde el dia 12 al 15 de evaluacion.

Al realizar la evaluacion de tratamiento en mencién tuvo los mayores valores de
peso fresco de raiz, grosor de tallo y biomasa fresca en comparacién al agua y al
N+. Asi también en base a prueba estadistica de Fisher, hubo una buena
diferencia estadisticamente significativa, lo cual corrobora las observaciones

realizadas para las cepas de Azotobacter.

Las evidencias mencionadas anteriormente, confirman la hipotesis planteada
inicialmente en la investigacion. Es por estos motivos que podemos afirmar que
las cepas de Azotobacter mejoraron el crecimiento de las plantas de frijol caupi y

tarwi.

En la tercera hipotesis planteamos lo siguiente: “La aplicacion de un biofertilizante
constituido por el consorcio bacteriano Azotobacter y Rhizobium mejora el

crecimiento de las plantas del frijol caupi y en el tarwi”.

Experimento en bandejas y ensayo en invernadero en frijol caupi

La aplicacién del consorcio Azotobacter y Rhizobium (Rizo ais-1+ Azoto) en
semillas de caupi, en bandejas, tuvo un buen porcentaje de germinacién 68%,
mayor al tratamiento agua, el cual obtuvo un porcentaje de 66%. Ademas, se
observé que el consorcio también promueve el crecimiento de las raices, en

especial el cultivo de caupi en invernadero. El consorcio conformado por “Rizo
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aisl-1+Azoto” tuvo un buen efecto en las raices, en especial en las observaciones
realizadas a los 10 dias. Sin embargo, el consorcio conformado por las cepas

“Rizo E10 + Azoto” tuvieron un menor efecto.

Experimento en bandejas y ensayo en invernadero en tarwi

En el ensayo realizado en bandejas, las semillas de tarwi, el consorcio conformado
por “Rizo ais-1+ Azoto” tuvo un buen porcentaje 52%, mayor al porcentaje al
tratamiento con agua 36% y al tratamiento N+34%. Las diferencias de crecimiento
no eran muy notorias con respecto a los inoculantes individuales. Pero un dato
interesante fue que las semillas tratadas con este biofertilizante mixto o consorcio

bacteriano, tuvieron un peso seco superior al N+ y al agua.

Al realizar el ensayo en invernadero, los tratamientos solo con Azotobacter y el
consorcio (Rizo E10+ Azoto) tuvieron un efecto bueno en el crecimiento de las
plantas de tarwi a los 30 dias de evaluacion. Los resultados nos indican que hay
un efecto benéfico del biofertilizante mixto, en especial el tratamiento consorcio
(Rizo E10 + Azoto) en el tarwi fue mucho mas notorio el efecto. Esta afirmacién es
respaldada por diversos investigadores. Asi segun Babu et al (2015) las cepas
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), mejoran la biomasa de las plantas, la
toma de nutrientes y el rendimiento, especialmente cuando son aplicados en

combinacién.

En el caso de plantas no leguminosas, es necesario modular los procesos de
colonizacion y supervivencia, como ocurre a menudo con las cepas Rhizobium y
Bradyrhizobium en la rizésfera, en los cuales es necesaria la incorporacion de
cepas adicionales, como agentes promotores de crecimiento vegetal (PGPR);
debido a que, éstas incrementan el crecimiento de brotes y raices, el desarrollo
de la raiz, regulacion hormonal de la planta, fijacion de nitrégeno, la solubilizacion
de minerales y la supresién de patdgenos, la colonizacién de la raiz, los cuales

son pasos importantes en la asociacién microbiana con las plantas.
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Gomez(2010), aisl6 bacterias rizosféricas de nodulos de tarwi, de muestras
provenientes de Ancash. Estas cepas fueron -caracterizadas como
mesorizobium, lo cual también se recomienda investigar, aislar, purificar y

posteriormente aplicarlo a otras variedades de Lupinus.

En las investigaciones realizadas por Verma et al (2010) reportan una serie de
ensayos con bioinoculantes mixtos, interacciones entre especies del género
Rhizobium con otras bacterias con cualidades promotoras de crecimiento tales
como, Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus para frijol, alfalfa, garbanzo, y
pastos. También emplearon bacterias Rhizobium, Pseudomonas fluorescens,
B. megaterium y  A. chroococcum, los cuales generaron incrementos
significativos de peso de nodulos, raiz y biomasa de brotes, total de nitrogeno de
la planta debido a la coinoculacién.

6.0 Consideraciones finales

Las cepas de Rhizobium son clasificados taxonémicamente con técnicas de la
Biologia molecular. Asi por ejemplo los rizobios poseen el gen ARN16s, gracias a
la cual se han logrado encontrar al menos 33 especies y poder asi clasificarlas en
la familia Rhizobiacea (Rivas y col, 2009). Por este motivo para estudios
avanzados de la biologia de la bacteria es necesaria la realizacion de técnicas
complementarias a la realizada en el presente estudio, en especial para lograr la
identificacidn bacteriana mas precisa de la especie.

Por otro lado, la capacidad promotora de crecimiento, fue la caracteristica
analizada en las cepas Rhizobium, esta capacidad fue notoria al realizar los
ensayos en bandejas y en invernadero lo cual se observo el efecto benéfico tanto
en el ensayo en bandejas como en el ensayo en invernadero. Las cepas rizo aisl-1
fue obtenida directamente de un nédulo en el cultivo de frijol, previamente
desinfectado. Se genera una nueva hipétesis que genera esta promociéon de
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crecimiento. Una de las posibles repuestas a este cuestionamiento seria la fijacién
de nitrégeno, endoéfito y no a través de la formacién de nédulos. Similar
observacion realizé Santillana (2007) quien evalu6 el potencial PGPR de
Rhizobium en tomate y no observd nodulos pero si observdo promocién de
crecimiento. Gonzales (2013) y Matsubara (2010), en los estudios realizados en
cuartos de plantas observaron una respuesta benéfica en la inoculacién de
Rhizobium a nivel de laboratorio luego de la inoculacién de 1mL por planta. En
relacion a las cepas de Azotobacter es necesaria la realizacion de evaluaciones
complementarias en especial de los diversos compuestos quimicos que liberan las
diversas bacterias como fitohormonas AlA (acido Indolacético) y giberelinas.

Hay diversos factores que tienen una influencia en los resultados de la
biofertilizacion que debemos considerar antes de su aplicacion en campo. Aqui
detallo tres factores que debemos considerar para el caso del frijol caupi. En
primer lugar, la temperatura, debido a que debe ser éptima para la bacteria. Hay
diversos estudios que indican que la temperatura es un factor que debemos tener
presente, debido a que temperaturas superiores a 30°C pueden afectar a las
leguminosas afectan el cuajado de las flores, reducen el tamafno del grano y el
nuamero de granos por vaina (Palomino, 2015). En el caso del cultivo de caupi, se
adapta muy bien a climas célidos, la cepa también debe tener la capacidad de
adaptacién al mismo. A temperaturas muy bajas (menor a 8°C) también puede
generar una inhibicion de las bacterias. Asi también, el riego es factor que
debemos considerar, las plantas de tarwi, son susceptible al exceso de riego, lo

cual puede llevar a proliferacidn y crecimiento de hongos en el cuello de la planta.

En segundo lugar, el suelo, las plantas de frijol caupi o castilla se adaptan a una
gran diversidad de tipos de suelos. Palomino (2015) sostiene que se adapta a
suelos ligeros, arcillosos, limosos. Camarena (1994) afirma que el frijol castilla o
caupi es una planta que se adapta a una variedad de tipos de suelos y que puede
tolerar la acidez (5.5 a 6.6), sin embargo, no la alcalinidad o salinidad. En el
experimento se trabajé con un suelo arcilloso y se obtuvo buenos resultados a pH
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5.5. Sin embargo, es recomendable realizar experimentos con diversos tipos de

suelos y observar como hay una influencia en la biofertilizacion.

En tercer lugar, debemos considerar el abastecimiento de agua, debido a que el
frijol castilla es susceptible al estrés por humedad como a varias horas de
saturacién de agua en el suelo. Los cuales retardan el crecimiento de las raices y
la fijacidbn de nitr6geno de parte de las bacterias. En nuestro experimento,
realizamos riegos cada tres dias, debido a que habia retencion de humedad no
hubo dificultad con el crecimiento de las plantas.

Por otro lado, es necesario considerar que el Ministerio del Ambiente, a traves de
este y diversos proyectos de investigaciéon, considere esta una alternativa viable
de aplicacion. Asi mismo, los biofertilizantes son productos biolégico, que esta
considerado por la Cumbre de las Naciones Unidas, como una alternativa a la
fertilizacion contaminante de suelos. En el marco de una agricultura sostenible, la
biofertilizacion es una opcion valida, comprobada cientificamente en varios
investigadores en diversos paises de Latinoamérica, tales como Brasil, Argentina,
Chile, México, Espafa (Hungria y col, 2016). En estos paises se aplica para el
beneficio de las plantas, el suelo, el ambiente y la agricultura. Ademas, de generar
un menor costo de produccién para diversos cultivos, lo cual sera en beneficio del
agricultor. Asi mismo, las cepas de Azotobacter, también tienen la capacidad de
formar bioplasticos, los cuales son biodegradables y pueden considerarse para
futuros estudios de la bacteria, con lo cual se lograria reducir el uso de plasticos

contaminantes y que se acumulan en el ambiente.

En base a estudios de caracterizacion y de la Biologia molecular de las bacterias
fijadoras de nitrégeno, sus potencialidades como promotor de crecimiento vegetal,
solubilizador de fosfato, antagonismo frente a hongos para diversos cultivos.
Actualmente, aun es un gran reto para la comunidad cientifica conocer estas
caracteristicas de las bacterias, debido a que el ambiente repercute en las
mismas, el cambio climatico, los eventos del fendmeno del nifio, deterioro de los
suelos agricolas. Por este motivo, estos saberes previos seran de gran utilidad,
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para conocer mas a las caracteristicas de las bacterias, los aspectos técnicos y
cientificos de las mismas para lograr una aplicacion mas intensiva. Los beneficios
directos de los biofertilizantes son: la reduccion del uso de agroquimicos,
pesticidas e insecticidas, mejor calidad del suelo, no contaminan el ambiente. Los
beneficios indirectos: menor contaminacion atmosférica, por la reducciéon del uso
de los fertilizantes quimicos nitrogenados, menor costo de produccion,
conservacion de la diversidad bioldgica del suelo.

Asi también, el beneficio mas importante es su impacto social, de forma positiva,
debido que el agricultor o empresa agroexportadora, con los resultados de la
presente investigacion sobre bacterias promotores de crecimiento y a la vez
fijadoras de nitrdgeno, es una evidencia cientifica de los efectos benéficos de los
mismos a escala pequefia pero que tiene potencial de aplicacion en campo.

La utilizacién de esta alternativa biotecnologia, de buena calidad, de bajo costo,
facil aplicacién ofrece una vision novedosa y de alcance para diversos sectores
agricolas y de aplicacién para diversos cultivos de interés nacional y con fines de
exportacion. La mejora en el crecimiento en las plantas y por ende la produccion,
logrando asi contribuir con el ambiente y fomentar una agricultura sostenible. La
cual considera el impacto social, econémico y ecoldgico viable y factible.
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CONCLUSIONES

En base a las evaluaciones microscépicas, caracteristicas morfoldgicas
Winogradsky y procedimientos de tincidon podemos afirmar que las cepas
estudiadas corresponden a bacterias Azotobacter sp, con cualidades de
una bacteria Azotobacter chroccocum una especie muy caracteristica de los
suelos agricolas. Ademas, las caracteristicas de la cepa Rizo aisl-1, de
acuerdo a las caracteristicas evaluadas en LMA (Levadura-Manitol Agar)
son muy similares a la cepa Rizo E10 (control) y se trataria de una cepa de
Rhizobium sp.

En el experimento en bandejas con semillas del frijol caupi, el tratamiento
con Azotobacter tuvo un buen porcentaje de germinacién 80(%) superior al
agua 66% a las 48h de evaluacién. Ademas, el mismo tratamiento tuvo un
buen crecimiento de la parte aérea y de la raiz, luego de 18 dias de

evaluacion en las bandejas.

A los 18 dias de evaluacion en las bandejas, con frijol caupi, la mayor
biomasa fresca fue de Rizo E10, con 469 de fresca en comparacion con el
agua 37g y el N+ 45g. Ademas, al evaluar la materia seca esta misma cepa
obtuvo una materia seca de 6.48g, la cual fue mayor al control con agua
6.269.

En experimento de la germinacién del tarwi, el tratamiento solo con
Azotobacter tuvo un porcentaje de germinacion, 52% mayor al tratamiento
solo con agua 36% Yy solo con nitrogeno (N+) 34% a las 48h Ademas, el
tratamiento solo con Azotobacter tuvo un 70% de germinacién, mayor al
tratamiento solo con agua 42% y al N+ 48% a las 72h. A los 20 dias, el
tratamiento con la cepa Rizo aisl-1, tuvo el mayor crecimiento de la parte
aérea y radicular; registré una biomasa fresca de 87.16g, superior al
tratamiento control N+ (KNOs), con 83.30g y al agua 74.18g. Ademas, el
valor de la biomasa seca de Rizo aisl-1 fue de 9.0860g, el cual fue superior
a 7.33469g del agua y 7.4808g de nitrato de potasio.
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En el experimento en invernadero, con las plantulas de caupi, se observo
un mejor crecimiento de las plantulas inoculadas con las cepas Rizo E10
seguida de la cepa Rizo aisl-1 en la LPA y biomasa fresca en comparacion
con el N+. En el ensayo con tarwi, en el invernadero, hubo diferencias
significativas entre en el pardmetro longitud de raiz y el peso fresco de raiz
del tratamiento con Azotobacter en comparacion con el agua. Asi como el
peso seco de raiz del tratamiento con Azotobacter en comparacion con el

N’+ con un nivel de confianza del 95%.

La aplicacion del biofertilizante constituido por solo Azotobacter o solo con
Rizo-1, en forma individual son una alternativa que genera menos costo al
agricultor, menos dafo ambiental, ecoamigable con el ambiente y puede
ser aplicado para el caso del frijol caupi. Para el caso del cultivo de tarwi
también se puede recomendar el biofertilizante en base a Azotobacter o un
biofertilizante en base al tratamiento en consorcio bacteriano Rizo E10 +
Azoto.

La utilizacién de los invernaderos para fines de investigaciéon, son una
alternativa econdmica y viable para la elaboracibn de diversos
experimentos relacionados a la fertilizacion quimica, control biolégico y
pruebas de antagonismo vy fitopatdégenos. Las condiciones climaticas
minimas para el mismo son una adecuado de los vectores (insectos) a
través de mallas antiafidas. Ademas, manejo de la humedad (60-70%), la
temperatura depende del cultivo varia para las leguminosas (20-30°C). En
estos espacios también podemos realizar estudios de efecto de los
contaminantes ambientales en las plantas. Los cuales pueden instalarse en

las universidades a nivel nacional con fines de investigacion.
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RECOMENDACIONES

e Estandarizar la metodologia de aplicacion de biofertilizantes para diversos
cultivos, por medio de la siembra en condiciones de invernadero y en
laboratorio para hortalizas, gramineas, pastos y otros cultivos andinos.

e Desarrollar nuevas investigaciones sobre el cultivo continuo o en Bach de
los biofertilizantes, enfatizando su conservacion del inoculante, mejorar los
parametros de crecimiento para su aplicacidbn constante en campos de

cultivo o a nivel empresarial.

¢ Integrar el conocimiento de las bacterias rizosféricas, fijadoras de nitrégeno
como es el caso de Rhizobium y de fijadoras de N2 libres, como es el caso
de AZzotobacter, considerados promotores de crecimiento vegetal, con la
finalidad su sumar esfuerzos institucionales, de diversas universidades para

la conservacion de este valioso germoplasma bacteriano.

e Promover la difusién de su uso y potencialidades de los biofertilizantes en el
Ministerio del ambiente, para la aplicacién de los biofertilizantes para la
mejora de la calidad del suelo, proteccion de la diversidad microbiana, con
fines de biorremediacién. Asi como, el uso adecuado, estudio y aplicacién

de las bacterias para diversos tipos de suelos.

e Elaborar un registro de campo, similar a una cadena de custodia para
registrar todos los datos de campo. Esta informacion sera muy valiosa
cuando se desea saber qué factores pudieron influenciar en la

biofertilizacién.
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ANEXO I. FLUUJOGRAMA DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. OBTENCION DEL INOCULANTE

PRIMERA ETAPA O AISLAMIENTO DEL MATERIAL

BIOLOGICO

)
SEGUNDA ETAPA 3. TINCION DE GRAM
< _‘

3. APLICACION DEL BIOFERTILIZANTE EN
SEMILLAS EN LABORATORIO

4 . APLICACION DEL BIOFERTILIZANTE
MIXTO EN INVERNADERO
TERCERA ETAPA

7

5. EVALUACION FINAL DE LAS PLANTAS

-

6. ELABORACION DEL DOCUMENTO FINAL

! CUARTA ETAPA Y ARTICULO CIENTIFICO
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ANEXO II. MEDIOS DE CULTIVO
1.-Medio Levadura Manitol Agar (LMA)

COMPOSICION Cantidad
Manitol 10.00g
Extracto de levadura 059
KoHPO, 0.59
MgSQO4.7H20 0.10g
NaCl 0.20g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000 mL
Colorantes*
pH 6.8
*Rojo congo al 0.0025% 10 mL/L de LMA

Azul de bromotimol 0.5% en alcohol de 70°C 5 mL/L de LMA

Fuente: Zuniga(2012)

2.-Medio Winogradsky

COMPOSICION g/l
KH2PO4 0.25
MgS04.7H-0 0.125
NaCl 0.125
Na,Mo.5H20 0.005
MnS0..4H20 0.005
CaCOs 0.1
Glucosa 10
Agar 15

pH: 7/+-0.2 Fuente: Jiménez (2007)
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2.-Medio C (Medio formulado para Azotobactery Rhizobium)

COMPOSICION g/l
Manitol 6
Glucosa 6
Extracto de levadura 0.5
KoHPO4 0.5
NaCl 0.20
Na>Mo.5H20 0.005
MnS0..4H20 0.005
CaCOs 0.1
Agar 15
Agua 1L
pH: 7/+-0.2

3. Reactivo de Leifson

SOLUCION A Cantidades
Fucsina basica................ 1.2g
Etanolde 95°.................. 100mL
SOLUCION B Cantidades
Acido tanico................ 3¢

Agua destilada.................. 100mL
SOLUCION C Cantidades
Cloruro de sodio................ 1.5¢g

Agua destilada.................. 100mL

Nota: Para preparar la solucién de uso, se mezclan cantidades iguales de las soluciones
A, By Cy se guarda en frasco cerrado herméticamente en la nevera donde es estable
durante varias semanas.
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ANEXO IIl. ANALISIS ESTADISTICO EN SPSS
l.-Evaluacion estadistica de las macetas a los cinco dias, frijol caupi

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Descriptivos

CINCO DIAS
95% del intervalo de
confianza para la media

Desviacién Error Limite Limite
N Media  estandar estandar inferior superior  Minimo Maximo
" RIZO AIS-1" 13 2,6077 ,56636 ,15708 2,2654 2,9499 1,10 3,10
"RIZO E10" 13 1,4615 ,51565 ,14302 1,1499 1,7731 ,90 2,80
"AZOTQO" 16 1,8313 ,84988 ,21247 1,3784 2,2841 ,30 3,10
"RIZO E10+AZOTO" 13 1,6154 ,89242 ,24751 1,0761 2,1547 ,90 4,00
"RIZO AISL-1+AZOTO" 17 1,4824 ,87338 ,21183 1,0333 1,9314 ,30 3,50
" AGUA" 13 1,6962 ,65653 ,18209 1,2994 2,0929 1,00 2,90
"N+" 14 1,7964 ,76169 ,20357 1,3566 2,2362 1,00 3,50
Total 99 1,7737 ,81169 ,08158 1,6118 1,9356 ,30 4,00

b) Test de normalidad de los datos LPA

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk

TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

" RIZO AIS-1" ,236 13 ,047 ,781 13 ,004
"RIZO E10" ,163 13 ,200° ,871 13 ,055
" AZOTO" ,148 16 ,200° ,949 16 ,473
"RIZO E10+AZOTO" ,218 13 ,093 774 13 ,003
"RIZO AISL+AZOTO" ,155 17 ,200° ,919 17 ,140
" AGUA" 174 13 ,200° ,896 13 ,118
"N+" 77 14 ,200° ,890 14 ,080

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov, con muestras para todo tipo de
cantidad de muestras, podemos afirmar que si el valor de significancia sig. >0.05. Se acepta la
normalidad de los datos de cada tratamiento. En el caso de Shapiro-Wilk, si el sig >0.05. Se
acepta la normalidad de los datos de cada tratamiento.
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos de LPA
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Interpretacién: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media y los
datos siguen una distribuciéon normal en la mayoria de los tratamientos. Solo en el caso del
tratamiento consorcio bacteriano “rizo E10 y azoto” si hubo datos que se alejaban de la media.

d) Analisis de varianza del LPA

ANOVA
EVALUACION A LOS CINCO DIAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 12,216 6 2,036 3,578 ,003
Dentro de grupos 52,351 92 ,569
Total 64,567 98

Interpretacion: Al observar el valor de la sig., el cual es 0.03. Como el p valor o valor de
significancia es menor a 0.05 entonces se acepta la hipotesis que hay variacion entre los grupos
analizados o hay diferencias significativas en cada grupo. Por lo tanto se continta realizando la
prueba de Anadlisis de Rasgos Mudltiples o Tukey o de Fisher.
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Il.-Evaluacion estadistica de las macetas a los diez dias en SPSS

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Descriptivos
95% del intervalo de confianza
parala media
Desviacidn Errar ) Limnite
M Media estandar estandar Limite inferiar superior Minirmo Maximo
RIZO AIS-1 15 28,8467 1,33356 34432 58,1082 95852 5,50 10,60
RIZOE1D 13 7.5077 64091 7776 71204 7,8950 6,20 8,00
AZOTO 14 28,5000 1,31792 35223 77391 89,2608 5,50 10,40
RIZO E10+AZ0TO 14 85429 132764 35483 7 TT6R3 93094 5,50 10,40
RIZO AISL-1+AZ0TO 17 69235 242372 58784 AETT4 81697 2,30 10,00
AGUA 15 8,3200 1,90008 49060 72678 9,3722 3,50 10,50
I+ 13 7,4308 2,27939 63219 £,0533 8,8082 4,00 10,50
Total 101 58,0000 181433 18053 76418 83582 2,30 10,60

Interpretacién: En la tabla se puede apreciar que los tratamientos que mejor longitud de parte aérea
fueron los tratamientos con Rizo aisl-1 con una media de 8.8467 cm y en segundo lugar el
tratamiento con la cepa Azotobacter.

b) Test de normalidad de los datos LPA

Pruebas de normalidad

Kaolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Willk
TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
DIEZ RIZO AlS-1 197 15 120 864 15 027
RIZO E10 268 13 011 786 13 0o
AZOTO 297 14 002 844 14 018
RIZ0 E10+AZ0TO 285 14 003 ,8a0 14 023
RIZD AISL-1+AZ0TO 201 17 ilin 902 17 074
AGLIA 166 15 ,EDI.'.I‘ 886 15 &7
[+ 165 13 ,EDI.'.I‘ 908 13 74

* Esto es un limite inferior de la significacidn verdadera.
a. Correccidn de significacidn de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el valor de significancia es >0.05. Se acepta la normalidad de los datos de cada
tratamiento. Se concluye que existe normalidad en los datos analizados.
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos, LPA
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Interpretacion: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media, linea
central de cada caja. Por lo tanto podemos afirmar que los datos siguen una distribucion normal en
la mayoria de los tratamientos.

d) Analisis de varianza del LPA

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 46,977 6 7,829 2,608 ,022
Dentro de grupos 282,203 94 3,002
Total 329,180 100

Interpretacion: Al observar el valor de la sig., el cual es 0.22. Como el p valor o valor de
significancia es mayor a 0.05, se rechaza la hipétesis de variacion de los datos. Entonces se
analizados no habria diferencias entre los tratamientos analizados a los quince dias de evaluacioén
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lll.-Evaluacion estadistica de las macetas a los quince dias en SPSS

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Descriptivos
QUINCE
959% del intervalo de confianza
para la media
Desviacion Error Limite
N Media estandar estandar Limite inferior superior Minimo Maximo
RIZO-1 16 10,9438 1,52576 38144 10,1307 11,7568 7,40 13,00
RIZO E10 14 9,9786 79921 ,21360 9,5171 10,4400 8,50 11,00
AZOTO 15 11,3600 99341 ,25650 10,8099 11,9101 9,00 12,90
RIZO E10+AZOTO 15 9,6800 264742 ,68356 8,2139 11,1461 2,00 13,00
RIZO AISL-1+AZOTO 17 9,6941 271511 65851 8,2981 11,0901 4,00 13,50
AGUA 13 10,3308 2,04507 56720 9,0949 11,5666 7,20 13,00
N+ 13 9,2462 2,92991 181261 7,4756 11,0167 1,00 12,60
Total 103 10,1913 216134 121296 97689 10,6137 1,00 13,50
b) Test de normalidad de los datos LPA
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
QUINCE RIZO-1 ,202 16 ,079 ,933 16 ,276
RIZO E10 ,172 14 ,200° ,938 14 ,395
AZOTO ,159 15 ,200° ,944 15 ,432
RIZO E10+AZOTO ,265 15 ,006 ,836 15 ,011
RIZO AISL-1+AZOTO A77 17 ,160 ,944 17 374
AGUA ,144 13 ,200° ,920 13 ,248
N+ ,236 13 ,047 ,822 13 ,013

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos, LPA
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Interpretacion: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media, linea
central de cada caja. Por lo tanto podemos afirmar que los datos siguen una distribuciéon normal en
la mayoria de los tratamientos a los quince dias de evaluacion de los datos.

d) Analisis de varianza del LPA

ANOVA
QUINCE
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 50,170 6 8,362 1,883 ,092
Dentro de grupos 426,312 96 4,441
Total 476,482 102

Interpretacién: Al observar el valor de la sig., el cual es 0.092. Como el p valor o valor de
significancia es mayor a 0.05. Por lo tanto no se acepta la hipétesis que existe variacion en los
datos.

IV.-Evaluacion estadistica de las macetas a los veinte dias en SPSS
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a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Descriptivos

LPA20
95% del intervalo de confianza
Desviacién Error para la media
N Media estandar estandar Limite inferior  Limite superior  Minimo Maximo
RIZO AISL-1 16 12,1688 2,24550 ,56138 10,9722 13,3653 6,20 15,10
RIZO E10 15 11,5600 1,00698 ,26000 11,0024 12,1176 10,00 13,20
AZOTO 15 12,3133 2,34242 ,60481 11,0161 13,6105 5,00 15,00
RIZOE10+AZOT 15 10,7133 2,39758 ,61905 9,3856 12,0411 5,70 14,20
RIZO AISL-1+ AZOT 17 11,2294 2,05023 ,49725 10,1753 12,2835 7,00 14,40
AGUA 15 11,6667 2,22090 ,57343 10,4368 12,8966 8,00 14,80
N+ 16 10,6000 3,65641 ,91410 8,6516 12,5484 1,00 15,00
TOTAL 109 11,4587 2,40529 ,23038 11,0021 11,9154 1,00 15,10
b) Test de normalidad de los datos LPA
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA20  Rizo aisl-1 ,202 16 ,079 ,901 16 ,083
Rizo E10 111 15 ,200° ,962 15 ,731
Azoto ,251 15 ,012 775 15 ,002
Rizo E10+Azoto ,136 15 ,200° ,951 15 ,533
Rizo E10+Azoto ,103 17 ,200° ,960 17 ,640
Agua ,193 15 ,140 ,924 15 ,219
N+ ,169 16 ,200° ,893 16 ,062

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacién de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el valor de significancia (sig.) es mayor a 0.05( >0.05). Se acepta la normalidad
de los datos de la mayor parte de los datos analizados.
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos, LPA
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Interpretacién: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media, linea

central de cada caja. Por lo tanto podemos afirmar que los datos siguen una distribuciéon normal en
la mayoria de los tratamientos a los veinte dias de evaluacién de los datos.

d) Analisis de varianza del LPA

ANOVA
LPA20
Suma de Media
cuadrados gl cuadrdtica F Sig.
Entre grupos 40,851 6 6,808 1,189 ,318
Dentro de grupos 583,974 102 5,725
Total 624,824 108

Interpretacion: Interpretacién: Al observar el valor de la sig., el cual es 0.318. Como el p valor o
valor de significancia es mayor a 0.05. Por lo tanto no se acepta la hipétesis que existe variacién

en los datos analizados a los 20 dias de evaluacion

-135-



V. Estadistica descriptiva de la evaluacion de las plantas de caupi a los 30 dias de evaluacion

Informe
TRATAMIENTO LPA LR PFPA PFR PSPA PSR GR.TALLO BIO.FRESCA
RIZO AISL-1 Media 15,4028 71722 1,8200 ,3072 ,18178 ,02725 2,3000 6,2102
N 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 1,69884 1,61636 ,23833 ,04928 ,045040 ,006705 ,26667 1,16885
Minimo 13,40 5,00 1,48 ,25 ,120 ,018 2,00 4,74
Maximo 18,27 9,30 2,20 ,39 ,259 ,036 2,67 8,18
RIZO E10 Media 14,3667 6,2667 1,7453 ,3147 ,19533 ,02920 2,5000 6,4120
N 5 5 5 5 5 5 5 5
Desviacién estandar 1,59670 2,02128 ,22912 ,03176 ,032236 ,004194 ,35355 ,69507
Minimo 12,17 3,90 1,51 27 ,164 ,023 2,17 5,68
Maximo 15,83 9,43 2,13 ,35 ,236 ,035 3,00 7,52
AZOTO Media 15,9222 6,2139 1,9072 , 3000 ,16994 ,02619 2,2778 5,6267
N 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 1,74313 1,40018 ,19707 ,09371 ,029992 ,008069 ,34427 2,08045
Minimo 14,00 4,73 1,62 19 141 ,010 2,00 1,82
Maximo 19,00 8,60 2,17 ,43 ,217 ,031 2,83 7,16
RIZO AISL-1+AZOTO Media 13,4056 6,0611 1,6400 ,3211 ,16533 ,03494 2,3889 6,1500
N 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacién estandar 1,35227 1,56140 , 31198 ,08909 ,034972 ,012664 ,20184 1,25122
Minimo 11,50 4,33 1,21 ,23 ,123 ,022 2,00 4,66
Maximo 15,10 8,83 1,97 47 ,223 ,051 2,50 7,48
RI1ZO E10++AZOTO Media 13,4056 7,2722 1,6611 ,3483 ,16061 ,02956 2,3694 4,9800
N 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 2,04129 2,85279 ,33593 ,05616 ,043547 ,004599 ,23580 1,14529
Minimo 11,00 2,20 1,20 ,31 ,097 ,023 2,00 3,04
Maximo 15,90 10,90 2,23 ,46 ,221 ,033 2,67 6,00
AGUA Media 14,1500 7,0194 1,5567 ,2922 ,16325 ,02219 2,0574 5,0267
N 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 2,39961 2,91255 ,60444 ,06231 ,041654 ,006851 1,02575 2,28181
Minimo 10,50 2,00 ,36 ,24 ,083 ,011 ,01 72
Maximo 16,90 10,60 1,95 ,38 ,193 ,028 2,83 6,80
N+ Media 14,9361 6,5528 1,4783 ,2665 ,18604 ,02668 2,2847 3,7081
N 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 1,25186 2,23090 ,50479 ,10080 ,039511 ,007680 ,23336 2,71864
Minimo 12,50 3,00 ,81 13 ,140 ,014 2,00 2,08
Maximo 16,00 8,63 1,90 37 ,244 ,035 2,63 9,10
Total Media 14,5163 6,6606 1,6855 ,3070 17411 ,02797 2,3066 5,4212
N 41 41 41 4 41 41 4 41
Desviacién estandar 1,86935 2,05046 , 37531 ,07228 ,037650 ,008069 ,44986 1,86798
Minimo 10,50 2,00 ,36 13 ,083 ,010 ,01 72
Maximo 19,00 10,90 2,23 47 ,259 ,051 3,00 9,10
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VI. Prueba de normalidad experimento en macetas de caupi a los 30 dias

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA RIZO AISL-1 ,189 6 ,200° ,948 6 727
RIZO E10 ,254 5 ,200° ,887 5 ,344
AZOTO ,217 6 ,200° ,916 6 ,475
RIZO AISL- ,170 6 ,200° ,962 6 ,832
1+AZOTO
RI1ZO ,182 6 ,200° ,902 6 ,387
E10++AZOTO
AGUA ,199 6 ,200° ,956 6 ,785
N+ ,385 6 ,006 ,759 6 ,024
LR RIZO AISL-1 ,169 6 ,200° ,972 6 ,905
RIZO E10 ,254 5 ,200° ,940 5 ,665
AZOTO ,227 6 ,200° ,914 6 ,464
RIZO AISL- ,225 6 ,200° ,905 6 ,403
1+AZOTO
RIZO ,286 6 ,136 ,900 6 ,373
E10++AZOTO
AGUA ,196 6 ,200° ,950 6 ,740
N+ ,220 6 ,200° ,902 6 ,387
PFPA RIZO AISL-1 171 6 ,200° ,976 6 ,927
RIZO E10 ,344 5 ,053 ,847 5 ,185
AZOTO ,272 6 ,186 ,932 6 ,594
RIZO AISL- ,235 6 ,200° ,891 6 ,322
1+AZOTO
RIZO ,252 6 ,200° ,938 6 ,647
E10++AZOTO
AGUA ,322 6 ,051 ,700 6 ,006
N+ ,307 6 ,080 ,767 6 ,029
PFR RIZO AISL-1 ,303 6 ,089 ,881 6 ,272
RIZO E10 ,201 5 ,200° ,966 5 ,847
AZOTO ,191 6 ,200° ,924 6 ,533
RIZO AISL- ,152 6 ,200° ,943 6 ,680
1+AZOTO
RIZO ,321 6 ,052 ,677 6 ,003
E10++AZOTO
AGUA ,244 6 ,200° ,818 6 ,086
N+ ,202 6 ,200° ,894 6 ,337
PSPA RIZO AISL-1 ,261 6 ,200° ,924 6 ,532
RIZO E10 ,226 5 ,200° ,889 5 ,352
AZOTO ,240 6 ,200° ,905 6 ,405
RIZO AISL- ,155 6 ,200° ,968 6 ,882
1+AZOTO
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RIZO 112 6 ,200° ,996 6 ,999

E10++AZOTO
AGUA ,281 6 ,151 ,758 6 ,024
N+ ,227 6 ,200° ,903 6 ,390
PSR RIZO AISL-1 112 6 ,200° ,993 6 ,995
RIZO E10 ,218 5 ,200° ,969 5 ,869
AZOTO ,389 6 ,005 ,654 6 ,002
RIZO AISL- ,319 6 ,057 ,823 6 ,094
1+AZOTO
RIZO ,330 6 ,039 , 737 6 ,015
E10++AZOTO
AGUA ,361 6 ,014 ,788 6 ,046
N+ ,170 6 ,200° ,945 6 ,696
GR.TALLO RIZO AISL-1 ,203 6 ,200° ,920 6 ,506
RIZO E10 ,227 5 ,200° ,910 5 ,468
AZOTO ,290 6 ,125 ,840 6 ,131
RIZO AISL- ,376 6 ,008 ,666 6 ,003
1+AZOTO
RIZO ,210 6 ,200° ,959 6 ,816
E10++AZOTO
AGUA ,389 6 ,005 ,698 6 ,006
N+ ,226 6 ,200° ,928 6 ,568
BIO.FRESC RIZO AISL-1 ,216 6 ,200° ,959 6 ,812
A RIZO E10 ,216 5 ,200° ,927 5 ,579
AZOTO ,283 6 ,146 ,801 6 ,059
RIZO AISL- ,216 6 ,200° ,864 6 ,205
1+AZOTO
RIZO ,303 6 ,090 ,854 6 ,169
E10++AZOTO
AGUA ,232 6 ,200° ,806 6 ,067
N+ 317 6 ,060 ,683 6 ,004

*. Esto es un limite inferior de |a significacion verdadera.
a. Correccién de significacién de Lilliefors

Interpretacion

En la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50,
podemos afirmar que si el valor de significancia es >0.05. Se acepta la normalidad de los datos de cada
tratamiento. Ahora podemos realizar el analisis de varianzas , ANOVA para cada variable.
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VII. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados de caupi a los 30 dias

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LPA Entre grupos 33,354 6 5,559 1,776 ,134
Dentro de grupos 106,424 34 3,130
Total 139,779 40
LR Entre grupos 8,787 6 1,464 312 ,926
Dentro de grupos 159,389 34 4,688
Total 168,176 40
PFPA Entre grupos , 794 6 ,132 ,930 ,486
Dentro de grupos 4,840 34 ,142
Total 5,634 40
PFR Entre grupos ,023 6 ,004 ,708 ,646
Dentro de grupos ,186 34 ,005
Total ,209 40
PSPA Entre grupos ,006 6 ,001 ,649 ,691
Dentro de grupos ,051 34 ,001
Total ,057 40
PSR Entre grupos ,001 6 ,000 1,505 ,206
Dentro de grupos ,002 34 ,000
Total ,003 40
GR.TALLO Entre grupos ,632 6 ,105 ,480 ,818
Dentro de grupos 7,463 34 ,219
Total 8,095 40
BIO.FRESCA  Entre grupos 31,794 6 5,299 1,672 ,158
Dentro de grupos 107,779 34 3,170
Total 139,574 40

Interpretacion

Interpretacién: Al observar el valor de la sig. o p valor en todos los casos es mayor a 0.05 entonces se
acepta la hipétesis que hay no hay diferencias significativas en los grupos analizados. Sin embargo, se
puede realizar la prueba de Duncan para observar diferencias significativas para cada parédmetro
analizado.
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VIIl. Analisis estadistico de rangos multiples en STATGRAPHICS
Frijol caupi

Para realizar la prueba se realizé un cambio de la denominacion de los tratamientos, se le asigné a
cada tratamiento los siguientes valores:

Tratamientos Valores en el Numero de
Statgraphics repeticiones
Rizo aisl1 1 6
Rizo E10 2 6
Azoto 3 6
Rizo aisl-1+Azoto 4 6
Rizo E10+Azoto 5 6
Agua 6 6
Nitrato 7 6

Pruebas de Multiple Rangos para LPA 5 DiAS por TRATAMIENTOS

Método: 95.0 porcentaje LSD ??r;traste ?/g - 1DI();651’567H7C 'a 8/6(%?2163
TRATAMIENTOS Casos |Media Grupos 1-3 " 0.85625 0.5756 46
Homogéneos — - :

5 17 144706 |X 1-4 _ 0.925 0.603441

5 13 156923 |X 1-5 1.17794 0.568344

6 13 163462 X 1-6 * 0.990385 0.603441

7 13 17 X 1-7 * 0.735714 0.593006
2-3 -0.199519 |0.562852

3 16 1.76875 |X

7 14 1.88929 X 2-4 -0.130769 |0.591249

1 12 5625 X 2-5 0.122172 0.555382
2-6 -0.0653846 |0.591249
2-7 -0.320055 |0.580595
3-4 0.06875 0.562852
3-5 0.321691 0.525049
3-6 0.134135 0.562852
3-7 -0.120536 |0.55165
4-5 0.252941 0.555382
4-6 0.0653846 |0.591249
4-7 -0.189286 |0.580595
5-6 -0.187557 |0.555382
5-7 -0.442227 0.544026
6-7 -0.25467 0.580595

* indica una diferencia significativa.

Interpretacion.

Para discriminar las diferencias entre medias se utilizé el procedimiento de minima significancia (LSD) de Fisher. A
los 5 dias de evaluacion, seguin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la longitud de
la parte aérea (LPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares en asterisco nos
confirman que hay diferencias estadisticas entre los pares de tratamientos que se aprecian en la tabla derecha. Asi
por ejemplo se apreciaron diferencias significativas entre el tratamiento 1 “Rizo ais-1 y Rizo E10” (1-2), entre Rizo
aisl-1 y Azoto”(1-3), entre “Rizo aisl-1 y el consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto)”, entre los tratamientos “ los cuales
correspondian a En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente, pero si
entre las columnas. Ademas, entre los tratamientos “Rizo aisl-1 y el consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto)“(1-4), “Rizo
aisl-1 y el consorcio (Rizo E10+ Azoto)” (1-5). Finalmente, entre los tratamientos “Rizo aisl-1 y el agua” (1-6) y
entre los tratamientos “Rizo aisl-1 y nitrato” (1-7).
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Pruebas de Multiple Rangos para LPA 10 por TRATAMIENTO  |Contraste |Sig. |Diferencia | +/- Limites
1-2 - 1.33897 1.30363
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-3 0.346667 1.27845
1-4 0.30381 1.27845
1-5 - 1.92314 1.2187
1-6 0.526667  [1.25621
1-7 * 1.4159 1.30363
TRATAMIENTO |Casos |Media |Grupos 2-3 -0.992308  |1.32507
Homogéneos 2-4 -1.03516 1.32507
5 17 6.92353 [X 2-5 0.584163  [1.26753
i e E——r it
2 13 7.50769 |XX 3-4 -0.0428571 [1.3003
6 5 832 XX 3-5 " 157647 |1.24161
3 14 8.5 XX 3-6 0.18 1.27845
4 14 8.54286 | XX 3-7 1.06923 1.32507
1 15 8.84667 | X 4-5 - 1.61933 1.24161
4-6 0.222857  [1.27845
4-7 1.11209 1.32507
5-6 * -1.39647 1.2187
- . o "o [5-7 -0.50724 __ |1.26753
indica una diferencia significativa. 6-7 0.889231 130363

Interpretacion.

A los 10 dias de evaluacién, segin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la
longitud de la parte aérea (LPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares en
asterisco nos confirman que hay diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Se observan
diferencias entre el tratamiento “Rizo aisl-1 y Rizo E10” (1-2). Ademas entre el tratamiento “Rizo ais-1 y Rizo E10+ Azoto “( 1-
5), entre el tratamiento “ Rizo aisl-1 y con nitrato de potasio”( 1-7) entre el tratamiento “Azoto y el consorcio Rizo
E10+Azoto”( 3-5), entre el tratamiento. Asi también entre el tratamiento “consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto) ‘y el consorcio (Rizo
E10+ Azoto)“(4-5). Finalmente entre el tratamiento” el consorcio Rizo E10+Azoto y el agua” (5-6). En la tabla de la
izquierda los que estdn una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.
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Contraste |Sig. |Dif ] /- Limit
Pruebas de Multiple Rangos para QUINCE por ontraste 9 nerencia |+ BImres

TRATAMIENTO 1-2 0.965179 1.53082
1-3 -0.41625 1.50335
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-4 1.26375 1.50335
TRATAMIENTO Casos |Media Grupos Homogéneos 1-5 124963 1457
13 9.24615 |X
15 968 XX 1-6 0.612981 1.5619
17 9.69412 |XX 1-7 * 1.6976 1.5619

14 9.97857 XXX -1.38143 1.55445

13 10.3308 | XXX 0.298571 1.55445

16 10.9438 | XX 0.284454  |1.50966

W= oMo~

15 11.36 X

-0.352198 1.61114
0.732418 1.61114

* indica una diferencia significativa.

- * 1.68 1.52741

El StatAdvisor B * 1.66588 1.48181
1.02923 1.58507

- * 2.11385 1.58507

-0.0141176 (1.48181
-0.650769 1.58507
0.433846 1.58507
-0.636652 1.54117
0.447964 1.54117
1.08462 1.6407

oloo MDD W|WWI NN N NN
'
NN o N[o|lo| Nlo| o~ ||| MW

Interpretacion.

A los 15 dias de evaluacidn, segun el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la longitud de la
parte aérea (LPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Asi se aprecian en color rojo las
diferencias significativas, entre el tratamiento “Azoto y el consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto)” (3-4), entre el tratamiento
“Azoto y el consorcio (Rizo E10+ Azoto)”(3-5) y entre el tratamiento “ Azoto y Nitrato de potasio” ( 3-7). En la tabla de la
izquierda los que estdn una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.
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- Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
Pruebas de Multiple Rangos para LPA20 por TRATAMIENTO - 0.60875 17057
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-3 -0.144583 11.7057
TRATAMIENTO Casos |Media Grupos Homogéneos 1-4 1.45542 1.7057
7 16 10.6 X 1-5 0.939338 |1.65311
2 15 10.7133 XX 1-6 0.502083 [1.7057
5 17 11.2094 XX 1-7 1.56875 1.67797
5 15 ] 1:56 XX 2-3 -0.753333 |1.733
6 15 11.6667 1XX 2-4 0.846667 |1.733
1 16 12.1688 XX 2-5 0.330588 |[1.68125
3 15 123133 | X 2-6 -0.106667 |1.733
2-7 0.96 1.7057
* indica una diferencia significativa. 3-4 1.6 1.733
3-5 1.08392 1.68125
3-6 0.646667 |1.733
3-7 * 1.71333 1.7057
4-5 -0.516078 |1.68125
4-6 -0.953333 |1.733
4-7 0.113333 |1.7057
5-6 -0.437255 |1.68125
5-7 0.629412 [1.65311
6-7 1.06667 1.7057

Interpretacion.

A los 20 dias de evaluacion, seguin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la longitud
de la parte aérea (LPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Solo se llegd a apreciar una
diferencia estadistica significativa entre el tratamiento “Azoto y nitrato de potasio”( 3-7). En la tabla de la izquierda
los que estdn una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

Pruebas de Multiple Rangos para LPA25 por TRATAMIENTO 1-2 20102 6.55829
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-3 0.0901961 16.55829
TRATAMIENTO Casos [Media | Grupos Homogéneos 1-4 2.6102 6.55829
4 15 11.7133 |X 1-5 1.82353 6.35004
g 1? 12.2133 § 1-6 -5.19076 |6.68157
7 16 13.4375 XX 1-7 0.886029 |6.4485

3 15 14.2333 [XX - -1.92 6.76013
1 17 14.3235 |XX - 0.6 6.76013
6 14 19.5143 | X - -0.186667 |6.55829

* -7.20095 |6.87979
-1.12417  |6.65367
2.52 6.76013
1.73333 6.55829
-5.28095 |6.87979
0.795833 |[6.65367
-0.786667 |6.55829
* -7.80095 [6.87979
-1.72417  |6.65367
* -7.01429 |6.68157

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

QBB D] O W[W]|WINNDN NN
'
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Interpretacion.

A los 25 dias de evaluacion, segun el método de diferencias minimas
significativas (LSD) de Fisher, para la longitud de la parte aérea (LPA),
solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los
pares en asterisco nos confirman que hay diferencias estadisticas
entre los pares de tratamiento. Asi por ejemplo se aprecian
diferencias significativas entre el tratamiento “Rizo E10 y Agua” (2-
6), entre el tratamiento “consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto) y solo con
agua”(4-6). Finalmente entre el tratamiento “Consorcio (Rizo E10+
Azoto) y solo con agua”(5-6).

(¢}
'
N

-0.9375 6.4485
6-7 6.07679 6.77521
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8.2. Evaluacion estadistica a los treinta dias
Pruebas de Miiltiple Rangos para LPA por Macetas 30 Dias

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos
4 6 13.405 X

5 6 13.405 X

6 6 14.15 XX

2 5 14.366 XX

7 6 14.9367 |XX

1 6 15.405 XX

3 6 15.9233 X

columnas.
Pruebas de Miiltiple Rangos para LR por Macetas, 30 dias

Método: 95.0 porcentaje LSD

Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos
4 6 6.05833 [X
3 6 6.21333 [X
2 5 6.266 X
7 6 6.55167 [X
6 6 7.02 X
1 6 7.17333 [X
5 6 7.27167 [X

Interpretacion. A los 20 dias de evaluacion, segin el método de
diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la longitud
de raiz (LR), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los
pares. Los pares en asterisco nos confirman que no hay diferencias
estadisticas entre los pares de tratamientos que se aprecian en la
tabla derecha. En la tabla de la izquierda los que estan una misma
columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.
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Contraste  |Sig. |Diferencia | +/- Limites
1-2 1.039 2.17702
1-3 -0.518333  |2.0757
1-4 2.0 2.0757
1-5 2.0 2.0757
1-6 1.255 2.0757
1-7 0.468333 2.0757
2-3 -1.55733 2.17702
2-4 0.961 2.17702
2-5 0.961 2.17702
2-6 0.216 2.17702
2-7 -0.570667 |2.17702
3-4 * 2.51833 2.0757
3-5 * 2.51833 2.0757
3-6 1.77333 2.0757
3-7 0.986667 2.0757
4-5 0 2.0757
4-6 -0.745 2.0757
4-7 -1.53167 2.0757
5-6 -0.745 2.0757
5-7 -1.53167 2.0757
6-7 -0.786667  |2.0757

* indica una diferencia significativa.

Interpretacion. A los 30 dias de evaluacidn, segun el método de diferencias minimas significativas (LSD) de
Fisher, para la longitud de la parte aérea (LPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los
pares en asterisco nos confirman que hay diferencias estadisticas entre los pares de tratamientos que se
aprecian en la tabla derecha. Asi se aprecian diferencias estadisticas significativas entre el tratamiento “Azoto y
el consorcio (Rizo ais-1+ Azoto)”(3-4). Asi como, entre el tratamiento “Azoto y el consorcio (Rizo E10+ Azoto)”.
En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
1-2 0.907333 2.66418
1-3 0.96 2.54019
1-4 1.115 2.54019
1-5 -0.0983333  |2.54019
1-6 0.153333 2.54019
1-7 0.621667 2.54019
2-3 0.0526667 2.66418
2-4 0.207667 2.66418
2-5 -1.00567 2.66418
2-6 -0.754 2.66418
2-7 -0.285667 2.66418
3-4 0.155 2.54019
3-5 -1.05833 2.54019
3-6 -0.806667 2.54019
3-7 -0.338333 2.54019
4-5 -1.21333 2.54019
4-6 -0.961667 2.54019
4-7 -0.493333 2.54019
5-6 0.251667 2.54019
5-7 0.72 2.54019
6-7 0.468333 2.54019




Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
Pruebas de Miiltiple Rangos para PFPA por Macetas T2 00756667 T0.4649
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-3 -0.085 0.443265
Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos 1-4 0.181667 0.443265
Z 2 i‘s‘;zgg i 1-5 0.16 0.443265
) 3 1:64 < 1-6 0.263333 0.443265
5 6 166167 1% 1-7 0.343333 0.443265
2 5 1.746 X 2-3 -0.160667  |0.4649
1 6 1.82167 |X 2-4 0.106 0.4649
3 6 1.90667 X 2-5 0.0843333  |0.4649
* indica una diferencia significativa. 2-6 0.187667 04649
2-7 0.267667 0.4649
3-4 0.266667 0.443265
3-5 0.245 0.443265
3-6 0.348333 0.443265
3-7 0.428333 0.443265
4-5 -0.0216667 10.443265
4-6 0.0816667 |0.443265
4-17 0.161667 0.443265
5-6 0.103333 0.443265
5-7 0.183333 0.443265
6-7 0.08 0.443265

Interpretacion.

A los 30 dias de evaluacidén, segin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para el peso
fresco de la parte aérea (PFPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares en asterisco
nos confirman que no hay diferencias estadisticas entre los pares de tratamientos que se aprecian en la tabla
derecha. En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre

las columnas.

. Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
Pruebas de Multiple Rangos para PFR por Macetas
1-2 -0.00933333 0.0918918
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-3 0.00666667 0.0876154
Macetas Casos |Media Grupos Homogéneos 1-4 -0.015 0.0876154
7 6 0.268333 |X 1-5 20.0416667 _ |0.0876154
6 6 0.291667 X
3 6 03 % 1-6 0.015 0.0876154
1 3 0306667 |x 1-7 0.0383333  [0.0876154
2 5 0.316 X 2-3 0.016 0.0918918
4 6 0.321667 |X 2-4 -0.00566667  {0.0918918
5 6 0348333 X 2-5 -0.0323333 0.0918918
2-6 0.0243333 0.0918918
2-17 0.0476667 0.0918918
3-4 -0.0216667 0.0876154
Interpretacion 3-5 -0.0483333  [0.0876154
A los 30 dias de evaluacion, segin el método de diferencias 36 0.00833333 00376154
minimas significativas (LSD) de Fisher, para el peso fresco de la |37 0.0316667 0.0876154
raiz (PFR), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los [3_5 -0.0266667 0.0876154
pares. Los pares en asterisco nos confirman que no hay [4_¢ 0.03 0.0876154
diferencias estadisticas entre ninguno de los pares de [4_7 0.0533333 0.0876154
tratamientos que se aprecian en la tabla derecha. En la tabla de |5-6 0.0566667 0.0876154
la izquierda los que estdn una misma columna no difieren [5-7 0.08 0.0876154
estadisticamente, pero si entre las columnas. 6-7 0.0233333 0.0876154
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Pruebas de Muiltiple Rangos para PSPA por Macetas Contraste _|Sig. |Diferencia +/- Limites

1-2 -0.0132 0.047651
Método: 95.0 porcentaje LSD - 0.012 0.0454335
Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos - 0.0166667 0.0454335
5 6 0.160833 [X - 0.0211667 0.0454335
6 6 0.163167 |X - 0.0188333 0.0454335
4 6 0.165333 |X - -0.004 0.0454335
3 6 0.17 X - 0.0252 0.047651
1 6 0.182 X - 0.0298667 0.047651
7 6 0.186 X - 0.0343667 0.047651
2 5 0.1952 X - 0.0320333 0.047651

0.0092 0.047651

0.00466667 0.0454335

0.00916667 0.0454335

0.00683333 0.0454335

-0.016 0.0454335

0.0045 0.0454335

0.00216667 0.0454335

-0.0206667 0.0454335

-0.00233333  [0.0454335

-0.0251667 0.0454335

-0.0228333 0.0454335

[«)Y (9,1 L9} F N F N S FOVY FOV) KOV KUV 1NN 1 \OF 1 NOF FSF NS IR PR EE EE
'
N RN Koy BN [o)) RU,F BN Fo ) LU, | N BN Kol RUL 3 P o RUVE DN | Fo ) RO, | I Sy OS]

Interpretacion
A los 30 dias de evaluacion, segun el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para el peso
seco de la parte aérea (PSPA), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares en asterisco
nos confirman que no hay diferencias estadisticas entre ninguno de los pares de tratamientos que se aprecian en
la tabla derecha. En la tabla de la izquierda los que estdn una misma columna no difieren estadisticamente, pero
si entre las columnas.

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSR por Macetas Contrasic | Sig. | Diferencia +/- Limiies
Método: 95.0 porcentaje LSD 1-2 -0.00183333 0.00954726
1-3 0.001 0.00910296
Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos 1-4 -0.00766667 0.00910296
3 3 00223333 |x 1-5 -0.0025 0.00910296
1-6 0.00483333 0.00910296

3 6 0.0261667 |XX
o 3 0.0266667 %X 1-7 0.0005 0.00910296
7 3 00271667 1% 2-3 0.00283333 0.00954726
2 5 0.029 X 2-4 -0.00583333 0.00954726
5 3 0.0296667 1% 2-5 -0.000666667  10.00954726
n 3 0.0348333 M 2-6 0.00666667 0.00954726
* indica una diferencia significativa. 27 000233333 0.00954726
: 3-4 -0.00866667 0.00910296
3-5 -0.0035 0.00910296
3-6 0.00383333 0.00910296
3-7 -0.0005 0.00910296
4-5 0.00516667 0.00910296
4-6 0.0125 0.00910296
4-7 0.00816667 0.00910296
5-6 0.00733333 0.00910296
5-7 0.003 0.00910296
Interpretacion. 6-7 -0.00433333 0.00910296

A los 30 dias de evaluacion, segun el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para el peso
seco de raiz (PSR), solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares en asterisco nos
confirman que no hay diferencias estadisticas entre un par de tratamientos que se aprecian en la tabla derecha.
En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las
columnas.
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Pruebas de Miiltiple Rangos para GROSOR TALLO por Macetas

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos
6 6 2.05667 [X
3 6 2.27667 [X
7 6 2.28667 |X
1 6 2.3 X
5 6 2.37 X
4 6 2.38833 [X
2 5 2.502 X

* indica una diferencia significativa.

Interpretacion.

A los 30 dias de evaluacion, segun el método de diferencias
minimas significativas (LSD) de Fisher, para el grosor de tallo, solo
tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares
en asterisco nos confirman que no hay diferencias estadisticas
entre ninguno de los pares de tratamientos que se aprecian en la
tabla derecha. En la tabla de la izquierda los que estan una misma
columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.

Pruebas de Miiltiple Rangos para BIOMASA FRESCA TOTAL por
Macetas

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Macetas |Casos |Media Grupos Homogéneos
7 6 3.70833 [X

5 6 4.98 XX

6 6 5.02667 |XX

3 6 5.62667 |XX

4 6 6.15 X

1 6 6.21 X

2 5 6.412 X

* indica una diferencia significativa.

Interpretacion.

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
1-2 -0.202 0.576462
1-3 0.0233333 0.549635
1-4 -0.0883333  |0.549635
1-5 -0.07 0.549635
1-6 0.243333 0.549635
1-7 0.0133333 0.549635
2-3 0.225333 0.576462
2-4 0.113667 0.576462
2-5 0.132 0.576462
2-6 0.445333 0.576462
2-7 0.215333 0.576462
3-4 -0.111667 0.549635
3-5 -0.0933333  10.549635
3-6 0.22 0.549635
3-7 -0.01 0.549635
4-5 0.0183333 0.549635
4-6 0.331667 0.549635
4-17 0.101667 0.549635
5-6 0.313333 0.549635
5-7 0.0833333 0.549635
6-7 -0.23 0.549635
Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
1-2 -0.202 2.19101
1-3 0.583333 2.08905
1-4 0.06 2.08905
1-5 1.23 2.08905
1-6 1.18333 2.08905
1-7 2.50167 2.08905
2-3 0.785333 2.19101
2-4 0.262 2.19101
2-5 1.432 2.19101
2-6 1.38533 2.19101
2-7 * 2.70367 2.19101
3-4 -0.523333 2.08905
3-5 0.646667 2.08905
3-6 0.6 2.08905
3-7 1.91833 2.08905
4-5 1.17 2.08905
4-6 1.12333 2.08905
4-17 * 2.44167 2.08905
5-6 -0.0466667  |2.08905
5-7 1.27167 2.08905
6-7 1.31833 2.08905

A los 30 dias de evaluacién, segin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la biomasa fresca

total, solo tiene un riesgo de 5% de que sean diferentes los pares. Los pares en asterisco nos confirman que hay diferencias
estadisticas significativas entre el tratamiento “Rizo aisl-1 y nitrato” (1-7), entre el tratamiento “Rizo E10 y nitrato”( 2-7) y
finalmente entre el tratamiento “Consorcio (Rizo Aisl-1+ azoto) y nitrato” ( 4-7). En la tabla de la izquierda los que estan una

misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.
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Xl.-Evaluacion estadistica de las macetas a los cinco dias tarwi

a)Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Informe
LPA 5DIAS
Desviacién Error estandar
TRATAMIENTO Media N estandar Minimo Méaximo  Varianza de la media
Rizo aisl-1 7,1681 6 3,28917 4,50 11,93 10,819 1,34280
Rizo E10 9,0375 6 3,14467 4,55 12,60 9,889 1,28381
Azoto 10,8292 6 , 78905 10,15 12,25 ,623 ,32213
Rizo E10+Azoto 9,8333 6 3,57783 3,17 12,73 12,801 1,46064
Rizo aisl-1+Azoto 7,9917 6 3,09761 4,15 12,25 9,595 1,26459
Agua 8,4986 6 3,13474 5,13 12,90 9,827 1,27975
N+ 8,8542 6 2,93174 3,98 11,63 8,595 1,19688
Total 8,8875 42 2,97277 3,17 12,90 8,837 ,45871
b) Prueba a de normalidad
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk

TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA 1 ,305 6 ,084 ,787 6 ,044

2 ,188 6 ,200° ,946 6 ,705

3 ,199 6 ,200° ,864 6 ,205

4 ,280 6 ,153 ,812 6 ,075

5 ,211 6 ,200° ,924 6 ,532

6 ,221 6 ,200° ,901 6 ,379

7 ,204 6 ,200° ,901 6 ,382

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacién de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el estadistico es >0.05. Se acepta la normalidad de los datos de cada tratamiento de

la mayoria de datos analizados, ello se afirma al evaluar el sig. el cual es mayor a 0.05.
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c) Prueba de normalidad

12,50 l l
10,00 -
o
=1 750+
5,00
pis
20
o
2,507
T T T T T T T
RIZD AISL-1  RIZOEID  AZOTO RIZO RIZOAISL-  AGUA M+
E10+A7Z0TO  1+A70TO
TRATAMIENTO

Interpretacién: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media, linea central
de cada caja. Por lo tanto podemos afirmar que los datos siguen una distribucion normal en la mayoria
de los tratamientos a los veinticinco dias de evaluacién de los datos.

d) Analisis de varianza del LPA

ANOVA
LPA 5 DIAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 51,591 6 8,599 ,968 461
Dentro de grupos 310,740 35 8,878
Total 362,331 41

Interpretacién: Al observar el valor de la sig., el cual es 0.461. Como el p valor o valor de significancia
es mayor a 0.05 entonces se acepta la hipétesis que hay variacion entre los grupos analizados o no
hay diferencias significativas en cada grupo. Por lo tanto no realizamos pruebas adicionales.
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Xl.-Evaluacion estadistica de las macetas a los diez dias tarwi

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Informe
LPA DIEZ DIAS
Desviacién Error estandar
TRATAMIENTO Media N estandar Maximo Minimo Varianza de curtosis
RI1ZO AISL-1 11,1500 6 4,16176 16,83 6,50 17,320 1,741
RIZO E10 13,4861 6 3,55487 16,83 7,80 12,637 1,741
AZOTO 15,1042 6 1,26821 17,43 13,78 1,608 1,741
RIZO E10+AZOTO 13,0875 6 5,25299 17,70 4,65 27,594 1,741
RI1ZO AISL-1+AZOTO 11,7278 6 4,62214 17,17 5,75 21,364 1,741
AGUA 12,5958 6 3,65487 17,30 8,00 13,358 1,741
N+ 14,7208 6 3,11578 18,18 9,80 9,708 1,741
Total 13,1246 42 3,80731 18,18 4,65 14,496 717
b) Pruebe a de normalidad
LPA DIEZ DIAS
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk

TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA RIZO AISL-1 ,200 6 ,200° ,916 6 479

RIZO E10 ,188 6 ,200° ,905 6 ,404

AZOTO ,246 6 ,200° ,884 6 ,288

RIZO E10+AZOTO ,239 6 ,200° ,867 6 ,214

RIZO AISL-1+AZOTO 212 6 ,200° ,909 6 ,429

AGUA ,240 6 ,200° ,924 6 ,531

N+ ,159 6 ,200° ,956 6 ,790

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el estadistico es >0.05. Se acepta la normalidad de los datos de cada tratamiento a

los diez dias de evaluacion.
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos de LPA
LPA 10 dias
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Interpretacién: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media y los datos
siguen una distribucion normal en todos los tratamientos.

d) Analisis de varianza del LPA, 10 dias

ANOVA
LPA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 76,371 6 12,728 ,860 ,533
Dentro de grupos 517,950 35 14,799
Total 594,321 41

Interpretacién: Al observar el valor de la sig. o p valor no, el cual es 0.533. Como el p valor o valor de
significancia es mayor a 0.05 entonces se acepta la hipétesis que no hay variacién entre los grupos

analizados o no hay diferencias significativas en cada grupo.
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Xll.-Evaluacion estadistica de las macetas a los quince dias tarwi

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Informe
LPA15
Desviacién Error estandar
TRATAMIENTO Media N estandar Méaximo  Minimo  Varianza  de la media
RIZO AISL-1 13,8556 6 6,02139 21,65 7,80 36,257 2,45822
RIZO E10 18,2153 6 5,20920 23,67 9,90 27,136 2,12665
AZOTO 19,5917 6 1,41930 22,30 18,43 2,014 ,57943
RIZO E10+AZOTO 17,7681 6 7,31638 24,00 5,93 53,529 2,98690
RIZO AISL- 15,5944 6 6,07061 22,20 7,00 36,852 2,47831
1+AZOTO
AGUA 16,5083 6 5,39434 22,58 9,68 29,099 2,20223
N+ 16,1792 6 4,84044 22,10 9,05 23,430 1,97610
Total 16,8161 42 5,34092 24,00 5,93 28,525 ,82412
b) Pruebe de normalidad
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
TRATAMIENTO Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA15  RIZO AISL-1 ,240 6 ,200° ,861 6 ,191
RIZO E10 ,290 6 ,126 ,903 6 ,394
AZOTO ,282 6 ,147 ,803 6 ,063
RIZO E10+AZOTO ,288 6 ,131 ,835 6 ,118
RI1ZO AISL-1+AZOTO ,190 6 ,200° ,930 6 ,576
AGUA ,263 6 ,200° ,875 6 ,246
N+ ,145 6 ,200° ,977 6 ,935

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacién de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el estadistico es mayor a 0.05 (>0.05). Se acepta la normalidad de los datos de cada

tratamiento a los quince dias de evaluacién.

-152 -



c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos de LPA
LPA 15 dias
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Interpretacién: Al observar la grafica podemos concluir que hay una cercania a la media, linea central
de cada caja. Por lo tanto podemos afirmar que los datos siguen una distribucién normal en la mayoria
de los tratamientos a los veinticinco dias de evaluacién de los datos.

d) Analisis de varianza del LPA, 15 dias

ANOVA
LPA15
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 127,952 6 21,325 717 ,639
Dentro de grupos 1041,589 35 29,760
Total 1169,541 41

Interpretacién: Al observar el valor de la sig. o p valor , el cual es 0.639. Como el p valor o valor de
significancia es mayor a 0.05 entonces se acepta la hipétesis que no hay variacién entre los grupos
analizados o no hay diferencias significativas en cada grupo a los quince dias de evaluacién.
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Xlll.-Evaluacion estadistica de las macetas a los veinte tarwi

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Informe
LPA20
Desviacién Error estandar

TRATAM Media estandar Maximo Minimo Varianza de la media
RIZO AISL-1 16,72222 6,275611 24,400 9,400 39,383 2,562008
RIZO E10 20,91944 6,986685 28,175 9,167 48,814 2,852302
AZOTO 23,10417 1,079400 24,925 21,800 1,165 ,440663
RIZO E10+AZOTO 21,54306 7,801625 28,167 7,725 60,865 3,185000
RIZO AISL+AZOTO 18,05694 6,087203 25,067 9,125 37,054 2,485090
AGUA 19,02361 6,412138 25,767 10,525 41,116 2,617744
N+ 18,42917 5,434414 26,075 10,675 29,533 2,218590
TOTAL 19,68552 5,988424 28,175 7,725 35,861 ,924034

b) Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

TRATAM Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA20 RIZO AISL-1 ,222 6 ,200° ,890 6 ,317

RIZO E10 ,164 6 ,200° ,927 6 ,554

AZOTO 173 6 ,200° ,959 6 ,813

RIZO ,214 6 ,200° ,865 6 ,208

E10+AZOTO

RI1ZO ,169 6 ,200° ,946 6 711

AISL+AZOTO

AGUA ,222 6 ,200° ,890 6 ,319

N+ ,152 6 ,200° ,989 6 ,988

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Interpretacion: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el estadistico es mayor a 0.05 (>0.05). Se acepta la normalidad de los datos de cada
tratamiento a los veinte dias de evaluacion.
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos de LPA
LPA 20 dias
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d) Analisis de varianza (ANOVA) de la longitud de parte aérea LPA

LPA 20 dias
ANOVA

LPA20

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 180,661 6 30,110 ,817 ,564
Dentro de grupos 1289,650 35 36,847
Total 1470,310 41

Interpretacién: Al observar el valor de la sig. o p valor , el cual es 0.564. Como el p valor o valor de
significancia es mayor a 0.05 entonces se acepta la hipétesis que no hay variacién entre los grupos
analizados o no hay diferencias significativas en cada grupo a los veinte dias de evaluacion. Sin
embargo, podemos hacer pruebas complementarias con el analisis de rangos multiples de Fisher para
evaluar diferencias significativas entre los tratamientos analizados.
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XIV.-Evaluacion estadistica de las macetas a los veinte cinco dias tarwi

a) Estadistica descriptiva de la longitud de la parte aérea (LPA)

Informe
LPA25
Desviacion Error estandar

TRATAM Media estandar Méximo Minimo Varianza de la media
Rizo aisl-1 18,88611 6,791274 26,275 10,267 46,121 2,772526
Rizo E10 23,20139 6,906017 29,867 11,100 47,693 2,819370
Azoto 24,74167 1,115198 26,650 23,250 1,244 ,455278
Rizo E10+Azoto 23,27639 8,292404 29,867 7,675 68,764 3,385360
Rizo aisl+Azoto 19,80278 6,622279 27,167 9,667 43,855 2,703534
Agua 20,84861 6,142485 28,050 13,733 37,730 2,507659
N+ 21,03333 5,855012 28,025 12,500 34,281 2,390299
Total 21,68433 6,165394 29,867 7,675 38,012 ,951341

b) Prueba de normalidad de la longitud de la parte aérea (LPA)

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?2 Shapiro-Wilk
TRATAM Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LPA25 Rizo aisl-1 ,190 6 ,200° ,888 6 ,307
Rizo E10 ,195 6 ,200° ,897 6 ,355
Azoto ,268 6 ,200° ,933 6 ,603
Rizo E10+Azoto 274 6 ,180 ,816 6 ,082
Rizo aisl+Azoto 171 6 ,200° ,943 6 ,686
Agua ,220 6 ,200° ,893 6 ,336
N+ ,168 6 ,200° ,968 6 ,876

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors

Interpretacién: En la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, con muestras menores a 50, podemos
afirmar que si el estadistico es mayor a 0.05 (>0.05). Se acepta la normalidad de los datos de cada
tratamiento a los veinticinco dias de evaluacion.
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c) Diagrama de cajas para evaluar la normalidad de los datos de LPA
LPA 25 dias
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d) Analisis de varianza (ANOVA) de la longitud de parte aérea LPA
LPA 25 dias

ANOVA
LPA25
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 160,056 6 26,676 ,668 ,676
Dentro de grupos 1398,440 35 39,955
Total 1558,495 41

Interpretacién: Al observar el valor de la sig. o p valor , el cual es 0.676. Como el p valor o
valor de significancia es mayor a 0.05 entonces se acepta la hip6tesis que no hay variacién
entre los grupos analizados o no hay diferencias significativas en cada grupo a los
veinticinco dias de evaluacion.
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XV. Informe estadistico del tarwi
a) Estadistica descriptiva del crecimiento del cultivo de tarwi a los 30 dias de evaluacion

TRATAMIENTO N.HOJAS LPA LR PFPA PFR PSPA PSR GROSOR BIOMASA
RIZO AISL-1 N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 2,03965 7,60609 4,71846 ,50225 ,20206 ,0247205 ,0151993 ,13544 ,89944
Media 5,0278 20,4375 8,5861 2,1331 ,3617 ,178940 ,031685 2,0486 2,4103
Minimo 3,00 10,70 4,10 1,29 ,07 ,1375 ,0140 1,88 ,68
Maximo 7,50 29,13 15,20 2,80 ,65 ,2100 ,0518 2,25 3,15
RIZO E10 N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar ,95839 7,16773 3,18719 ,61269 ,11566 ,0484765 ,0067663 ,26220 ,61479
Media 6,9444 24,8764 9,2306 2,3106 ,3917 ,188950 ,027322 2,0000 2,7022
Minimo 5,50 12,55 4,25 1,41 ,30 ,1051 ,0184 1,50 1,71
Méaximo 8,00 32,87 12,73 3,05 ,60 ,2453 ,0348 2,25 3,37
AZQOTO N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar ,90126 ,90774 5,54392 ,33732 ,07874 ,0082885 ,0315424 ,10176 ,38071
Media 6,5694 27,4347 15,1069 2,2975 ,5422 ,204185 ,057346 2,1042 2,8397
Minimo 5,50 26,20 10,33 2,00 ,43 ,1887 ,0260 2,00 2,54
Maximo 7,50 28,75 23,38 2,82 ,64 2117 ,1020 2,28 3,37
RIZO AIS-1+AZOTO N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 1,24545 6,13012 2,31095 ,45534 ,10734 ,0397535 ,0157702 ,41183 ,49367
Media 5,9306 22,4389 8,0681 2,3194 ,3830 ,194340 ,035889 2,2292 2,7024
Minimo 4,00 15,00 6,07 1,65 ,22 ,1393 ,0201 1,83 1,87
Méaximo 7,67 29,47 11,65 2,90 ,52 ,2511 ,0599 3,00 3,33
RIZO E10+AZOTO N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 1,91461 9,28388 4,37735 ,60798 ,10903 ,0720888 ,0530041 ,39039 ,97094
Media 6,5556 25,8306 11,3222 2,3631 ,4197 ,210190 ,074143 2,3111 2,6411
Minimo 3,00 8,50 3,50 1,44 ,26 ,0864 ,0310 1,95 ,85
Maximo 8,25 33,47 15,80 3,31 ,53 ,2933 ,1632 3,00 3,79
AGUA N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 2,00260 6,92506 4,89407 ,44783 ,11493 ,0513664 ,0295432 ,26701 ,561273
Media 5,2917 22,7347 8,6347 2,2497 ,3227 ,196304 ,029953 2,1528 2,5608
Minimo 3,33 14,07 3,65 1,71 ,21 1274 ,0107 1,88 1,96
Méaximo 7,33 30,25 15,38 2,81 ,50 ,2636 ,0892 2,63 3,16
N+ N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Desviacion estandar 1,23238 6,05147 5,35507 ,26470 ,00088 ,0220173 ,0130347 ,07360 ,28702
Media 5,8750 22,8982 11,7403 2,0140 ,4050 ,176039 ,023088 2,0333 2,4190
Minimo 4,00 13,37 6,17 1,69 ,31 ,1539 ,0101 1,95 2,01
Méximo 7,25 30,03 19,45 2,43 ,52 ,2048 ,0392 2,13 2,74
Total N 42 42 42 42 42 42 42 42 42
Desviacion estandar 1,57035 6,61409 4,76141 ,45529 ,13034 ,0413957 ,0310251 ,26779 ,60919
Media 6,0278 23,8073 10,3841 2,2411 ,4037 ,192707 ,039918 2,1256 2,6108
Minimo 3,00 8,50 3,50 1,29 ,07 ,0864 ,0101 1,50 ,68
Méaximo 8,25 33,47 23,38 3,31 ,65 ,2933 ,1632 3,00 3,79
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b) Prueba de normalidad de los datos de tarwi a los 30 dias

N.HOJAS

LPA

LR

PFPA

PFR

TRATAMIENTO
RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RI1ZO E10+AZOTO
AGUA

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
,204 6 ,200° ,859 6 ,186
,198 6 ,200° ,922 6 ,521
,216 6 ,200° ,847 6 ,149
,189 6 ,200° ,979 6 ,945
,219 6 ,200° ,840 6 ,131
,303 6 ,090 ,754 6 ,022
,286 6 ,136 ,892 6 ,330
,199 6 ,200° ,909 6 ,430
,256 6 ,200° ,915 6 ,470
174 6 ,200° ,978 6 ,941
,204 6 ,200° ,889 6 ,311
,237 6 ,200° ,833 6 ,114
,251 6 ,200° ,869 6 ,223
,192 6 ,200° ,962 6 ,833
,205 6 ,200° ,872 6 ,233
171 6 ,200° ,945 6 ,699
,258 6 ,200° ,836 6 ,120
,264 6 ,200° ,855 6 172
,229 6 ,200° ,906 6 412
,310 6 ,073 ,832 6 ,113
,181 6 ,200° ,916 6 A77
,184 6 ,200° ,960 6 ,818
174 6 ,200° ,967 6 ,870
,297 6 ,105 ,839 6 ,129
,164 6 ,200° ,962 6 ,832
,223 6 ,200° ,956 6 ,790
,190 6 ,200° ,928 6 ,564
,220 6 ,200° ,937 6 ,633
,137 6 ,200° ,996 6 ,999
,232 6 ,200° ,836 6 ,120
,206 6 ,200° ,952 6 ,759
,222 6 ,200° ,955 6 ,782
,210 6 ,200° ,917 6 ,487
,343 6 ,026 ,837 6 ,122

-159 -



PSPA

PSR

GROSOR

BIOMASA

N+

RIZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RIZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

RI1ZO AISL-1

RIZO E10

AZOTO

RIZO AIS-1+AZOTO
RIZO E10+AZOTO
AGUA

N+

232
186
223
255
159
246
152
,206
181
,187
248
234
278
,369
231
,307
333
252
243
229
216
341
298
249
277
241
344
196
233

D OO O O OO o o0 0O o o0 o0 o o o0 o6 o0 o oo o o0 o0 o o o o o0 o o

,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,200°
,163
,011
,200°
,081
,036
,200°
,200°
,200°
,200°
,028
,104
,200°
,168
,200°
,025
,200°
,200°

851
,963
923
845
,988
933
974
,888
,929
922
894
911
843
666
844
,904
812
886
846
888
,902
,804
,800
929
,800
,947
,850
897
919

o OO O O OO O o OO o o o0 o o o0 o o0 o oo o o0 o0 o0 o o o o0 o o

159
844
527
145
984
601
917
310
575
518
340
441
137
,003
142
396
075
295
146
310
387
064
,058
573
,059
718
157
355
500

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacién de Lilliefors
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c) Analisis de varianza ( ANOVA) del tarwi a los 30 dias de evaluacion

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
N.HOJAS Entre grupos 17,921 6 2,987 1,257 ,302
Dentro de grupos 83,185 35 2,377
Total 101,106 41
LPA Entre grupos 201,598 6 33,600 , 739 ,622
Dentro de grupos 1591,993 35 45,486
Total 1793,591 41
LR Entre grupos 228,074 6 38,012 1,897 ,109
Dentro de grupos 701,437 35 20,041
Total 929,511 41
PFPA Entre grupos ,554 6 ,092 ,407 ,870
Dentro de grupos 7,945 35 ,227
Total 8,499 41
PFR Entre grupos ,170 6 ,028 1,885 ,111
Dentro de grupos ,526 35 ,015
Total ,696 41
PSPA Entre grupos ,006 6 ,001 ,506 ,800
Dentro de grupos ,065 35 ,002
Total ,070 41
PSR Entre grupos ,013 6 ,002 2,737 ,028
Dentro de grupos ,027 35 ,001
Total ,039 41
GROSOR  Entre grupos ,459 6 ,077 1,080 ,393
Dentro de grupos 2,481 35 ,071
Total 2,940 41
BIOMASA  Entre grupos ,897 6 ,150 ,366 ,896
Dentro de grupos 14,318 35 ,409
Total 15,216 41
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XVI. Analisis estadistico de rangos multiples en STATGRAPHICS del cultivo
de tarwi

Para realizar la prueba se realizé un cambio de la denominacién de los tratamientos, se le asign6 a cada tratamiento los
siguientes valores:

Tratamientos Valores en el Numero de
Statgraphics repeticiones
Rizo aisl1 1 6
Rizo E10 2 6
Azoto 3 6
Rizo E10+Azoto 4 6
Rizo Aisl-1+Azoto 5 6
Agua 6 6
Nitrato 7 6

Pruebas de Miiltiple Rangos para LPA 5 por MACETAS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

MACETAS Casos |Media Grupos Homogéneos

T A 168 = 1-2 i -1.8695 3.49236
5 3 700167 |xX 1-3 E 3.66117 3.49236
6 6 8.49867 |XX 1-4 -2.66533 3.49236
7 6 8.85417 |[Xx 1-5 -0.823667  |3.49236
2 6 9.0375  |XX - -1.33067 3.49236
4 6 9.83333 XX 3 168617 |3.49236
3 6 10.8292 | x

-1.79167 3.49236

-0.795833 3.49236

* indica una diferencia significativa.

1.04583 3.49236

0.538833 3.49236

0.183333 3.49236

0.995833 3.49236

(o)} IV, V.| QNN ANy NG BEOVY RLUVY RUSY BRUSY I (O I (O I NS} BN \O 3 I \O R By B
1
N 9 N 9 N9 QN B QN AW QIS

2.8375 3.49236
- 2.3305 3.49236
- 1.975 3.49236
- 1.84167 3.49236
- 1.33467 3.49236
- 0.979167 3.49236
- -0.507 3.49236
- -0.8625 3.49236
- -0.3555 3.49236

Interpretacion

A los 5 dias de evaluacion, segin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la longitud de la
raiz(LR), con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente,
cuando la diferencia real es igual a 0. En la tabla de la derecha los pares en asterisco nos confirman que hay diferencias
estadisticas entre los pares de tratamientos que se aprecian en la tabla derecha. Se observaron diferencias
sigfnificativas entre el tratamiento “Solo con Rizo ais.1 y solo con Azoto”. En la tabla de la izquierda los que estan una
misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.

Nota: En el mismo test de Fisher, de rangos multiples no se apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos
analizados a los 10, 15, 20, 25 dias 30dias de realizado el experimento. Sin embargo, fue significativo en otros
parametros segun se detalla a continuacién. Asi mismo, el PFPA y el PSPA, no resultaron significativos a los 30 dias de
evaluacion.
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Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
Pruebas de Multiple Rangos para LR por TRATAMIENTO a 1-2 -0.645 5.24725
los 30 dias 1-3 -6.52333 5.24725
1-4 0.516667 5.24725
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD G 73667 524775
TRATAMIENTO  |Casos |Media  |Grupos Homogéneos 1-6 -0.0483333 |5.24725
4 6 8.07 X 1-7 -3.155 5.24725
1 6 8.58667 (X 2-3 -5.87833 5.24725
6 6 8.635 X 2-4 1.16167 5.24725
2 6 9.23167 |X 2-5 -2.09167 5.24725
5 6 11.3233 |XX 2-6 0.596667 5.24725
7 6 11.7417 |XX 2-7 -2.51 5.24725
3 6 15.11 X 3-4 7.04 5.24725
3-5 3.78667 5.24725
* indica una diferencia significativa 3.6 6.475 5.24725
3-7 3.36833 5.24725
4-5 -3.25333 5.24725
4-6 -0.565 5.24725
4-7 -3.67167 5.24725
5-6 2.68833 5.24725
5-7 -0.418333  [5.24725
Interpretacion: 6-7 -3.10667 5.24725

A los 30 dias de evaluacidn, seglin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la longitud de la
raiz(LR), hay un riesgo de 5%, los pares en asterisco nos confirman que hay diferencias estadisticas entre los pares de
tratamientos que se aprecian en la tabla derecha. Asi mismo, se aprecian diferencias entre los tratamientos “Rizo Aisl-1
y Azoto”( 1-3), entre los tratamientos “Solo con Rizo E10 y solo con Azoto” (2-3). Asi también entre los tratamientos
“Solo con Azoto y el consorcio (Rizo E10+ Azoto)”( 3-4). Finalmente entre los tratamientos “Azoto y Agua” (3-6). En la
tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las columnas.

Pruebas de Multiple Rangos para PSPA por Tratamiento Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites
1-2 -0.01 0.0503672
l}dettOdof 9t5'0 POéce“taJe I;‘;Dd, — 1-3 20.02525 0.0503672
ratamiento asos edia rupos Homogéneos
- 3 0176067 _1x 1-4 -0.0154 0.0503672
1 6 0.17895 X 1-5 -0.03125 0.0503672
2 6 0.18895 X 1-6 -0.01735 0.0503672
4 6 0.19435 X 1-7 0.00288333  |0.0503672
g 2 8;(9)2; i 2-3 20.01525 0.0503672
3 3 02102 < 2-4 -0.0054 0.0503672
2-5 -0.02125 0.0503672
* indica una diferencia significativa. 2-6 -0.00735 0.0503672
2-7 0.0128833 0.0503672
3-4 0.00985 0.0503672
3-5 -0.006 0.0503672
3-6 0.0079 0.0503672
» 3-7 0.0281333 0.0503672
Interpretacion: 4-5 001585 |0.0503672
A los treinta dia de evaluacion, segun el método de diferencias - e :
minimas significativas (LSD) de Fisher, para el peso seco de la parte |4-6 -0.00195 0.0503672
aérea ( PSPA), con un riesgo de 5%, los pares en asterisco nos |4 -7 0.0182833 0.0503672
confirman que no hay diferencias estadisticas entre ninguno de los [5_¢ 0.0139 0.0503672
tcrata}mlentos analizados, siegun la tabl.a derecha. En la tabla. <.:|e la 5.7 0.0341333 0.0503672
izquierda los que estdan una misma columna no difieren
estadisticamente, pero si entre las columnas 6-7 0.0202333 0.0503672
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El StatAdvisor Contraste  |Sig. |Diferencia +/-

Pruebas de Multiple Rangos para PSR por Limites

TRATAMIENTOS a los 30 dias 1- 0.00435 0.0324622
. 1- -0.0256667 0.0324622

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTOS Casos |Media Grupos - -0.0042 0.0324622

Homogéneos - *1-0.0424333 0.0324622

7 6 0.0231 X

) 6 002735 XX - 0.00173333 0.0324622

6 6 0.0299667 |XX - 0.0086 0.0324622

1 6 0.0317 XX - -0.0300167  [0.0324622

4 6 0.0359 XX

3 6 0.0573667 X - -0.00855 0.0324622

5 6 0.0741333 % - * -0.0467833 0.0324622

-0.00261667 ]0.0324622
0.00425 0.0324622
0.0214667 0.0324622
-0.0167667 0.0324622
0.0274 0.0324622
*10.0342667 0.0324622
*1-0.0382333 0.0324622
0.00593333 0.0324622
0.0128 0.0324622
*10.0441667 0.0324622
*10.0510333 0.0324622
0.00686667 0.0324622

* indica una diferencia significativa.

1
N 9 N Q) ] 0 Q] N | B Q] O ] B W QN | B W

QN | | B B B W] W[ W[ W] NN NN = =] = =
1

Interpretacion:

A los treinta dia de evaluacion, segin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para el
peso seco de raiz ( PSR), hay un riesgo de 5%, los pares en asterisco nos confirman que hay diferencias
estadisticas entre los tratamientos analizados. Se aprecian diferencias entre el tratamiento entre los
tratamientos “Rizo aisl-1 y el consorcio (Rizo Aisl-1+ Azoto)” (1-5), entre los tratamientos “ Rizo E10 y el consorcio
(Rizo aisl-1+ Azoto)”(2-5), entre los tratamientos “ Azoto y nitrato”( 3-7) y entre el tratamiento “ consorcio (Rizo
E10+ Azoto) y el consorcio (Rizo Aisl-1+Azoto)”( 4-5). Asi mismo entre el tratamiento “consorcio (Rizo aisl-1+
Azoto) y el agua” (5-6). Finalmente entre el tratamiento “El consorcio (Rizo aisl-1+ Azoto) y nitrato de potasio”( 5-
7). En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente, pero si entre las
columnas.
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Pruebas de Muiltiple Rangos para Grosor del tallo por Tratamiento

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos 1-2 0.0483333 0.312556
2 6 2.00167 |[X - -0.0566667 |0.312556
7 6 2.035 X - -0.178333 0.312556
1 6 2.05 X - -0.261667 0.312556
3 6 2.10667 |X - -0.105 0.312556
6 6 2.155 X - 0.015 0.312556
4 6 222833 [X - -0.105 0.312556
5 6 231167 |[X - -0.226667 0.312556

- -0.31 0.312556

* indica una diferencia significativa 20.153333 0312556

-0.0333333  10.312556

-0.121667 0.312556

-0.205 0.312556

-0.0483333  10.312556

0.0716667 0.312556

-0.0833333  10.312556

0.0733333 0.312556

0.193333 0.312556

0.156667 0.312556

0.276667 0.312556

AN NN B|R]BR|WWWWINNN NN === =] —
1
AR R [o)Y BN fo)) RUL T BN ko) AW, Y Bo) BT Koy AUL ) o AOSY BN Fo) RO | 2 O8]

0.12 0.312556

Interpretacion:

A los treinta dia de evaluacidn, segin el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para el grosor de
tallo, hay un riesgo de 5%, los pares en asterisco nos confirman que no hay diferencias estadisticas entre ninguno de los
tratamientos analizados. En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente,
pero si entre las columnas.

Pruebas de Muiltiple Rangos para Biomosa fresca por Tratamiento

| . Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

Método: 95.0 porcentaje LSD -2 20.293333 0749721
Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos 1-3 043 0749721
1 6 241167 |X -4 20293333 |0.749721
7 6 242167 |X -5 20.231667 _|0.749721
6 6 256167 |X -6 0.15 0749721
> 6 264333 |X 1-7 20.01 0.749721
‘2‘ g ;;gg i 2.3 20136667 |0.749721
d 2-4 0 0.749721

3 6 284167 |X 2.5 0.0616667 0749721
e . L. . 2-6 0.143333 0.749721
* indica una diferencia significativa. 2.7 0283333 0749721
3-4 0.136667 0.749721

3-5 0.198333 0.749721

3-6 0.28 0.749721

3-7 0.42 0.749721

4-5 0.0616667 |0.749721

4-6 0.143333 0.749721

4-7 0.283333 0.749721

5-6 0.0816667 |0.749721

5-17 0.221667 0.749721

6-7 0.14 0.749721

Interpretacion:
A los treinta dia de evaluacidn, segln el método de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, para la biomasas
fresca, con un riesgo de 5%, los pares en asterisco nos confirman que no hay diferencias estadisticas entre ninguno de
los tratamientos analizados. En la tabla de la izquierda los que estan una misma columna no difieren estadisticamente,
pero si entre las columnas.
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ANEXO IV. GRAFICOS

25
20
15

10 e Temperatura

Temperatura( °C)

5dias 10dias 15dias 20dias 25dias 30 dias
Dias de evaluacion en el invernadero

Figura 1. Grafico de la temperatura en el invernadero de frijol caupi con respecto a
los dias de evaluacién

35
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20 < ® ®

15 =@==TEMPERATURA

Temperatura (°C)

10

5DIAS 10DIAS 15DIAS 20DIAS 25DIAS 30DIAS

Dias de evaluacién en el invernadero

Figura 2. Grafico de la temperatura en el invernadero del tarwi con respecto a los
dias de evaluacioén
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Grafico comparativo experimento en Laboratorio

30.000
25.000
20.000
15.000
10.000
5.000
0.000
Azoto Rizo aisl- Rizo E10 Rizo ais-1 Agua
1+Azoto
B LPA(cm) ®LR(cm) M Grosor de tallo (cm)

Figura 3. Grafico comparativo de la evaluacion final del tarwi en el laboratorio
(20 dias)

Cuadro 1. Resumen de resultados de los parametros evaluados en las plantulas de
frijol caupi en macetas (30 dias)

Tratamientos LPA LR PFPA PFR PSPA PSR GR.TALLO BIO.FRESCA
(em)  (cm) (@ (@ (@ (@ (cm) (@
Rizo ais! 15,4028 7,1722 1,8200  ,3072 ,18178 02725 2,3000  6,2102
Rizo E10 14,3667 62667 1,7453 3147 ,19533 02920 2,5000  6,4120
Azoto 15,9222 62139 1,9072 3000 ,16994 02619 2,2778  5,6267
Rizo aisl+Azoto 13,4056  6,0611  1,6400 ,3211 ,16533 ,03494 2,3889  6,1500
Rizo E10+Azoto 13,4056 7,2722 1,6611  ,3483 16061 ,02956 2,3694  4,9800
Agua 14,1500 7,0194 15567 2922 16325 ,02219 2,0574  5,0267
N+ 14,9361 65528 1,4783 2665 ,18604 ,02668 2,2847  3,7081

Cuadro 2. Resumen de resultados de los parametros evaluados en las plantulas de
tarwi en macetas (30 dias)

GROSOR
Tratamientos LPA LR* PFPA PFR PSPA PSR DE BIOMASA
(cm) (cm) (9) (9) (9) (9) .TALLO FRESCA
(cm) (9)
Rizo aisl-1 20,4375  8,5861 2,1331 ,3617 ,178940 ,031685 2,0486 2,4103
Rizo E10 24,8764 9,2306 2,3106 ,3917 ,188950 ,027322 2,0000 2,7022
Azoto” 27,4347 15,1069 2,2975 ,5422 ,204185 ,057346 2,1042 2,8397

Rizo aisl1+Azoto 22,4389 8,0681 2,3194 ,3830 ,194340 ,035889 2,2292 2,7024
Rizo E10+Azoto 25,8306 11,3222 2,3631 ,4197 ,210190 ,074143 2,311 2,6411
Agua 22,7347 8,6347  2,2497 3227 ,196304 ,029953 2,1528 2,5608
N+ 22,8982 11,7403 2,0140 ,4050 ,176039 ,023088 2,0333 2,4190
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ANEXOS V. FOTOS

(I nlvor‘slddd

Nacional
Agraria
O La'Molina

Figura 1.Lugar de muestreo del suelo y mapa de sitio para la obtencion de suelos para el
aislamiento de cepas nativas de Azotobacter, campos de cultivo de UNALM 2017

Figura 2. Facultad de Biologia de la UNMSM, lugar donde se realizaron los ensayos en
laboratorio
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Figura 3. Cepas aisladas empleadas y biofertilizantes( en frascos color ambar) para los ensayos
con frijol caupi y tarwi

Figura 4. Siembra de las semillas de frijol caupi en las bandejas en el Laboratorio de bioprocesos
industriales UNMSM
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Figura 5. Disposicion de las semillas en las bandejas de frijol caupi en el laboratorio de
bioprocesos industriales UNMSM

(c) N+ (b) Rizobium + Azotobacter

Figura 6. Foto comparativa de las semillas tratadas con a) N+ y b)las semillas tratadas con
Azoto “+ Rizo a las 48h, evaluacion de la germinacién
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- f .

7

Figura 7. Evaluacion de la germinacion de los tratamientos Azotobacter 30°, Azotobacter 40°- y
agua

Figura 8. Evaluaciéon de la germinacidn de los tratamientos Azotobacter y agua
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Figura 9. Evaluacion de las plantas a los 18 dias en el Laboratorio de Bioprocesos

Rizo+ Azoto
40’

Rizo+ Azoto
30°

Figura 10. Comparacion de las plantas de frijol caupi a los 18 dias en bandejas inoculada con
los consorcios bacterianos en dos tiempos de imbibicion
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Figura 11. Comparacidn de las plantas de frijol caupi a los 18 dias en bandejas inoculada con
las cepas de Azotobacter en dos tiempos de imbibicidn

Figura 12.a) Preparacion de las macetas con suelo agricola para instalacién en el invernadero
b) Pre germinacion de semillas c) Siembra de semillas de frijol caupi
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Figura 14. Macetas con tres tratamientos Rizo aislado, N+ ( de izquierda a derecha) y a los
quince dias de evaluacién
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Figura 15. a) Macetas con tres tratamientos Azoto, N+ y agua a los quince dias de evaluacion

Figura 16. Plantas de caupi a los 32 dias en de izquierda a derecha a) Rizo ais-1+Azoto, N+y
aguay en b) Plantas de caupi a los 32 dias, de izquierda a derecha Rizo E10, N+ y agua
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Figura 17 . Comparacion de las plantas de caupi a los 32 dias, de izquierda a derecha
Azoto, N+ vy agua

Figura 18. Comparacidn de las plantas de tarwi a los 18 dias en bandejas
Azoto, N+ y agua
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Figura 19. Comparacién de las plantas de tarwi a los 18 dias en bandejas
Tratamiento solo con Rizo E10 y solo con agua

Figura 20. Comparacidn de las plantas de tarwi a los 18 dias en bandejas
Tratamiento solo con Rizo aisl-1 y solo con agua
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Figura 21. Comparacion de las plantas de tarwi a los 18 dias en bandejas con el tratamiento
solo con Rizo aisl-1, solo con N+ y solo con agua

Figura 22. Comparacion de las plantas tratadas solo con Azotobactery solo con
agua, las cuales crecieron en las bandejas
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Figura 23. Plantas de tarwi a la derecha tratamiento solo con Azotobacter,
tratamiento solo con N+ y solo con agua (Bloque 2)

Figura 24 . Plantas de tarwi a los 12 dias de evaluacion de izquierda a derecha tratamiento solo
con Azotobacter, solo con N+ y solo con agua (Bloque 4)
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Figura 25. Plantas de tarwi a los 12 dias de evaluacion, de izquierda a derecha tratamiento solo
con el consorcio (Rizo E10 +Azoto), solo con el tratamiento con N+ y solo con agua (Bloque 1)

Figura 26. Comparacion de las plantas de tarwi a los 17 dias, tratamientos solo con
azotobacter y solo con agua
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Figura 28. Evaluacidn final a los 30 dias, tratamientos con cepas individuales en comparacion con
el agua y el N+ ( bloque 4)
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Figura 29. Comparacion de las plantas de tarwi a los 17 dias, tratamientos con
azoto y agua (bloque 6)

Figura 30. Comparacidn de las plantas de tarwi a los 17 dias, tratamientos con
azoto y agua (bloque 2)
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Figura 31. Plantas de tarwi evaluacion final, a los 30 dias, de izquierda a derecha Rizo E10, N+ y
agua (Bloque 6)
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Figura 32. Plantas de tarwi evaluacion final, a los 30 dias, Azoto y agua
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Figura 33. Plantas de tarwi evaluacion final, a los 30 dias, Rizo E10 +Azoto, N+y agua (Bloque 1)

Figura 34. Abundancia de raiz observada en planta inoculadas con Azotobacter y su comparacion
con el agua (Bloque 1)
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Figura 35. Plantas de tarwi evaluacion final, a los 30 dias, Azotobacter y agua (Bloque 1)
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ANEXOS VI. DATOS DE LOS CULTIVOS

PRODUCCION NACIONAL DE FRIJOL CASTILLA ( Tn)
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Fuente: Minagri (2018)

Figura 1. Grafica de la produccion nacional del frijol castilla (Tn) desde el afio 2007-2016

SUPERFICIE COSECHADA DEL FRIJOL CAUPI( ha)
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Figura 2. Superficie cosechada del frijol castilla (ha) desde el afio 2007-2016
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Serie Histérica por Departamentos, FRIJOL CASTILLA
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Figura 3. Grafico del rendimiento del frijol castilla (ha) desde el afio 2007-2016
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Figura 4. Grafica de series historicas de producciéon nacional del frijol castilla
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PRODUCCION NACIONAL DE TARWI(Tn)
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Figura 5. Grafica de series historicas de produccion nacional del tarwi
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Figura 6. Grafica de superficie cosechada del cultivo de tarwi en el Peru (ha)
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Serie Histérica por Departamentos, TARHUI
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Figura 7. Grafica del rendimiento del cultivo tarwi a nivel nacional (Kg/ ha)
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Figura 8. Grafica del rendimiento nacional del cultivo de tarwi por regiones (Kg/ha)
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ANEXOS VIl. FICHAS EN INVERNADERO
Cuadro 1.EVALUACION DE LAS PLANTAS MACETAS

FECHA DE SIEMBRA EN BANDEJAS:

FECHA DE COLOCACION EN LAS MACETAS

TRATAMIENTO

FECHA DE EVALUACION 1:

TEMPERATURA

CULTIVO

TRATAMIENTO NUMERO DE
PLANTULAS QUE
EMERGIERON

TAMANO DE
PLANTA

OBSERVACIONES
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ANEXOS VIIl. RESULTADO DE ANALISIS DEL SUELO Y CONSOLIDADO DE
RESULTADOS

Cuadro 1. Analisis de suelos: Caracterizacion

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

Solicitante ERIKA YOVANA GONZALES MEDINA
Departamento LIMA Provincia . LIMA
Distrito LA MOLINA Predio
Referencia H.R.61958-176C-17 Bolt,: 1173 Fecha 05/01/18
Namero de Muestra CE Andlisis Mecanico | Clase | CIC | Cationes Cambiables Suma | Suma %
Lab Claves pH | (1:4) | cecos [ MmO | P K [Arena] Limo | Arcilla | Textural Jca? [mg? [ & [ Na" [ +n| oe de |sat De
(1:1)] dSim| % % |pom | pom | % | % | % meq/100g Caticnes| Bases | Bases
[16342] Suelo Tarwi [744]034] 0.10 [051[182] 145 | [ 30 ] [ Fr. [2000]1663]2.58]0.32] 046] 0.00 | 2000 [20.00] 100 |

45 25
[16343] Suelode UNALM | 761 |302| 570 | 201 | 698 658 | 45 | 32 | 23 | Fr. [14.40] 845 [355[1.50] 0.90| 000 | 1440]14.40] 100 |

A=Arens | AFr = Arena Franca ; FrA. = Franco Arencso | Fr. = Franca . FrL. = France Limosa , L = Limeso . FrACA = Franco Arcilo Arengse . FrAr. = Franco Arcilcss
FrAr L = Franco Arcillo Limoso | Ar A = Amilio Arencso . Ar L = Ardlio Limeso | Ar. = Arcllioso

1 Numero de Muestra

Lab. Claves N
%

18342 Suelo Tarwi 0.05

16343 Suelo de UNALM 0.17

Av. La Molina s/n Campus UNALM - Telf.: 614-7800 Anexo 222 Teléfono Directo: 349-5622 e-mail: labsuelo@lamolina.edu.pe

-192 -



Cuadro 2. Caracteristicas del suelo muestreado para la obtencion de las cepas de
Azotobacter, Rhizobium y para el experimento en macetas

Parametros

pH

Conductividad eléctrica
ds/m
CaCOs3 (%)

MO (%)

P( ppm)
K(ppm)
Clase textural

CIC

Ca+2

Mg+2
K+
Na+
Al+3
N%

Suelo del muestreo

7.61
3.02

5.70

2.01

69.8
658
Franco

14.40

8.45

3.55
1.50
0.90
0.00
0.17

Suelo
de macetas
7.44

0.34
0.10
0.51
18.2
145

Franco

20.00

16.63

2.58
0.32
0.46
0.00
0.05

Método

Potenciémetro

Conductimetro

Método gaseo-
volumétrico

Método Walkey vy
Black

Método de Olsen

Extraccién con acetato
Fr: Suelo franco

Saturacién con acetato
de amonio
Fotometria de llama

Fotometria de llama
Fotometria de llama
Fotometria de llama
Método de Yuan

Método Micro-Kjeldahl

Fuente: Analisis de suelo UNALM
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Cuadro 3.Consolidado de los resultados del cultivo de caupi en invernadero

GROSOR  BIOMASA
TRATAMIENTO Macetas LPA LR PFPA(g) PFR(G) PSPA(G) PSR(g) TALLO  FRESCA TOTAL
RIZO AISL-1 1.00 1617 6.47 148 033 0120 0.028 233 5.44
1.00 1445 500 1.92 029 0190 0.023 230 4.74
1.00 1340 6.07 179 0.29 0.166 0.018  2.00 6.56
100 1557 853 220 039 0259 0.036 267 8.18
1.00 1457 930 171 029 0175 0.032  2.00 5.98
1.00 1827 767 1.83 025 0.182 0.026 250 6.36
RIZO E10 200 1583 390 213 0.32 0.169 0.031 267 7.52
200 1560 6.00 172 0.35 0.185 0.028 250 6.56
2.00 1500 943 1.68 031 0164 0.023 217 6.08
200 1217 650 169 033 0.236 0.035  3.00 6.22
2.00 1323 550 151 027 0222 0.028 217 5.68
AZOTO 3.00 1400 550 1.62 020 0.145 0.010 2.00 1.82
3.00 1517 6.00 173 035 0151 0.031  2.00 6.24
3.00 19.00 473 217 019 0217 0.028 233 7.08
3.00 1500 540 199 027 0191 0.027 250 6.80
3.00 16.67 860 196 043 0141 0030 2.83 7.16
3.00 1570 7.05 197 036 0.175 0.031 2.00 4.66
RIZO AISL-1 400 1510 533 169 029 0153 0.030 250 6.54
MAS AZOTO 400 1250 583 169 033 0166 0.030 250 6.20
400 1343 533 133 023 0.142 0026 250 4.66
400 1473 670 195 047 0185 0.050 250 7.36
400 1317 883 197 037 0.223 0051 2.33 7.48
400 1150 433 121 024 0.123 0022 2.00 4.66
RIZO E10 500 1550 10.90 173 035 0.167 0.032 225 4.16
MAS AZOTO 500 11.00 220 120 032 0.097 0.033 2.00 3.04
500 11.30 8.07 168 032 0.192 0.033 267 6.00
500 1590 830 223 046 0221 0.033 250 5.38
500 13.33 723 152 033 0.155 0023 250 5.54
500 1340 693 161 031 0.133 0024 230 5.76
AGUA 6.00 1690 775 1.88 028 0.187 0.027 2.30 4.44
6.00 1050 2.00 0.36 024 0.083 0.011  0.01 0.72
6.00 1540 10.60 1.89 038 0.187 0.026 2.20 6.80
6.00 1237 870 173 036 0175 0.026 250 6.26
6.00 13.83 7.07 154 025 0154 0028 2.83 5.38
6.00 1590 6.00 195 024 0.193 0016 2.50 6.56
N+ 700 1510 7.85 0.86 013 0142 0.035 250 2.08
700 1575 500 1.66 017 0197 0.022 225 3.82
700 1600 850 190 037 0201 0.027 263 9.10
7.00 1250 3.00 1.80 0.32 0244 0.030 2.00 2.12
7.00 1510 863 1.84 037 0.192 0032 217 2.77
7.00 15.17 633 081 025 0.140 0.014 217 2.36
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Cuadro 4.Consolidado de los resultados del cultivo del tarwi en invernadero

BIOMASA
TRATAMIENTO Macetas N.HOJAS LPA LR PFPA(g) PFR(G) PSPA(G) PSR(g) GROSOR  FRESCA
TALLO TOTAL
RIZO AISL-1 1.00 3.00 10.70 4.10 1.29 0.07 0.2100 0.0518 2.00 0.68
1.00 5.33 19.87 8.17 2.80 0.35 0.1845 0.0196 2.00 3.15
1.00 733 28583 1350 2.12 049 01937 0.0328  2.17 2.78
1.00 3.00 1350 6.05 194 0.39 0.1679 0.0247 2.25 2.33
1.00 750  29.13 1520 236 0.65 0.1801 0.0473  1.88 3.01
1.00 400 2060 450  2.29 023 0.1375 0.0140  2.00 2.52
RIZO E10 2.00 6.67 25.57 8.43 2.77 0.40 0.2144 0.0297 2.00 3.17
2.00 6.50 23.48 7.60 3.05 0.32 0.1754 0.0348 2.13 3.37
2.00 550 1255 425 141 030 01051 0.0184  1.50 1.71
2.00 8.00 23.80 12.38 1.83 043 0.1797 0.0216 2.25 2.26
2.00 8.00  32.87 10.00 2.59 030 0.2453 0.0251  2.00 2.89
2.00 7.00 31.00 12.73 223 0.60 0.2138 0.0345  2.13 2.83
AZOTO 3.00 6.67 27.53 1417 2.82 0.55 0.2061 0.0820 2.10 3.37
3.00 7.50 27.03 11.00 2.19 0.61 0.2106 0.1020 2.00 2.80
3.00 6.75 2813 11.23 211 0.43 02117 0.0260  2.28 2.54
3.00 750 26.20 2055 200 055 0.2055 0.0363 2.13 2.55
3.00 550 2875 2338  2.06 0.48  0.2026 0.0689  2.13 2.54
3.00 550  26.98 1033  2.62 0.64  0.1887 0.0290  2.00 3.25
RIZO E10 5.00 6.75 26.50 15.80 2.28 0.40 0.1946 0.0316 2.25 2.68
MAS AZOTO 5.00 3.00 8.50 3.50 1.44 0.26 0.0864 0.0336 3.00 0.85
5.00 6.00 2357 10.17 253 033 01943 0.0853  2.50 2.87
5.00 8.25 30.25 14.60 2.47 0.53 0.2285 0.0310 1.95 3.00
5.00 7.67 3270 12.87  2.15 052 02641 0.1001  2.00 2.67
5.00 7.67  33.47 1100 331 0.48  0.2933 0.1632  2.17 3.79
RIZO AISL-1 4.00 400 1500 750 165 0.22 0.1719 0.0201 2.03 1.87
MAS AZOTO 4.00 525 1653 6.90 215 044 0.1781 0.0261  3.00 2.59
4.00 7.67 2947 607 236 040 02511 0.0410  1.83 2.76
4.00 6.00 22.05 11.65 2.90 0.43 0.2228 0.0221 2.15 3.33
4.00 6.00 2223 6.13 274 030 01393 0.0599  2.03 3.04
4.00 6.67 2937 10.17  2.12 052  0.2029 0.0462  2.33 2.64
AGUA 6.00 333 1743 365 1.86 021 0.1516 0.0107 2.00 2.00
6.00 3.33 14.07 6.83 1.71 0.25 0.1274 0.0153 2.17 1.96
6.00 7.33 2743 1420 273 0.44 02336 0.0273  2.00 3.16
6.00 3.75 18.30 5.75 2.27 0.27 0.1852 0.0183 2.63 2.54
6.00 7.00 2893 1538 213 050 02164 0.0892  1.88 2.63
6.00 7.00 3025 6.00 2.81 027 02636 00190  2.25 3.08
N+ 7.00 6.50 2593 1945 2.03 0.39 0.1820 0.0193 2.13 2.42
7.00 400 1337 617 169 032 0.1542 0.0104 2.00 2.01
7.00 6.50 22.38 16.80  2.08 052 01974 0.0386  2.00 2.60
7.00 475 1885 7.08 243 031 0.1539 0.0101 2.13 2.74
7.00 7.25  26.85 1155  2.09 0.52  0.2048 0.0392  2.00 2.61
7.00 6.25  30.03 9.40 177 038 01641 0.0210 1.95 2.15
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