UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

Facultad de Tecnologia de la Construccion

Monografia

“EVALUACION DE UN SUSTRATO ARTESANAL PARA LA PRODUCCION DE
RHIZOBIUM EN EL CULTIVO DE FRIJOL, EN CENTRO NACIONAL DE
INVESTIGACION AGROPECUARIA (INTA-CNIA)”.

Para optar al titulo de Ingeniero Agricola

Elaborado por

Br. Gabriela Fernanda Bravo Flores

Br. Digna Aurora Chavarria Rivera

Tutor
MSc. Ing. Emilseth Carolina Padilla Duarte
Asesor

Ing. Ana Yakarely Alaniz Medina

Managua, Octubre 2021



DFDICATORIA

El presente trabajo investigativo lo dedico principalmente a Dios, por
haberme dado la existencia y las fuerzas para terminar este proceso de
obtener uno de los anhelos mas deseados, el cual en los momentos dificiles

me ha dado la fortaleza para afrontarlos y salir adelante.

A mi madre Marina Concepcion Flores Lépez, por su amor, sacrificio y
apoyo incondicional todos estos anos sin el cual no hubiera podido
alcanzar esta meta, por sus constantes oraciones para que lograra

ferminar y mantenerme libre de todo peligro.

A mi abuelita Petronila Lopez que al igual que mi mama me tuvo en

oraciones siempre que salia de casa, por sus Consejos y apoyo.

A todas las personas que me han apoyado y han hecho que este trabagjo
se realice con éxito, en especial a aquellos que nos abrieron las puertas y

compartieron sus conocimientos.

‘Br. Gabriela Fernanda Bravo Flores.



AGRADFCTMIFNTOS

Agradezco a Dios por bendecirme con la vida, por guiarme a lo largo de
este camino, ser el apoyo y la fortaleza en aquellos momentos de dificultad
y debilidad.

Gracias a mi mama y mi abuelita por confiar y creer en mis expectativas, a
ellas que siempre estuvieron apoydndome y aconsejdndome para lograr

este sueno.

A nuestra tutora MSc. Ing. Emilseth Carolina Padilla Duarte, a nuestra
asesora Ing. Ana Yakarely Alaniz Medina, que mds que asesora es una
amiga, por todo su tiempo, dedicacion y acompanamiento en todo el
proceso de investigacion transmitiéndonos sus conocimientos para la

elaboracion de nuestra monografia.

A los Ing. Ericka Cabeza, Roberto Canas, Victorino Blandén, por ser parte
de esta investigacion y aportar un granito de conocimiento a lo largo de

este camino ayuddndonos a superar las dificultades.

A la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI) por habernos acogido y

formado como profesionales convirtiéendose en nuestra alma mater.

Al Instituto NicaragUense de Tecnologia agropecuaria (INTA), por el apoyo
que nos brindo con las instalaciones del laboratorio de Biotecnologia para

la realizacion de nuestro estudio.

A todas las personas que apoyaron e hicieron posible que lograramos

terminar la investigacion con éxito.

‘Br. Gabriela Fernanda Bravo Flovres.



DFDICATORIA

La presente tesis esta dedicada a DIOS quien me dio la existencia, los

medios y las fuerzas para poder concluir con este logro.

A mi hijo MOISES ENMANUEL CHAVARRIA quien llegé a mi vida desde el
comienzo de mi carrera y recorrio a mi lado los pasillos de la universidad.
Hoy quizds no comprenda a plenitud estas palabras, pero cuando sea
capaz quiero que sepa que fue un pilar fundamental durante este
proceso. Cada beso, cada abrazo, cada muestra de amor incondicional,

fueron suficientes para no rendirme y llegar a la meta final.

A mis padres MARTHA ELENA RIVERA y MIGUEL ROBERTO CHAVARRIA
quienes me forjaron como persona gracias a ellos soy la persona que soy

hoy dia.

A mi hermana MIURIS CHAVARRIA RIVERA quien siempre estuvo a mi lado
incondicionalmente, dando dnimos y confiando plenamente en mis

capacidades

A todas las personas que creyeron en mi'y estuvieron a milado.

Br. Digna Aurora Chavarria Rivera



AGRADFCTMIFNTOS

Agradezco a DIOS por darme la vida y ser mi guia a lo largo del camino,
por ser mi refugio y mi fortaleza en aquellos momentos en los que sentia

que no podia mdas.

Gracias a mi FAMILIA que siempre me brindaron palabras de aliento y
apoyo incondicional en las decisiones que tomé a lo largo de mi formacion

académica y personal.

A nuestra tutora MSc. Ing. EMILSETH CAROLINA PADILLA DUARTE por su
tiempo, dedicacién para transmitirnos su conocimiento para la

elaboracion de esta tesis.

Al Ing. DONAL JUAREZ por brindarnos sus conocimientos y apoyarnos en la
correccion detallada de la tesis, ademds de agradecerle su tiempo,
voluntad y dedicacion para lograr culminar con este tema de

Investigacion.

A los Ing. ERICKA CABEZA, ROBERTO CANAS, VICTORINO BLANDON, quienes
también nos aportaron grandemente de sus conocimientos en esta
investigacion.

A la UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA (UNI) por habernos acogido y
formado como profesionales convirtiendose en nuestra alma mater y al
INSTITUTO NICARAGUENSE DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA (INTA), por el
apoyo que nos brinddé con las instalaciones del laboratorio de

Biotecnologia para la realizacion de nuestro estudio.

A todas las personas que apoyaron e hicieron posible que lograramos

terminar la investigacion con éxito.

Br. Digna Aurora Chavarria Rivera



Resumen

Esta investigacion se realizo en el laboratorio de biotecnologia del Centro Nacional
de Investigacion Agropecuaria (CNIA), ubicado en la ciudad de Managua con el
objetivo de evaluar un sustrato artesanal para la produccion de Rhizobium en el
cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) variedad INTA fuerte sequia.

Al mismo tiempo se evalud el mejor medio de cultivo liquido para el desarrollo de
la bacteria con relacion a su multiplicacion por dia. La multiplicacion en sustratos
sélidos se determiné por semanas hasta la etapa de floracion para obtener la
cantidad de nodulos en cada sustrato y definir una alternativa de produccion de
Rhizobium.

Los factores evaluados fueron dos medios de cultivos liquidos artesanales API'Y
FRIJOL y cuatro sustratos solidos. Se utilizaron como testigo el medio de cultivo

liquido YMA y para los sustratos solidos TURBA en la evaluacion de semanas.

El disefio experimental utilizado fue DCA sin repeticiones con un enfoque mixto.
Los datos se procesaron utilizando un analisis de varianza (ANDEVA) y se utilizo

las separaciones de medias por el método de TUKEY (P < 0.05).

Teniendo diferencias significativas para los medios de cultivos liquidos siendo el
medio Frijol con la cepa CIAT 899 el que se multiplic6 en menor tiempo y los
sustratos solidos Lombrihumus y suelo con la cepa CR 477 y CIAT 899 la mejor
multiplicacion con respecto al paso de las semanas, pero teniendo una mayor
produccién de nddulos en la etapa de floracion con el medio liquido APl y la cepa
CR 477 y obteniendo un biorreactor con medio de cultivo frijol con la cepa CIAT

899 como alternativa de produccion mas artesanal.
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l. INTRODUCCION

Las leguminosas constituyen la principal fuente de proteinas en muchos paises en
desarrollo, en especial entre los grupos de poblacion mas pobres, que obtienen las
proteinas y la energia de fuentes vegetales. Mientras en paises desarrollados,
donde el consumo de legumbres ha disminuido con los afios, la consideracion de

alimentos saludables ha favorecido el incremento de su consumo (Musquiz, 2005).

El frijol es un rubro de suma importancia para la dieta de los nicaraguenses, el
contenido nutricional proporciona un alimento bajo en grasas y de aporte benéfico
para los que lo consumen (Arias et al, 2007) En el ciclo de producciéon nacional
2017/2018 los rendimientos promedios fueron de 13.3 qg/mz, con exportaciones
de 1, 600, 000 gq que generaron ingresos de 73,080,000 millones de délares al
pais (BCN, 2019).

Sin embargo, La aplicacion de fertilizantes quimicos afecta negativamente a la
fertilidad de suelos en todo el mundo; Asimismo, los pequefios productores no
tienen acceso a la adquisicibn de estos productos. Para resolver esta
problematica, se han integrado practicas agricolas que promueven la utilizacion de
inoculantes biologicos y lograr un manejo sustentable en la agricultura. (Bharti et
al., 2015

Las bacterias como los rizobios son una alternativa biolégica ya que pueden
realizar simbiosis con las raices de plantas leguminosas, formar nédulos radicales
y realizar la fijacion biologica de nitrdgeno. La importancia de estas bacterias es
que suministran un 50 % de nitrégeno al cultivo. Por lo cual es posible reducir el

uso de fertilizantes quimicos (Madigan et al. 2000).

Este estudio tuvo la finalidad de poder brindarle al productor una alternativa de
produccion de Rhizobium de manera artesanal completa no solo con medios
liquidos sino utilizando un biorreactor de manera que pueda mejorar la calidad y

eficiencia de su producto.



. ANTECEDENTES

(Urbina & Céseres, 2004). En este experimento se utilizé un disefio de BCA
(blogues completos al azar) con cuatro repeticiones y sietes tratamientos, en
donde se evaluaron los cultivos (maiz y frijol) asi como también los asocios de
plantas de maiz y frijol inoculado con cepas nativas de Rhizobium y no inoculado
bajo los arreglos de siembra. Los resultados obtenidos indican que los asocios
tuvieron un comportamiento variable en cuanto a la abundancia y biomasa de
maleza. Los mayores rendimientos de grano se obtuvieron en el monocultivo por
tener una mayor cantidad de plantas por unidad de area, por su parte en el maiz
presentd el mayor rendimiento en lo que respecta al uso equivalente de la tierra
(UET). Loa socios M1:F1-C, M1: F-C, M2:F2-S y M2:F2-C resultaron ser mas
eficientes que los monocultivos los socios presentaron 92%, 71%, 87% y 49% mas
de produccién por area que los monocultivos. Los asocios M1:F1-S y M2:F2-S

resultaron ser la alternativa mas econémica para el productor.

(Recinos & Garcia, 2007) colectaron nddulos radiculares “activos” provenientes de
plantas de frijol cultivadas en tres localidades del Municipio de Santo Tomas, del
departamento de San Salvador. Estos nddulos fueron esterilizados y macerados a
fin de obtener suspensiones de los rizobios simbiontes para ser inoculados en tres
variedades de frijol: Frijol Rojo de Seda, CENTA Pipil y CENTA San Andrés. Para
ello se utilizaron Jarras de Leonard. Obteniendo como resultados que los rizobios
provenientes de las tres localidades presentaron compatibilidad con las tres

variedades utilizadas.

Segun (FAO, 2011) La Uniéon de Productores Agropecuarios de Nicaragua
(UPANIC) ha desarrollado un biofertilizante bajo el nombre NITRONAT el cual esta
elaborado, con bacterias del género Rhizobium phaseoli; las cuales propician la
creacion de nodulos en las raices del cultivo de frijol para que la planta pueda fijar
y asimilar el nitrogeno del aire. Con el objetivo de reducir la dosis de fertilizantes
nitrogenados, mejorar los rendimientos y trabajar en armonia con el medio

ambiente.



II. JUSTIFICACION

Rhizobium es una bacteria fijadora de nitrdgeno atmosférico el cual sirve mediante
la relacion simbiotica con cepas de Rhizobium. Esta evaluacion servird a los

pequefios productores con suelo que presenten deficiencia de nitrogeno.

Evitar el uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenado beneficia a la agricultura

ya que siempre han provocado un grave problema de contaminacion.

El pequefio productor no tiene alcance de obtener Rhizobium por medio de turba
ya que estas tienen un alto costo, por esta razén es que se crea la necesidad de
evaluar sustratos artesanales para lograr sustituir la materia prima en la cual crece

de forma viable.

La evaluacion es viable ya que los sustratos estudiados son de caracter artesanal
lo que implica el uso de materiales que se encuentran al alcance del pequefio
productor, se asegura un alto rendimiento y disminuye el uso de fertilizantes
edéaficos disminuyendo costos y presentando alternativas locales para obtener

acceso a la materia prima.

Con esta investigacion se dara respuesta a la siguiente interrogante ¢ Cuéles son
los factores que inciden en la calidad productiva en el cultivo del frijol al aplicar
Rhizobium por medio de un sustrato artesanal?

Con el uso de esta bacteria como fijadora de nitrdgeno se disminuye
trascendentalmente la aplicacion de fertilizantes quimicos, al utilizar el nitrégeno
atmosférico evita que el suelo tenga déficit del mismo creando un nitrdgeno

combinado.



V. OBJETIVO

4.1 Objetivo General

» Evaluar un sustrato artesanal para la produccién de Rhizobium en el cultivo
de frijol en el Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria (INTA-CNIA).
4.2 Objetivos Especificos

» Determinar el crecimiento de dos cepas de Rhizobium en medios de

cultivos liquidos bajo condiciones controladas.

» Estimar la eficiencia de los medios sélidos combinados con medios liquidos

aplicandolos en el cultivo de frijol llevado hasta la etapa de floracion.

» Definir una técnica adecuada para reproduccién de Rhizobium como

alternativa al pequefio productor.



V. MARCO TEORICO

5.1 Importancia socioecondémica del cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris)

El acelerado crecimiento de la poblacion mundial en las ultimas cinco décadas,
esta demandando que la produccién de alimentos se incremente de manera

importante y sostenible.

Este incremento de produccion de alimentos, debera realizarse con las mismas
areas de siembra disponibles actualmente, ya que con el paso del tiempo hay
menos areas arables para la agricultura, pasando de 0.45 en el afio 1950 a 0.20
hectareas por persona en el 2020. Esto significa que el crecimiento en la
produccién de alimentos debe ser con el aumento de la productividad de cada uno
de los cultivos de forma sostenible (FAO, 2020).

Un factor importante para aumentar la productividad de los cultivos, es la
implementacion de alternativas amigables con el medio ambiente el uso de

fertilizantes biologicos que contribuyen a una produccion sostenible de alimentos.

En Nicaragua el rubro frijol se ha cultivado histéricamente en funcion de la dieta
alimenticia del nicaragliense, constituida por maiz, frijol y arroz, por tanto, es la

principal fuente de proteinas.

Segun (FAO, 2020) realiz6 un andlisis de la situacién actual de la agricultura en
Nicaragua, indicando que este sector ha mostrado un crecimiento, en términos de
areas sembrada, del 76% en los ultimos 10 afios, registrandose en 2019 la
siembra de 1.5 millones de manzanas. De las areas sembradas alrededor de un
53% son areas de frijol y maiz, cuyos indices de productividad todavia siguen

siendo bajos en comparacion con los paises de la region centroamericana.



5.2 Importancia de consumir frijol y sus nutrientes

Segun (Arias et al, 2007) El frijol contiene 12.3% de proteinas 7% de hierro y 2.2%
de vitamina B caracteristicas que la convierten en la leguminosa mas cultivada del
mundo. Ademas, contiene una importante cantidad de calcio y acido félico, que
son esenciales para una buena salud, especialmente para las mujeres que estan

embarazadas.

Esto es de suma importancia, tomando en cuenta los beneficios de la fibra para
reducir los niveles de colesterol en la sangre y el riesgo de enfermedades

cronicas, como, por ejemplo: obesidad, diabetes y cancer.

Tabla 1. Valor nutricional de 100 g de frijol

COMPONENTE VALOR

Energia 322Kcal
Proteina 21.8¢g
Grasas 25¢
Carbohidratos 55,49
Tiamina 0,63 mg
Niacina 1,8 mg
Calcio 183 mg
Hierro 4,7 mg

Fuente: obesidad.net/spanish 2002 default.

5.3 Leguminosas

Las leguminosas constituyen la principal fuente de proteinas en muchos paises en
desarrollo, en especial entre los grupos de poblacién mas pobres, que obtienen las
proteinas y la energia de fuentes vegetales. Mientras en paises desarrollados,
donde el consumo de legumbres ha disminuido con los afios, la consideracion de

alimentos saludables ha favorecido el incremento de su consumo (Musquiz, 2005).

Otros aspectos de interés de las leguminosas es la adaptacion a suelos y climas
poco favorables y su papel en la rotacién de cosechas por su capacidad para fijar
nitrdgeno al suelo, gracias a la simbiosis con diversas bacterias radiculares (FAO,
2005).



5.3.1 Fases del desarrollo de la planta

El desarrollo de la planta de frijol comprende dos fases que son: vegetativa y

reproductiva.

La vegetativa se inicia en el momento en que la planta dispone de condiciones
favorables y termina cuando aparecen los primeros botones florales. En esta fase
la planta forma toda la estructura vegetativa que ella necesita para comenzar su

reproduccion.

La reproductiva termina cuando el grano alcanza la madurez necesaria para la

recolecta (Alvarez, 2018).

5.3.2 Crecimiento

Segun (Rodriguez et al. 1997) EI habito de crecimiento se define como la
expresion fenotipica de la planta de frijol que manifiesta el desarrollo de caracteres
morfologicos distintos entre los diversos tipos de crecimiento (vegetativo o floral)

de la rama y tallo de las plantas, que no son influenciados por el medio ambiente.
Los principales caracteres que determinan el habito de crecimiento son:

» Tipo de desarrollo de la parte terminal del tallo:
» Determinado

» Indeterminado

Figura 1: Tipo de crecimiento del tallo de Frijol

Tipo ¥ Tipo 1t Tipo 111 Tipo IV
D ererm ot o Tl etor e v o Indeter minedto fovdeteor mainad o
arbustivo arbustivo POstrado tregador

Fuente: Manual Técnico: Buenas Practicas Agricolas en la Produccion de Frijol (BPA)
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Y

Numero de nudos.

Longitud de los entrenudos y altura de la planta.

Distribucion y longitud de los entrenudos a lo largo del tallo, lo cual determina
la amplitud para trepar y el tipo de ramificacion.

Raiz: En la primera etapa de desarrollo, el sistema radical esta4 formado por la
radicula del embrién la cual se convierte posteriormente en la raiz principal o
primaria. A los pocos dias de la emergencia de la radicula es posible ver las
raices secundarias que se desarrollan especialmente en la parte superior o

cuello de la raiz principal.

v' Sobre las raices secundarias se desarrollan las raices terciarias y
otras subdivisiones como los pelos absorbentes, los cuales, ademas,
se encuentran en todos los puntos de crecimiento de la raiz. La raiz
principal se puede distinguir entonces por su diametro y mayor
longitud, en general el sistema radical es superficial, ya que el mayor
volumen de raices se encuentra en los primeros 20 centimetros de
profundidad del suelo (Arias et al. 2007).

Figura 2: Etapas de reproduccién del frijol.

Fuente. Manual Técnico: Buenas Practicas Agricolas en la Produccion de Frijol (BPA).
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5.4 Variedad

5.4.1 INTA Fuerte Sequia

Caracteristicas relevantes

Esta variedad tiene su origen en el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), es de tipo arbustivo con un habito de crecimiento indeterminado
presentado guias medianas, con dias de floracion que van de 33 — 34 dias, la
maduracion fisiologica entre 63 — 65 dias, la cosecha se presenta de 72 — 75 dias,

el grano tiene un color rojo oscuro brillante.

Resistente a mosaico comun y dorado, tolerante a altas temperaturas, tiene de 4 —
6 granos por vaina, presentando entre 13 — 18 vainas por planta, para un potencial
de rendimiento de 20 — 25 qg/mz (INTA, 2014).

5.5 Simbiosis Rhizobium - leguminosas

El nitrdgeno es muy abundante en la atmoésfera, sin embargo, las plantas no
pueden utilizarlo en su forma elemental y tienen que obtenerlo del suelo
principalmente en forma de nitratos o amonio. La fijacion biol6gica de nitrégeno es
un proceso clave en la biosfera, por el cual microorganismos portadores de la

enzima nitrogenada convierten el nitrégeno gaseoso en nitrégeno combinado.

El grupo de bacterias al que se conoce colectivamente como Rizobios, inducen en
las raices (0o en el tallo) de las leguminosas la formacion de estructuras
especializadas, los nodulos, dentro de los cuales el nitrégeno gaseoso es reducido
a amonio. Se estima que este proceso contribuye entre el 60-80 % de la fijacién

bioldgica de nitrégeno.

En esta simbiosis en los nodulos, la planta huésped obtiene nutrientes
nitrogenados de la bacteria y ofrece a ésta una fuente de carbono y un ambiente
favorable para fijar nitrégeno. La simbiosis contribuye con una parte considerable
del nitrdgeno combinado en la tierra y permite a las plantas leguminosas crecer sin

fertilizantes nitrogenados y sin empobrecer los suelos (Wang et al. 2001).
11



5.6 Fijacion de Nitrégeno

(Nadal, et al.2004). Cita que: El hecho que el cultivo de leguminosas enriquece el
terreno ha sido conocido desde afios antiguo, habiéndose derivado del mismo la
técnica de alternar cultivos de afio en afio siguiendo rotaciones en las que

obligadamente interviene una leguminosa.

Hasta la mitad del siglo pasado no se supo, sin embargo, la accion fertilizante de
las leguminosas se debia principalmente al notable incremento en nitrégeno que

experimentaba el suelo en el que habian sido cultivadas.

La demostracion concluyente de que ello es debido a la asimilacién de nitrégeno
atmosférico realizado por ciertas bacterias (Rhizobium spp) que viven en simbiosis
con las leguminosas formando nudosidades en sus raices fue realizada a lo largo
del siglo XIX. El proceso bioquimico de la fijacién de nitrégeno aun esta en estudio

a pesar de enormes avances conseguidos.

La cantidad de nitrogeno liberado por las bacterias radicicolas depende del suelo,

de las condiciones del cultivo e incluso de la variedad.
5.7 Los Rizobios

La fijacion biolégica de nitrégeno la realizan algunos organismos que pueden
aprovechar directamente el nitrégeno del aire a través de bacterias, formando
ndédulos. Los nédulos son unas estructuras radiculares resultantes de la simbiosis
entre la planta y la bacteria. Estas bacterias forman parte de la denominada
rizosfera, que es una zona de interaccion Unica y dinamica entre raices de plantas

y microorganismos del suelo.

La comunidad de la rizosfera consiste en un microbiota (bacterias, hongos y algas)
y una microfauna (protozoos, nematodos, insectos y acaros). Las bacterias en
simbiosis con una planta hospedante fijan el nitrogeno del aire, es decir, originan

compuestos solubles por las plantas (Taiz & Zeiger, 2006).

12



5.7.1 Proceso de Nodulacion

Las leguminosas secretan compuestos especificos que atraen a los Rizobios,
entre estos compuestos se encuentran flavonoides y en respuesta a ellos los

Rizobios activan una serie de genes implicados en la nodulacion.

El primer paso en la formacion de los nodulos es la adherencia de la bacteria a la
planta. En la superficie del Rizobios se localiza una proteina especifica de la
adherencia, la ricadesina, es una proteina que se une al calcio y puede actuar
captando complejos de calcio en la superficie de los pelos radicales. Otras
sustancias, como las lectinas, que son proteinas que contienen carbohidratos,

también cumplen una funcion en la adherencia planta-bacteria.

Después de la union, los pelos radicales se enroscan debido a la accion de
sustancias especifica secretadas por la bacteria, que se conocen como factores

NOD (Factores de nodulacién).

Algunos pelos radicales se enroscan hasta 360 ° formando una estructura a la que
se llama "cayado de pastor”. La bacteria penetra entonces en el pelo radical e
induce la formacion por parte de la planta de un tubo de composicién similar a la
pared celular. A continuacién, la infeccién alcanza a las células de la raiz
adyacentes a los pelos radicales y los factores NOD estimulan la divisién de las
células vegetales, produciendo finalmente el nédulo (Wang et al. 2001).

5.7.2 Inoculantes

La formulacion de inoculantes a partir de Rizobios es una biotecnologia viable, que
mediante su aplicacion en la semilla o al suelo directamente, contribuye a
incrementar los rendimientos agricolas en leguminosas de interés como el frijol
comun. Esto gracias al proceso de la fijacion biolodgica del nitrégeno, donde se
incorporan tasas adecuadas de nitrdgeno a las plantas y a la par favorece la

reduccion de la aplicacion de fertilizantes quimicos.
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Varios estudios se han llevado a cabo y en todos los casos, mediante la
inoculacion de cepas seleccionadas de Rizobios como inoculantes se lograron
conseguir rendimientos iguales o superiores cuando se comparé con la adicion de

fertilizantes nitrogenados.

Hoy existen muchas formas de cultivar a los Rizobios y diversos soportes posibles,
las distintas combinaciones entre ellos abren un abanico de posibilidades en las
formulaciones de los inoculantes. Ademas, la eleccion de un inoculante va a

determinar en parte el método de su aplicacion al cultivo (Granda, 2017).

5.7.3 Produccion de Inoculantes

(Hubbell, 2017) Cita: La produccién de inoculantes empieza con la obtencion de
cepas de Rhizobium que son muy infectivas para la planta huésped; capaz de
formar muchos nédulos en la raiz lo mas pronto posible después de la
germinaciéon de la semilla y altamente efectiva, capaz de fijar nitrégeno

atmosférico a un nivel bastante alto.

En los casos en los cuales las leguminosas se encuentran ya en el suelo, existe la
posibilidad de que cepas buenas para inoculantes estén presentes. Sin embargo,
estas cepas varian bastantes entre sus caracteristicas simbiéticas. Por lo tanto, es
altamente recomendable tratar de aislar y evaluar esas cepas en cuanto a su

potencial como inoculantes.

Frecuentemente se encuentra que algunas cepas son superiores debido a que se
han adoptado condiciones ambientales que son Unicas para ese suelo; tales como

PH, temperatura, niveles de nutrientes, humedad y toxicidad de aluminio.

Después de una purificacion rigurosa, cada cepa es evaluada por su infectividad y
efectividad en asociacién con la planta huésped original de la cepa. Existen varios
métodos para tales evaluaciones, pero todos ellos necesitan la caracteristica de
poder excluir cualquier posible contaminacion de la planta huésped con cepas de

Rhizobium gue no son las que estan siendo evaluadas.
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5.8 Medios de Cultivos Artesanales

El medio de cultivo artesanal API (sustrato a base de plantas medicinales) posee
caracteristicas que permite el desarrollo y multiplicacion de Rhizobium, estos
sustratos tienen la funciébn de suministrar a los microorganismos enzimas,
minerales y azucares los cuales son aprovechados al maximo para poder permitir

su multiplicacion de forma satisfactoria.

El uso de este sustrato se retoma desde experiencias de los productores al utilizar
ciertas plantas como en raizador natural, dado esta experiencia se incorporo el
uso de sabila, orégano y sacarosa como una fuente de energia a la multiplicacion

de Rhizobium.

El medio de cultivo artesanal a base de FRIJOL posee minerales, hormonas,
carbohidratos y antioxidantes, este sustrato se mejoré con la incorporacion de
sacarosa ya que proporciona a los microorganismos la energia para su

multiplicacion.
5.9 Sustratos

(Avenza, 2018) Define que: El sustrato es todo material sélido, distinto del suelo,
natural, de sintesis o residual, mineral u organico, que, colocando en un
contenedor o en el propio suelo, en forma pura 0 mezclada, permite el anclaje de
las raices y el desarrollo de las plantas. Cualquier sustrato puede intervenir o no

en el complejo de la nutricion mineral de la planta.
5.9.1 Caracteristicas de los Sustratos

Los sustratos o suelos deben tener una serie de caracteristicas idoneas para

mejorar el enraizamiento y el crecimiento de la planta que alberguen.
5.9.2 Estabilidad fisica

Esta caracteristica es de vital importancia en los cultivos, ya que la compactacion
y descomposicion del sustrato causa la reduccion de poros, lo que conlleva la

disminucién de la capacidad de aireacion.
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Lo mas idénea es que un sustrato se degrade y descomponga muy lentamente.
Se tendr4 mucho cuidado con los materiales que se rompen facilmente por el
agua, ya que no es aconsejable que las particulas que formas el sustrato tengan

dilatacion o contraccion, porque podrian causar cambios en el volumen.

La falta de estabilidad hace que el sustrato se aparte de las paredes del
contenedor, dificultando la rehidratacion. La descomposicion de las particulas en

otras mas pequefias provoca la ocupacion de los poros y cambios de voliumenes.
5.9.3 Aireacion

La aireacion consiste en que la raiz pueda “respirar’ es decir que pueda coger

oxigeno. Para ello es necesario tener sustratos porosos y una estructura estable.

La aireacion adecuada rondaria el 30% del sustrato (proporcién del volumen de
oxigeno disponible) y se haria la comparacion después de haber saturado de agua

el sustrato y que hubiera drenado.
5.9.4 Capacidad de retencién de agua

Un sustrato que tenga una elevada porosidad tendra potencialmente una buena
aireacion y retencion de agua; Puede no ser suficiente que la cantidad total de
agua contenida en el sustrato sea la necesaria para la planta, pero tampoco puede
negar la zona para ahorrar riesgos, ya que perderia la capacidad de aireacion.
Habr& que tener en cuenta que, a mayor capacidad de retencién de agua, menor
riesgo.

5.10 Tipos de Sustratos
a) Sustrato artesanal con cascarilla de arroz: Es una combinacion de

Lombrihumus con cascarilla de arroz quemada. Este sustrato ayuda a que

la planta pueda conservar la humedad.

b) Lombrihumus: Es un sustrato obtenido por la descomposicién de la

materia organica realizada por lombrices, estiércol y desechos vegetales.
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c) Suelo: para elaborar un sustrato a base de suelo buscamos suelos que se
encuentren conservados o en descanso que se encuentre rodeado de

material organico en descomponian.

d) Lombrihumus con cascarilla de coco: Es la combinacion de lombrihumus
con cascarilla de coco, estos dos sustratos combinados permiten que la

humedad pueda conservarse por mas tiempo.

e) Turba: Es un material organico, de color oscuro y rico en carbono. Esta
formada por una masa esponjosa y ligera en la que aun se aprecian los

componentes vegetales.
5.11 Método de multiplicacion (Biorreactor)

(Gallindo et al. 2007) Define que: El fermentador o Biorreactor, que es el recipiente
en donde se promueve el crecimiento de organismos para la sintesis de diversos

productos biotecnoldgicos.

La funcion principal de un fermentador es la de proveer un ambiente controlado
para alcanzar el crecimiento y la formacién Optima de productos, o ambos.
Ademas, el fermentador tiene como objetivo garantizar una condicién estéril, que

permita Unicamente el cultivo de la especie bioldgica de interés.

5.12 Programas estadisticos

5.12.1 Analisis de varianza (ANDEVA)

ANDEVA es una técnica estadistica que evalla las diferencias potenciales en una
variable dependiente de nivel, de escala mediante una variable de nivel nominal

gue tiene 2 o mas categorias.

Por ejemplo, un ANDEVA puede examinar las posibles diferencias en los puntajes
de coeficiente intelectual por pais. Desarrollada por Ronald Fisher en 1918, esta
prueba extiende la prueba t y la prueba z que tiene el problema de permitir que
solo la variable de nivel nominal tenga dos categorias. Esta prueba también se
denomina analisis de varianza de Fisher.
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El uso de ANDEVA depende del disefio de la investigacion. Normalmente, se
utilizan de tres formas: de una via, de dos vias y de N vias (Statistic solutions,
2013).

5.12.2 Diseio Factorial sin replica

Al aumentar el nimero k de factores en un disefio 2%, el nimero de combinaciones
aumenta y resulta econGmicamente costoso realizar réplicas que permitan estimar

el error para poder hacer los contrastes pertinentes.

Lo habitual es que sean los factores principales y las interacciones de bajo orden
los que realmente influyen sobre la variable respuesta, se utiliza como recurso
asumir que las interacciones de orden alto son nulas, con lo que disminuye el
namero de parametros a estimar, lo que permite utilizar parte de las observaciones
para estimar el error; en base a esta estimacién se ejecutan los contrastes
(TecnoStarts, 2016).

5.12.3 Prueba de Tukey

La prueba de Tukey es un método que tiene como fin comparar las medias
individuales provenientes de un analisis de varianza de varias muestras sometidas
a tratamientos distintos, este test nos permite discernir si los resultados obtenidos

son significativamente diferentes o no.

En los experimentos donde se compara entre tres 0 mas tratamientos diferentes
aplicados a igual nimero de muestras, se requiere discernir si los resultados son

significativamente distintos o no.

Se dice que un experimento es balanceado cuando el tamafio de todas las
muestras estadisticas es igual en cada tratamiento. Cuando el tamafo de las
muestras es diferente para cada tratamiento, se tiene entonces un experimento no

balanceado.
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La prueba de Tukey no es Unica, existiendo muchas mas pruebas para comparar
medias muéstrales, pero esta es una de la mas conocidas y aplicadas (Pérez,
2020)

5.12.4 Software JMP

JMP es una herramienta interactiva de visualizacion de datos y analisis
estadisticos. Que permite explorar, analizar, investigar patrones ocultos y mostrar
graficamente datos y resultados interactuando mediante tablas de datos, graficos,

diagramas e informes.

JMP permite a los investigadores crear una amplia variedad de andlisis
estadisticos y modelizaciones. También resulta Gtil para los analistas de negocio
que deseen descubrir rapidamente tendencias y patrones presentes en datos.

JMP se puede utilizar para:

» Crear diagramas y graficos interactivos para explorar datos y descubrir

relaciones.
» Descubrir patrones de variacion con multiples variables a la vez.
» Explorar y resumir grandes cantidades de datos.
» Desarrollar modelos estadisticos potentes para predecir el futuro
(Aguilera, 2008).
5.12.5 Software Rbio
Rbio es un software para el procesamiento de datos, es compatible e integrado
con el software R, aceptado mundialmente para analisis estadisticos. Por tanto,
Rbio aprovecha todo el potencial del procesamiento del software R. sin embargo

Rbio permite al usuario realizar todos los analisis sin conocer la programacion en

lenguaje R.
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Rbio puede realizar estadisticas descriptivas, analisis de varianza, estimacion de
parametros genéticos y pruebas de medias, andlisis multi-variantes, pruebas no

paramétricas, regresiones, correlaciones, biometria y bioinformatica.

Los archivos de salida del software Rbio son faciles de usar, ya que presentan
todos los significados de las pruebas estadisticas e indican cédmo interpretar los
valores. Ademas, las pruebas de medias ya muestran todas las letras que indican
las diferencias entre las medias, lo que convierte al Rbio en un excelente software
para usuarios que acaban de empezar a trabajar con analisis de datos (Bhering,
2017).

5.12.6 Software Genes

Genes es un software para el analisis y procesamiento de datos utilizando
diferentes modelos biométricos. Su uso de gran utilidad en estudios genéticos ya

que permite la comprension del comportamiento bioldgico.

También se integra con el software libre R y la aplicacion Matlab, mediante la
provision de scripts Utiles para analisis complementarios en varias areas, incluida
la amplia seleccion gendmica, la prediccion de valores genéticos y biolégicos
(Maringd, 2013).
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VI. HIPOTESIS

6.1 Hipotesis de Investigacion (Hi):

Hi: Los medios artesanales APl Y FRIJOL son eficientes para la produccién de

nédulos de Rhizobium como fijador atmosférico en el cultivo de frijol.
6.2 Hipotesis Nula (HO):

HO: Los medios artesanales APl y FRIJOL no son eficientes para la produccion de

nodulos de Rhizobium como fijador de nitrégeno atmosférico en el cultivo de frijol.
6.3 Hipotesis Alternativa (Ha):

Ha: Al menos uno de los medios artesanales APl y FRIJOL tendr4 una mejor

eficiencia para produccién de nodulos de Rhizobium en el cultivo de frijol.
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VIl. DISENO METODOLOGICO

7.1 Tipo de Investigacién

7.1.1 Segun el enfoque de la investigacion

El trabajo tiene un enfoque mixto, ya que en este proceso se recolectd, analizé y
vehicularon datos cuantitativos y cualitativos en un mismo estudio para obtener un
sustrato artesanal y medios liquidos mas eficientes y poder crear una alternativa a

bajos costo de produccion de Rhizobium.
7.1.2 Segun el alcance de los resultados

La investigacion es de caracter Experimental porque se realizaron registros y
andlisis de las variables durante la etapa de laboratorio y etapa de floracion del

cultivo.
7.1.3 Segun el tiempo de ocurrencia

La investigacién fue Prospectiva, ya que el andlisis se ejecuté durante todo el
proceso de preparacion de sustratos artesanales y medios liquidos que fuesen
mas eficientes para la obtencién de un producto final a base de Rhizobium que

servira de alternativa artesanal fijadora de Nitrégeno al suelo.

7.1.4 Segun el periodo en que se realiza el estudio

Se efectué en un momento determinado del tiempo, la investigacion fue de corte
transversal, ya que se realizdé en el periodo comprendido del mes de junio del
2018 iniciando con la fase I. depuracion de medios artesanales finalizando en
diciembre del mismo afo, fase Il y Ill iniciando en febrero del 2019 hasta Julio del
mismo afio evaluando establecimiento en sombreadero y evaluacién de sustratos
artesanales en estado controlado y no controlado, fase IV: Iniciando en
septiembre del 2019 y finalizando enero 2020 donde se realizd evaluacion de

biorreactores.
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7.2 Descripcién de la Zona

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de biotecnologia para la
inoculacion y produccidon de nddulos de Rhizobium, asi como también la
comparacion de la eficiencia de sustratos artesanales en sombreadero del Centro

nacional de investigacion Agropecuaria (INTA/CNIA).

7.2.1 Localizacion

El Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria se encuentra ubicada en la
ciudad de Managua km 14 % carretera norte, dos km al sur se ubica entre las
coordenadas 12°05' de latitud norte y 86°9" de longitud oeste, con una elevacion

de 56 msnm.

El Departamento de Managua se encuentra en las coordenadas 12°8'N 86°15'0.

Figura 3: Macro Localizacion.

NUEVOS MUNICIPIOS EN EL DEPARTAMENTO DE MANAGUA

Fuente: © INETER 2020 - Direccién General de Geodesia y Cartografia.
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http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Ticuantepe&params=12_01_N_86_12_W_type:city

Figura 4: Micro Localizacion.

": CentrojNacional

" de Investigaciones..

Fuente: Google Maps, 2020.

7.2.2 Condiciones Climéaticas

La temperatura del municipio oscila de entre 22.12 °C y 36.2 °C. La precipitacion
promedio anual es de 1,134.5 mm. En la época lluviosa promedia 1121.5 mm y en
la época seca un promedio de 13 mm. Presenta un periodo canicular comprendido

entre julio y agosto.

7.3 Fases en las que se dividio el estudio

El estudio se llevo a cabo en cuatro fases las cuales se describen a continuacion:

Fase 1: Tiene la finalidad de determinar el crecimiento de dos cepas de Rhizobium
en medios de cultivos liquidos que se llevd a cabo en laboratorio. Donde se
seleccionaron los medios artesanales liquidos para las siguientes fases.
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Fase 2 y Fase 3: Tiene la finalidad de estimar la eficiencia de los medios solidos
combinados con medios liquidos aplicandolos en el cultivo de frijol llevado hasta la

etapa de floracion.

Fase 4: Tiene la finalidad de definir una técnica adecuada para la reproduccién de

Rhizobium como alternativa al pequefio productor.

7.4 Metodologia para la determinacion del crecimiento de dos cepas de
Rhizobium en medios de cultivos liquidos bajo condiciones
controladas

Se coloc6 en un agitador durante 8 dias los medios artesanales API (Es un medio
realizado a base de plantas medicinales), FRIJOL (Destilado de Frijol) y el medio
testigo YMA (Yeast Mannitol Agar) inoculados con las cepas CIAT899 y CR477
Estos medios liquidos iban acompafiados de un control, el cual no tenia bacteria
de Rhizobium el cual nos ayudaria a descartar algin agente contaminante duran

el tiempo de agitacion.

Se tomaron las muestras de ambos medios cada dos dias y se realizaron conteo

de individuos con la ayuda de un microscopio, utilizando la siguiente formula:
(Prom.Segmento = 250,000 * Factor de dilucion)
Dénde:

Prom.Segmento = Suma total de los segmentos leidos en microscopio dividido

entre el nUmero de segmentos.
250,000 = Camara de contaje Neubauer

Factor de dilucion = 0.003 (Secuencia en la que se reduce la concentracion)

siendo leido en tubo 3 donde (Tloo = 0.001)

Se realizo la prueba de gota con un gotero de diametro 0.04u donde se obtuvo la
formacion de colonias y se debe de esperar dos dias para poder observarlas luego

se aplica la siguiente férmula:
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1
Volumen de gota

(Prom. colonia * x Factor de dilucion )

Donde;

Prom.colonia = Total de gotas obtenidas en platos
Volumen de gota = total de gotas obtenidas en un 1 ml (2—17 = (0.04)

Factor de dilucion = Secuencia en la que se reduce la concentracion [siendo

1

leido en tubo 6 donde (1000000 = 0.0000001)]

Por medio de esta formula se logra identificar las unidades formadoras de colonias
(UFC). Estas dos variables ayudaron a conocer el punto maximo (en dias) del
crecimiento de la bacteria (Somasegaran & Hoben, 1985).

7.5 Metodologia para la estimacion de la eficiencia de los medios solidos
combinados con medios liquidos

Se establecié bajo sombreadero el cultivo de frijol, utilizando la variedad INTA
Fuerte Sequia, se seleccionaron dos cepas de Rhizobium (CIAT 899 Y CR 477) y
dos medios liquidos artesanales: APl y FRIJOL, se combinaron con cinco

sustratos solidos:

Lombrihumus (LH)
Lombrihumus con cascarilla de coco (LH/CC)

1
2
3. Suelo
4. Sustrato artesanal con cascarilla de arroz (SA)
5

. Turba

Este proceso se conoce como inoculacion a sustratos sélidos. Una vez inoculado
el sustrato se procedio a realizar la inoculacion a la semilla de frijol con cada uno
de los sustratos solidos y se procedid a sembrar en maceteras para un total de

cinco repeticiones por tratamiento:
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Tabla 2. Combinacion de medios de cultivos liquidos y sustratos solidos con cepas

CEPALMEDIO 1 CEPA2/MEDIO 1 CEPA1/MEDIO 2 CEPA2/MEDIO 2
S1 LH +API+CIAT 899 LH+API+CR 477 LH+FRIOL +CIAT 899 LH +FRUOL +CR 477
S2 LHICC+APHCIAT 899 LHICC+APHCR 477 LHICC+FRIJOL+CIAT899  LH/CC+FRWOL+CR 477
S3 SUELO + AP CIAT899  SUELO + APk CR 477 SUELO + FRUJOL+ CIAT 899 SUELO+FRUOL+ CR 477
S4 SA+API+CIAT 899 SA+API+CRA4T7 SA +FRUOL + CIAT 899 SA+FRUOL + CR 477
S4 TURBA +API+CIAT 899 TURBA +API+CR 477 TURBA + FRIJOL+ CIAT 899 TURBA + FRUOL+ CR 477

TESTIGO SEMILLA SININOCULAR = SEMILLA SININOCULAR ~ SEMILLA SININOCULAR  SEMILLA SIN INOCULAR

Fuente: Propia apartir de combinacion de sustratos y cepas

A partir de la primera semana de germinacién se tomaron los siguientes datos

(altura de la planta y diametro del tallo), cuando el cultivo llego a etapa de floraciéon

se sometio a estrés hidrico por una semana con el objetivo de extraer las raices

completas y extraer los nddulos con el proposito de completar la investigacion

tomando datos de las siguientes variables:

>

Peso fresco de la planta aérea: Después de retirar las plantas se dejo

secando al aire libre para ser tomado el peso seco en una pesa digital.

Peso seco de la planta aérea: se retird la parte aérea de la planta y se

peso6 con ayuda de una pesa digital.

Largo de raiz: Se extrajo la raiz de la planta y con ayuda de una cinta

métrica se tomo el largo de raiz.

Peso seco de raiz: Se extrajeron los nédulos de las raices y se lavaron las
raices y se dej6 secando por 24 horas para luego pesarla con ayuda de una

pesa digital.

Total de nodulos: Se extrajeron los nodulos de las raices y se

contabilizaron.

Peso de nddulos: Se tomé el total de ndédulos por raiz y tratamiento y se

pesaron con ayuda de una pesa digital.

Diametro de nodulos: Con ayuda de un vernier digital se tomd el diametro

de los nédulos.
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Al momento que la semilla fue inoculada con la bacteria se tomd una muestra de
50 gr de cada sustrato solido haciendo dos repeticiones de las muestras para
dejar una en cuarto frio con una temperatura de 4 °C y otra en estado ambiente
con una temperatura £ 24 a 28 °C, con el objetivo de determinar la sobrevivencia y

multiplicacion de la bacteria a diferentes condiciones.

De la muestra de 50 gr se tomd 1 gr de cada sustrato ya inoculado con frecuencia
de una vez por semana, para determinar la sobrevivencia de los individuos se
procedié a realizar diluciones seriadas, con ayuda de camara de recuento o
hemacitémetro y microscopio, se realizé conteo de individuos utilizando lente 40x,
posteriormente se realiz6 siembra de la bacteria de cajas Petri de vidrio con
medidas 100mm x 15mm segmentados, depositando una gota en cada segmenté

con el objetivo de obtener unidades formadoras de colonias.

7.6 Metodologia para definir una Técnica de reproduccién de Rhizobium

Convencionalmente se ha hecho la multiplicacion de Rhizobium con un equipo
llamado agitador eléctrico, pero este equipo tiene un alto costo lo cual dificulta la

multiplicacion artesanal para el pequefio productor.

Por tal razon se aplicé el modelo artesanal mediante el uso de un biorreactor bajo
condiciones ambientales controladas tales como: temperatura controlada bajo aire
acondicionado a 25 °C, pH de 6.8 controlado por medio de un pH-metro digital y
agitacion por medio de una bomba de pecera con una capacidad de 50 litros
regulado a velocidad media de agitacion.

Para el uso del biorreactor se adapté un recipiente estéril donde colocamos las
mangueras para obtener entrada y salida de aire. Para la salida de aire se coloco
un filtro que permite la salida del aire sin que, entre algin agente contaminante, en
la entrada de aire se colocé la bomba de pecera que al entrar el aire simula la

agitacion del medio liquido.

Una vez teniendo instalado el biorreactor utilizamos los medios liquidos API,
FRIJOL y YMA inoculados con las cepas CIAT 899 y CR 477, para determinar la
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efectividad del biorreactor se pusieron los mismos medios liquidos inoculados en

agitador, tomando una muestra diaria durante 5 dias partiendo del dia cero para

realizar conteo de individuos, unidades formadoras de colonias y oxigeno disuelto

(0.D).

7.7 Operacionalizacion de variables

b)

d)

f)

)

Conteo de individuos (Bacteria de Rhizobium): Se realizd conteo de
individuos con ayuda de un microscopio lente 40x y camara de recuento a
los medios liquidos inoculados con cepas de Rhizobium antes
mencionados, esta variable fue utilizada en diferentes procesos a lo largo

de la investigacion.

Conteo de colonias: se realizd la siembra de bacteria en cajas Petri
segmentado ubicando una gota por segmento este procedimiento se le
llama método de prueba de gota y sirve para obtener las unidades
formadoras de colonias, asi mismo fue utilizada para diferentes procesos a

lo largo de la investigacion.

Altura de la planta: A partir de la germinacién de la semilla se tomo la

altura de la planta una vez por semana hasta la etapa de floracion.

Diametro de la planta: a partir de la germinacion de la semilla se tomo el

diametro del tallo con ayuda de un vernier digital.

Peso de fresco de la parte aérea de planta: Cuando la planta comenz6 a

florecer se retird la planta y se tomd el peso fresco de la planta.

Peso seco de la parte aérea de la planta: Después de obtener la variable
anterior se dejo secar a temperatura ambiente por 10 dias hasta obtener el

peso seco.

Peso seco de raiz: Después de la extraccion de nodulos se lavaron las
raices y se dejo secando por 24 horas y se tomo el peso seco.
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h)

)

Numero de nodulos: Al llegar a la etapa de floracion se extrajeron
cuidadosamente las raices donde se retiraron los nédulos de la raiz y se

presidié a contaron.

Diametro de nodulos: Una vez que se extrajeron los nédulos de las raices

se midio el diametro de cada uno de ellos.

Peso total de nddulos: Con ayuda de una balanza digital se obtuvo el

peso total de nédulos por tratamiento.
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VIII.  ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En esta parte se presentan los resultados obtenidos de las cuatro fases de la
investigacion. En la primera fase se midié el crecimiento de dos cepas de

Rhizobium en tres medios de cultivos liquidos.

En la segunda fase se evalud la sobrevivencia de la bacteria en cinco sustratos
artesanales bajo condiciones controladas de humedad y temperatura y en

condiciones ambientales por un periodo de cuatro semanas.

La tercera fase consisti6 en comprobar la eficiencia de dos cepas de Rhizobium
inoculada en cinco sustratos artesanales en el establecimiento de la simbiosis en

el cultivo de frijol.

Finalmente, en la cuarta fase se evalud la velocidad de multiplicacion de las cepas
de Rhizobium en tres medios de -cultivos liquidos con dos métodos de

reproduccion (Agitacion continua y biorreactores).

8.1 Evaluacion de medios de cultivo liguidos por dia

La eficiencia de un medio de cultivo para la multiplicacién de microorganismos
como las bacterias, esta en dependencia de la concentracion y tipos de nutrientes
requeridos para su sobrevivencia. El efecto de los medios de cultivos sobre el
crecimiento de la bacteria se estimo a través del conteo de individuos a los 2, 4, 6

y 8 dias después de la inoculacion.

El andlisis de varianza demostré que hubo diferencias significativas en el factor dia

para los diferentes medios y las dos cepas de Rhizobium estudiadas (Tabla 3).
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Tabla 3. Andlisis de varianza y separacion de medias para el factor dia de la

multiplicacion de dos cepas de Rhizobium

SEPARACIONES DE MEDIAS

CEPA CR 477 CEPA CIAT 899
Dias YMA API Dias YMA API Dias FRIJOL
4 3983.33a 2916.667 a 4 13166.67 a 4583.333 a 2 4050 a
6 1616.667 b 1550 ab 2 2366.667 b 733.3333b 4 3600 a
8 650 b 1100 ab 6 150 be 50b 6 266.6667 b
2 283.33Db 533.3333b 8 66.66667 c 50b 8 166.6667 b
p - Valor < 2e-16*** < 2e-16*** p - Valor < 2e-16*** <2e-16** |p-Valor < 2e-16***
Media 1633.33175 1061.1111  [Media 3937.500918 1354.166575 [Media 2020.83335
cv 0.024978967  0.024469547 |CV 0.020068781 0.034453365 |CV 0.022632104
DS 1664.553548  674.1764567 [DS 6244.293451 2176.744562 |DS 2091.75518

Fuente: Elaboracién propia apartir de los resultados obtenidos en el Software RBio y separaciones de medias por el método de TUKEY

Significado de c6digos: 0 "*** 0.001 ** 0.01 *' 0.05
Error: 0.05

Los resultados indican que la cepa CR 477 alcanzé el mayor nimero de individuos
a los 4 dias de incubacion en los medios YMA y API con 3,983.33 y 2,916.667
individuos respectivamente, por lo que la separacion de media ubic6 a ambos
tratamientos en la categoria “a”. Por otra parte, la cepa CR477 obtuvo a los dos
dias con el medio YMA 283.33 individuos, considerandose como la categoria de

menor eficiencia para la multiplicacion de esta cepa.

En referencia a lo anterior, el margen de diferencia en el nimero de individuos se
debid posiblemente a que a las 48 horas de incubaciéon de la bacteria en ambos
medios de cultivo se iniciaba la tasa de multiplicacion exponencial (Anexos I,

grafico 13 y grafico 14 pag iii,iv).

Similarmente, la tabla 3 muestra que el crecimiento de la cepa CIAT 899 alcanz6
el mayor numero de individuos en los medios YMA y API a los 4 dias después de
la incubacion, con valores de 13,166.67 y 4,583.33, respectivamente. En cambio,
el menor crecimiento se presentd después de 8 dias de incubacion en ambos

medios de cultivo.

Por ultimo, el medio de cultivo liquido FRIJOL inoculado con la cepa antes
mencionada se destaco por presentar el mayor crecimiento de individuos a los dos

dias después de la incubacion, lo que difiere del resultado en los medios YMA y
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API. El andlisis también demostr6 que después del cuarto dia de incubacién la

tasa de multiplicacion desciende drasticamente en los tres medios de cultivo.

Para fines de implementar un protocolo de multiplicacion de Rhizobium utilizando
la cepa CIAT 899, es factible utilizar el medio de cultivo liquido FRIJOL por
representar la alternativa de menor costo en cuanto al tiempo para alcanzar una
tasa de multiplicacion Optima para usarse a escala comercial y en cuanto a la

disponibilidad de insumos para su preparacion.

8.2 Evaluacién de la sobrevivencia en sustratos artesanales solidos bajo
condiciones controladas de humedad y temperatura y en condiciones

ambientales por un periodo de cuatro semanas

Esta fase del estudio tiene como importancia brindar una alternativa de sustratos
para remplazar a la turba en la produccion de inoculantes. Con la aplicacion de
estos, se contribuira a la disminucién de la fertilizacion quimica nitrogenada,
impulsando el equilibrio en el ecosistema y contribuyendo a mantener o mejorar
los rendimientos, sin provocar deterioro de las capacidades productivas del suelo,

lixiviacion y eutrofizacion de fuentes hidricas.

Las cepas de Rhizobium deben ser capaces de sobrevivir adecuadamente en el
soporte o sustrato utilizado, manteniendo concentraciones por encima del
estandar exigido durante el periodo de comercializacion (CIAT 1987). La eleccion
cuidadosa del soporte resulta importante para la calidad del inoculante (Ruiz et al.
1979).

Por lo tanto, la funcion del sustrato es permitir la supervivencia y la facil
manipulacion de los rizobios para asociarlos con la leguminosa deseada, deben
ser especificos y seleccionados a base de cepas de alta eficiencia, para ser

especifico y altamente efectivos CIAT (1987) y (La Rosa 1982).

Durante la investigacion se evaluaron 5 sustratos artesanales para conocer la

capacidad de sobrevivencia de la bacteria en dos condiciones de almacenamiento,
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tomando como variables el conteo de individuos y unidades formadoras de

colonias.

Tabla 4. Andlisis de varianza para las variables de conteo de individuos y unidades
formadoras de colonias.

CONTEO DE INDIVIDUOS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

FUENTE DE VARIACION P. VALOR FUENTE DE VARIACION P. VALOR
Semana <2e-16*** Semana 2.47e-14%**

Medio 0.915073 Medio 0.64757
Cepa 0.032824* Cepa 0.00078***

Método 0.76214 Método 0.157

Tratamiento 2e-16%** Tratamiento 9.00e-14***

Medio - Cepa 0.025244* Medio - Cepa 0.01291*

Medio - Cepa - Método - Tratamiento 0.000696*** Medio - Cepa - Método - Tratamiento 0.00508**

Fuente : Elaboracion propia apartir de resultados obtenidos en el Software Rbio

Significado de cédigos: 0 ***' 0.001 **' 0.01 *' 0.05
Error: 0.05

El andlisis de varianza (ANDEVA) para las variables conteo de individuos y
unidades formadoras de colonias mostrd significancia estadistica en los factores
Semana, Cepa y Tratamiento, asi mismo para la interaccion Medio — Cepa y para
la interaccion entre todos los factores. Por lo que se asume que existe un medio
liquido, una cepa, un sustrato solido en una condicion de almacenamiento 6ptimo

para la proliferacion y sobrevivencia.
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Gréafico 1. Numero de individuos y Unidades Formadoras de Colonias del medio
liquido FRIJOL y medios solidos artesanales distribuidos en cuatro semanas de la
cepa CR 477.

1.a 1.b

N° INDIVIDUOS & UFC frente a SEMANA N° INDIVIDUO & UFC frente a SEMANA

@R SUSTRATO SOLIDO CEEA SUSTRATO SOLIDO

477 477

—LH (amb)

— LH-+CC (amb)
— SA (amb) 30000
— Suelo (amb)
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—LH(CF)
—LH+CC(CA
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—Suelo (CF)
— Turba (CF)

25000

20000~ 25000
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150001
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0-
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3500000000 |
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2500000000

J UFC 2000000000

. 1500000000 |
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500000000 -
0 T T T T Dy T T T T T T

1.0 15 20 25 30 35 40 1.0 15 20 25 30 35 40
SEMANA SEMANA

2500000000 -

2000000000 -
UFC

1500000000 -

1000000000 -

Fuente: Elaboracion propia a partir del Software JMP

Para demostrar el patron de crecimiento de las cepas en los diferentes sustratos,
en el grafico de tendencia 1. a demuestra que la cepa CR 477 multiplicada en el
medio de cultivo liquido FRIJOL presentd el mayor crecimiento ascendente en
relacion a las dos variables, en condiciones normales de crecimiento (temperatura
ambiente) en el sustrato sélido “Suelo”. Igualmente, pero bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura (cuarto frio), el grafico de tendencia 1.b
muestra que el crecimiento mas alto fue alcanzado con la cepa CR477 en el

sustrato solido “Lombrihumus”.
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Gréafico 2. Numero de individuos y Unidades Formadoras de Colonias del medio

API frente a semana de la cepa CR 477

2.a 2.b

NC INDIVIDUO & UFC frente a SEMANA N° INDIVIDUOS & UFC frente a SEMANA

CEEA SUSTRATO SOLIDO CHA SUSTRATO SOLIDO
AT — LH(amt) A7 —LH (R

— LH+CC(amb) — LH+CC (CF)
— SA(amb) —SA(C)

— Suelofamb) — Suelo (CF)

— Turba(amb) —Turba (CF)

25000 20000
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15000
15000-
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N° INDIVIDUOS
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5000 5000
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1dv
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2500000000 | 2000000000

2000000000
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1000000000

500000000 - 500000000

T T T T T T T 0-— T T T T T T
1.0 15 20 25 30 35 40 1.0 15 20 25 30 35 40
SEMANA SEMANA

0

Fuente: Elaboracion propia a partir del Software JMP

Bajo esta misma tendencia, el grafico 2.a demuestra que la bacteria CR 477
inoculada al sustrato “Suelo” a partir de medio de cultivo API, posee el mayor
crecimiento ascendente durante cada fecha de muestreo para las variables conteo
de individuos y unidades formadoras de colonias en condiciones ambientales
normales. Sin embargo, entre las semanas 3 y 4 de crecimiento se notd equidad
en la tasa de multiplicacion de esta bacteria en el sustrato solido “Lombrihumus”
pero, llega a un punto donde su crecimiento decrece, aunque aun muestra

superioridad comparado con el resto de sustratos.

Por otra parte, cuando esta cepa se someti6 a condiciones controladas de
almacenamiento, su crecimiento se mantuvo superior en el sustrato “Suelo” en la

misma fuente del inoculo el medio liquido “API” (Grafico 2.b).
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Gréafico 3. Numero de individuos y Unidades Formadoras de Colonias del medio

API frente a semana de la cepa CIAT 899
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software JMP

Cuando se evaluo el crecimiento de la cepa CIAT 899 conforme las dos

condiciones de almacenamiento, el patron de crecimiento a temperatura ambiente

fue superior en el sustrato “Suelo” cuando este fue inoculado con el medio API

(Grafico 3.a). Demostrando asi la utilidad del “Suelo” cuando se desea multiplicar

o conservar la bacteria en condiciones de produccién de pequefios productores.

Simultaneamente, el grafico de tendencia 3.b demuestra que, al evaluar el

crecimiento de esta cepa, pero en condiciones controladas, el repunte en su

crecimiento lo obtiene también en el sustrato “Suelo” inoculado con medio API.

Efecto similar, pero, en menor proporcion se presenta cuando se usa el sustrato

“Lombrihumus”.
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Gréafico 4. Numero de individuos y Unidades Formadoras de Colonias del medio

FRIJOL frente a semana de la cepa CIAT 899.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software JMP

El grafico 4.a muestra que, al evaluar el comportamiento del crecimiento de esta
cepa, pero teniendo como fuente del inoculo el medio liquido FRIJOL, los
sustratos que tuvieron el mejor crecimiento fueron “Suelo” y “Lombrihumus”,
teniendo siempre superioridad el sustrato “Suelo” conforme el tiempo es mayor.
Esta condicibn se mantuvo mientras el crecimiento se dio en temperaturas

ambiente.

Por el contrario, el grafico 4.b expone que cuando se sometié el crecimiento bajo
condiciones controladas fue evidente la superioridad del niumero de individuos y
unidades formadoras de colonias en el sustrato “Suelo”. Nuevamente, se
corrobora la versatilidad del uso del sustrato “Suelo” en ambas condiciones de

almacenamiento para la cepa CIAT 899.

8.3. Evaluacion de variables de plantas

La cantidad de nitrogeno fijado por el frijol es muy variada, va en dependencia de
la variedad, de la eficiencia fijadora de la bacteria Rhizobium y de las condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo o del cultivo “Phaseolus vulgaris” tiene una
amplia diversidad genética y existen grandes diferencias entre los genotipos en la
cantidad de nodulacion y el nitrégeno fijado. Igualmente, la habilidad para formar
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grandes y abundantes nodulos, esta también controlada por las bacterias fijadoras
de nitrogeno (Ballesteros & Lozano de Yunda).

Los resultados demostraron significancia estadistica entre los factores de cada
variable sin interaccion entre ellos (Anexos |). Comprobando de esta manera la

efectividad del uso de Rhizobium durante el periodo de estudio.

Gréfico 5. Test de Tukey para la variable diametro de la planta en los medios de
APly FRIJOL.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES

Para la variable diametro de planta se presenta un grafico de box plot o caja de
bigote, en el cual se comparan dos categorias (medios de cultivos liquidos APl y
FRIJOL), puede observarse que la distribuciébn es mayor lo cual esta sesgado de
forma positiva para el medio de cultivo liquido FRIJOL, por otra parte, presenta
menor diametro (mediana) y esta sesgado de forma positiva en el medio de cultivo
liquido API.

El grafico no muestra (como es propio de la presentacion) cuanto hay en cada
tramo de las respectivas cajas. Por lo que se afirma que para esta variable el

mejor fue el medio de cultivo liquido FRIJOL.
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Gréfico 6. Test de Tukey para la variable altura de la planta en los medios de API

y FRIJOL.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES

Para la variable altura de planta se muestra mediante un box plot o caja de bigote,
en el cual se comparan dos categorias (medios de cultivos liquidos APl y FRIJOL),
puede observarse que la distribucibn es mayor lo cual esta sesgado de forma
positiva para el medio de cultivo liquido FRIJOL, por otra parte, presenta menor
altura (mediana) y esta sesgado de forma positiva en el medio de cultivo liquido
API.

El grafico no muestra (como es propio de la presentacion) cuanto hay en cada
tramo de las respectivas cajas. Por lo que se afirma que para esta variable el

mejor fue el medio de cultivo liquido FRIJOL.
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Tabla 5. Analisis de varianza para la variable largo de raiz de la planta.

VARIABLE LARGO DE RAIZ

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0.0
Medio 0.008961
Tratamiento 0.005737
Cepa - Medio - Tratamiento 1.0

Fuente: Elaboracién propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES

Significado de cédigos: 0 ***' 0.001 "**' 0.01 *' 0.05
Error: 0.05

En la tabla 7 de analisis de varianza (ANDEVA) con respecto a la variable Largo
de Raiz se observa que existe un valor significativo en las fuentes de variacion
cepa, medio y tratamiento sin interaccién entre ellas, lo que significa que existe
una cepa, un medio y un tratamiento donde la bacteria tiene una simbiosis positiva

gue le permite la sobrevivencia y multiplicacion.

En los siguientes gréficos se lograra apreciar detalladamente que medio, cepa y
tratamiento son los que permiten las condiciones que favorecen el largo de la raiz

de la planta.

Grafico 7: Test de Tukey para la variable longitud de raiz de la planta en los
medios APl y FRIJOL.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES
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Para la variable longitud de raiz de la planta se presenta un grafico de box plot o
caja de bigote, en el cual se comparan dos categorias (medios de cultivos liquidos
API y FRIJOL), puede observarse que la distribucibn es mayor lo cual esta
sesgado de forma positiva para el medio de cultivo liquido FRIJOL. Por otra parte,
el medio de cultivo liquido API presenta menor longitud (mediana) y esta sesgado

de forma positiva.

El grafico no muestra (como es propio de la presentacion) cuanto hay en cada
tramo de las respectivas cajas. Por lo que se afirma que para esta variable el

mejor fue el medio de cultivo liquido FRIJOL.

Gréafico 8. Longitud de raiz del medio APl y FRIJOL frente a sustratos de las
cepas CR 477 y CIAT 899.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software JMP

En el grafico de barra 8.a Refleja que el sustrato solido “Lombrihumus” en el
medio de cultivo liquido “API, present6 un efecto positivo en la longitud de raiz del
cultivo, asi mismo “Suelo” presenta condiciones para ser un sustrato alterno. En el
mismo grafico que puede observar que “Turba” en el medio liquido FRIJOL fue el
sustrato con mayor compatibilidad entre la bacteria y la raiz de la planta siendo

esta la raiz mas larga

Los resultados evidencian que la cepa CIAT 899 en los medios de cultivo API'Y
FRIJOL que los sustratos que producen un efecto a la longitud de la raiz son

“‘Lombrihumus” y “Turba” y tiene en comun “Suelo” como un sustrato alterno.
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Paralelamente el grafico 8.b se muestra que el medio de cultivo API presta las
condiciones para que el sustrato “Lombrihumus” sea un portador eficiente para el
mejoramiento de la longitud de raiz de la planta en el mismo gréafico se observa el
medio de cultivo FRIJOL donde los sustratos que alcanzaron la mayor longitud de

raiz fue “Lombrihumus”.

Para la cepa CR 477 el sustrato “Lombrihumus” es indudablemente el sustrato

sélido que permite la relacion simbidtica entre la bacteria y la planta.

Tabla 6. Andlisis de varianza para la variable total de nédulos de la planta.

VARIABLE TOTAL DE NODULOS

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0.0127630
Medio 0.103287
Tratamiento 1.0
Cepa - Medio - Tratamiento 1.0

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES

Significado de cédigos: 0 ***' 0.001 ** 0.01 "*" 0.05
Error: 0.05

El analisis de varianza (ANDEVA) muestra que existe una cepa que influye para la
produccion de ndédulos sin embargo no existe una interaccién entre los factores
por lo que no esta limitado a un medio, cepa o tratamiento. Cabe mencionar que la
variedad de la semilla juega un papel importante en la fijacién de nitrégeno en la
planta.

En los siguientes graficos se lograra apreciar detalladamente que cepa es la que

influye en la produccion de nodulos.
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Gréafico 9. Test de Tukey para la variable total de nodulos de la planta en las
cepas CR 477 y CIAT 899.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES

Para la variable total de n6dulos de la planta se presenta un grafico de box plot o
caja de bigote, en el cual se comparan dos categorias (cepas CIAT 899y CR 477),
puede observarse que la distribucion esta sesgado de forma positiva para la cepa
CIAT 899, por otra parte, la cepa CR 477 presenta mayor nodulacion (mediana) y

esta sesgado de forma positiva.

El grafico no muestra (como es propio de la presentacion) cuanto hay en cada
tramo de las respectivas cajas. Por lo que se afirma que para esta variable la

mejor cepa fue CIAT 477.
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Tabla 7. Escala de nodulacion.

ESCALA DE NODULACION
SUSTRATO . ~ nédulos
CEPA MEDIO SOLIDO nodulo/sl&?uenos medianos  nddulos grandes/3mm  Total de nddulos PESOTOTAL DE NODULOS (mg)
1-3mm

LH 55 97 2 154 534.3
LH+CC 40 56 3 99 201.3
FRIOL SA 40 75 4 119 436
SUELO 4 26 6 36 279.9
TURBA 21 126 5 152 680

477 TESTIGO 0 0
LH 25 140 34 199 980
LH+CC 52 323 6 381 1170
API SA 233 485 3 721 2310
SUELO 177 602 6 785 2690
TURBA 170 511 2 683 1900

TESTIGO 0 0
LH 37 32 69 86.2
LH+CC 20 92 4 116 271.9
399 FRIIOL SA 30 20 50 61.1
SUELO 45 105 150 477
TURBA 45 38 2 85 178

TESTIGO 0 0

NOTA: Para el medio Api con la cepa CIAT 899 Ningun sustrato solido tuvo nodulacion,

FUENTE: Elaboracion propia a partir de datos obtenidos en sombreadero.

En la tabla 7: Se representa una escala de nodulacién, donde se puede observar

Diametro, Peso y Total de nddulos obtenido por sustrato.

Para la cepa CR477 inoculada en el medio de cultivo FRIJOL para el sustrato
“Lombrihumus” se obtuvo 154 ndédulos con un peso total de 534.3 mg, sin
embargo, “Turba” alcanzo 152 nddulos con un peso total de 680 mg, superando el
peso de “Lombrihumus”. Para el medio de cultivo APl en el sustrato “Suelo”
obtiene 785 nddulos con un peso total de 2690 mg, seguido por sustrato artesanal
con cascarilla de arroz con 721 nédulos con un peso total de 2310 mg y por ultimo
“Turba” siendo este el sustrato que comunmente es utilizada para la
comercializacion de Rhizobium obteniendo 683 nddulos con un peso total de 1900

mg.

Para la cepa CIAT 899 con medio de cultivo liquido FRIJOL, se obtuvo que “Suelo”
es el sustrato que obtuvo mayor nimero de nédulos con un total de 150 pesando
477 mg, seguido por Lombrihumus con cascarillas de coco con 116 nodulos y un
peso de 271.0 mg vy “Turba” con 85 ndédulos con un peso total de 178 mg.

Mientras que con el medio de cultivo liquido APl se observé que no existia la
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presencia de nédulos, se considera que no hubo formacion de noédulos como

consecuencia de la reaccion entre la cepa y el medio artesanal.

En referencia a lo anteriormente mencionado para el beneficio de la leguminosa
durante su cultivo; el mejor medio de cultivo liquido durante el estudio realizado
fue API inoculado con la cepa CR477 por medio del sustrato solido “Suelo”.

8.3 Evaluacion del biorreactor

Esta evaluacion se llevé a cabo durante la cuarta fase en el laboratorio. Donde se
instalé un biorreactor y se comparé con un agitador, tomando como variables
conteo de individuos y unidades formadoras de colonias. También se tuvo la
oportunidad de realizar la prueba de oxigeno disuelto, la cual ha permitido

identificar con precision la cantidad de bacterias presentes en los medios liquidos.

Tabla 8. Analisis de varianza para la variable oxigeno disuelto.

VARIABLE OXIGENO DISUELTO

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Dia 1.33e-88***
Concentracion 0.001184**
Medio 2.97e-07***
Método 0.000494***

Medio - Método 0.04618*
Concetracion - Cepa 0.042975*

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software RBio

Significado de cédigos: 0 ***' 0.001 ** 0.01 "*" 0.05
Error: 0.05

En la tabla 8 de analisis de varianza (ANDEVA) con respecto a la variable oxido
disuelto se observa que existe un valor significativo en las fuentes de variacion
dia, concentracion, medio y método con interaccion en medio — método y

concentracion — cepa
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En los siguientes graficos se lograra apreciar detalladamente que dia,
concentracion, medio y método son los que permiten las condiciones para obtener

una mayor concentracion de la bacteria.

Gréfico 10. Oxigeno disuelto de los medio API, FRIJOL y YMA de la cepa CR 477

para agitador y biorreactor.
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Fuente: Elaboracién propia a partir del Software IMP

En el grafico de barra 10.a se muestra que la cepa CR 477 multiplicada bajo el
método agitador en los medios de cultivo API, FRIJOL y YMA presentdé mayor
crecimiento en el dia 3, sin embargo, el mayor indice de crecimiento fue en el
medio de cultivo FRIJOL. Paralelamente grafico de barra 10.b se muestra el
comportamiento de los medios liquidos API, FRIJOL y YMA inoculados con la
cepa CR477 utilizando el método biorreactor, se observa que el medio de cultivo
artesanal FRIJOL presenta mayor concentracion de bacteria en el dia 3 superando
a los medio YMA y API

En ambos graficos se logra observar que, con ambos métodos, el medio liquido
Artesanal FRIJOL presenta mayor concentracion, sin embargo, el método
biorreactor presenta una tasa de crecimiento mayor, debido a que la bacteria

responde mejor a la circulacién de aire existente en el biorreactor.
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Gréafico 11. Oxigeno disuelto de los medio API, FRIJOL y YMA de la cepa CIAT

899 para agitador y biorreactor.
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Fuente: Elaboracién propia a partir del Software JIMP

En el grafico de barra 11.a los resultados indican que el comportamiento de los
medios liquidos API, FRIJOL y YMA para la variable oxigeno disuelto inoculados
con la cepa CIAT 899 utilizando el método agitador, el medio de cultivo Artesanal
FRIJOL presenta mayor concentracion de bacteria en el dia 3 superando a los
medios YMA y API; Cabe mencionar que en el medio YMA se observa que la

concentracion de la bacteria disminuye a partir de la inoculacion.

Asi mismo en el grafico 11.b muestra que los medios liquidos API, FRIJOL y YMA
misma variable inoculados con la cepa CIAT 899 bajo el método biorreactor, el
medio de cultivo Artesanal FRIJOL presenta mayor concentracion de bacteria en
el dia 1 pero hay una pequefia disminucion en el dia 2 y 3 sin embargo en el dia 4
hay un pequefio aumento, este comportamiento se da por caracteristicas propias
de la bacteria.

En los gréficos se logra observar que con ambos métodos el medio liquido
Artesanal FRIJOL presenta mayor concentracion, sin embargo, en el método
biorreactor su concentracion es mayor, debido a que la bacteria responde mejor a
la circulacion de aire existente en el biorreactor.
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Tabla 9. Analisis de varianza para la variable conteo de colonias.

CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Dia 2e-16***
Concentracion - Medio 0.0145*
Concentracion - Método - Cepa 0.0448*

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software RBio

Significado de codigos: 0 ***' 0.001 **' 0.01 "' 0.05
Error: 0.05

En la tabla 9 de andlisis de varianza (ANDEVA) con respecto a la variable
unidades formadoras de colonias se observa que existe un valor significativo en
las fuentes de variacion dia con interaccion en concentracion — medio y

concentracion — método — cepa.

En los siguientes graficos se lograra apreciar detalladamente que dia, permiten las

condiciones para obtener una formacién de colonias.
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Gréafico 12. Unidades formadoras de colonias de los medios API, Frijol y YMA de

las cepas CR477 y CIAT899 para agitador y biorreactor.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software IMP

En el grafico de barra 12.a demuestra que los medios liquidos inoculados con la
cepa CR477 para la variable unidades formadoras de colonias con el método
agitador presenta un mayor indice de crecimiento en el dia 3 para los medios API
y FRIJOL, sin embargo, para el medio YMA la mayor presencia de la bacteria se
encuentra en el dia 4. Paralelamente se observa el grafico 12.b donde el
comportamiento de la bacteria con el método biorreactor, la mayor concentracién

de la bacteria se encuentra en el dia 3 para los tres medios de cultivo.
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En el grafico de barra 12.c Los resultados muestran que el comportamiento de la
bacteria de Rhizobium por medio de la cepa CIAT 899 inoculada en los medios de
cultivo liquido utilizando el método agitador presenta un crecimiento durante el dia
1 (24 horas después de la inoculacién) para los medios APl y YMA, sin embargo,
para el medio FRIJOL la mayor presencia de la bacteria se encuentra en el dia 2,

siendo APl y YMA los medios con la mayor tasa de crecimiento.

El andlisis también demuestra que el comportamiento de la bacteria con el método
biorreactor (grafico 12.d) presenta una mayor concentracion al tercer dia de
incubacion en el medio liquido de APl y YMA, sin embargo, para el medio de

cultivo FRIJOL la mayor presencia de la bacteria se encuentra en el dia 4.
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IX. CONCLUSIONES

A partir de las evaluaciones realizada se Concluye que:

>

El medio de cultivo liquido FRIJOL inoculado con la cepa CIAT 899 representa
una alternativa local en cuanto a tiempo, dado que la multiplicacion de la

bacteria se obtiene al segundo dia después de la inoculacion.

Para la conservacion de la cepa en el sustrato sélido “Suelo”
independientemente de los medios de cultivos liquidos la mejor cepa fue
CR477.

Como alternativa de produccién artesanal para el pequefio productor se
obtuvo que el método de biorreactor, sin importar el medio y la cepa presentd

resultados satisfactorios.

Se observa que el medio liquido artesanal con mejor eficiencia fue FRIJOL, por lo

que se cumple la hipétesis alternativa con respecto a la eficiencia de produccion

de ndédulos de Rhizobium en el cultivo de frijol.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda que:

> Los medios liqguidos YMA y API deben de pasar en proceso de agitacion
durante 4 dias para obtener una adecuada concentracion de la bacteria y para el

medio FRIJOL por un periodo de 2 dias.

» Utilizar cepas nativas, esto ayudara a una mejor aceptacion de la bacteria en
los suelos de la localidad a usar, de esta forma se obtendra mejor calidad del

cultivo.

» Utilizar fertilizantes o urea con dosificaciones menores, dado que la bacteria al
ser fijadora de nitrégeno disminuye el uso de fertilizantes nitrogenados sin

descartar su uso drasticamente.

» Combinar los sustratos LOMBRIHUMUS y SUELO, para evaluar el

comportamiento de los sustratos combinados y obtener un producto final.
» Dejar el sustrato inoculado con la combinacion de cepas y efectuar pruebas de

calidad cada 15 dias durante al menos 3 meses, para comprobar la viabilidad,

reproduccion y supervivencia de la bacteria.
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XIl.  ANEXOS

ANEXOS |. TABLAS DE ANALISIS DE VARIANZA

Tabla 10. Analisis de varianza para la variable unidades formadoras de colonias
en los medios de cultivo liquidos por dia.

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Dia 0.3851
Cepa 0.3818
Medio 0.0315*

Fuente: Elaboracién propia apartir de los resultados obtenidos en el Software RBio

Tabla 11. Analisis de varianza para la variable didmetro de la planta.

VARIABLE DIAMETRO
FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0.251238
Medio 0.0
Tratamiento 1.0
Cepa - Medio - Tratamiento 1.0

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable altura de la planta.

VARIABLE ALTURA
FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0
Medio 0.006467
Tratamiento 0.154373
Cepa - Medio - Tratamiento 0.231416

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES



Tabla 13. Analisis de varianza para la variable peso fresco de la planta.

VARIABLE DEL PESO FRESCO DE LA PLANTA

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0.024455
Medio 0.006209
Tratamiento 1.0
Cepa - Medio - Tratamiento 1.0

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES

Tabla 14. Analisis de varianza para la variable peso seco de la planta.

VARIABLE DEL PESO SECO DE LA PLANTA

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0.019764
Medio 0.001466
Tratamiento 1.0
Cepa - Medio - Tratamiento 1.0

Fuente: Elaboracién propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES

Tabla 15. Analisis de varianza para la variable peso seco de raiz de la planta.

VARIABLE PESO SECO DE RAIZ

FUENTE DE VARIACION P-VALOR
Cepa 0.0002880
Medio 0.001601
Tratamiento 0.140373
Cepa - Medio - Tratamiento 0.33906

Fuente: Elaboracion propia apartir de los resultados obtenidos en el Software GENES



ANEXOS Il. GRAFICOS

Gréafico 13. Numero de Individuos y Unidades Formadoras de Colonias del Medio

YMA 'y API frente a dia de la cepa CR 477.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software JIMP




Gréafico 14. Numero de Individuos y Unidades Formadoras de Colonias del Medio
API, FRIJOL y YMA, frente a dia de la cepa CIAT 899.
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Fuente: Elaboracién propia a partir del Software JMP



Gréafico 15. Numero de Individuos y Unidades Formadoras de Colonias de los
dias 2y 4, frente a las Cepas CR 477 y CIAT 899, del medio YMA. y “FRIJOL”
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Fuente: Elaboracién propia a partir del Software JMP




Grafico 16. Test de Tukey para la variable conteo de individuo en las cepas CR
A77 y CIAT 899.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software RBio

Gréfico 17. Test de Tukey para la variable Unidades Formadoras de Colonias
cepas CR 477 y CIAT 899.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software RBio

Vi



Gréfico 18. Test de Tukey para la variable peso fresco de la planta en las cepas
CR 477 y CIAT 899.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES

Grafico 19. Test de Tukey para la variable peso fresco de la planta en los medios
APl y FRIJOL.

25000
\

Peso Fresco

15000
!

API Frijol

Medios

Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES

Grafico 20. Test de Tukey para la variable peso seco de la planta en los medios
APl y FRIJOL.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES
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Gréfico 21. Test de Tukey para la variable peso seco de raiz de la planta para las
cepas CIAT 899y CR 477.
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Gréfico 22. Test de Tukey para la variable peso seco de raiz de la planta en los
medios APl y FRIJOL.
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Fuente: Elaboracion propia a partir del Software GENES
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ANEXOS Ill. PREPARACION DE MEDIOS ARTESANALES

Figura 6: Seleccion del grano de frijol  Figura 5: Seleccién de material vegetal
para medio artesanal de FRIJOL. para medio de cultivo artesanal API.

Fuente: Propia Fuente: Propia

Figura 7: Medios de cultivos liquidos artesanales, API
(color amarillo) FRIJOL (color rojizo).

Fuente: Propia




ANEXOS IV. PRUEBAS DE GOTAS Y CONTEQOS DE INDIVIDUOS

Figura 8. Prueba de gota en plato Figura 9. Bacteria Rhizobium en plato
Petri con rojo Congo dentro de Petri con rojo Congo segmentado en

camara de flujo. partes iguales.

[
|
[
»
|

Fuente: Propia Fuente: Propia

Figura 10. Tubos de ensayos con soluciones
de medios de cultivos liguido artesanales

listo para prueba de gota.

Fuente: Propia




ANEXOS V. TOMA DE DATOS DEL CULTIVO DE FRIJOL

Figura 11. N6édulos de Rhizobium en Figura 12. Medicion del didmetro de

raiz de la planta de frijol. tallo de la planta con vernier.

Fuente: Propia Fuente: Propia

Figura 11. Extraccion de raices de macetera.

Fuente: Propia
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Figura 12: Peso de parte aérea Figura 13: No6dulos de rhizobium ya

de la planta. extraido de raiz.

Fuente: Propia Fuente: Propia
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