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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo, evaluar el efecto de tres
dosis de Rhizobium spp. sobre el crecimiento y desarrollo del frijol (Phaseolus vulgaris
L.) en la ciudad de Ibarra, provincia de Imbabura, durante un periodo de 60 dias. Se
evaluaron diversas variables agronémicas, entre las que se incluyen la altura de las
plantas, el indice SPAD (que mide el contenido de clorofila en las hojas), el niUmero de
nodulos, la masa foliar y la masa radicular. Los resultados obtenidos indicaron que la
dosis méas baja de Rhizobium spp., correspondiente al tratamiento testigo 3 (6 x 102°
UFC/ml), fue la que mostrd los mejores efectos en todas las variables evaluadas. Esta
dosis favorecio significativamente el desarrollo vegetativo de las plantas, incrementando
su altura, el nimero de nédulos en las raices, y promoviendo un mayor crecimiento tanto
de la masa foliar como radicular, lo que sugirio una optimizacion de la fijacion bioldgica
de nitrogeno. Para asegurar un adecuado suministro de agua y facilitar la absorcion de
nutrientes, se implementd un sistema de riego por goteo con Drench, lo cual permitio un
uso eficiente del recurso hidrico. Ademas, se realizaron pruebas presuntivas para
determinar cual de las cepas de Rhizobium spp. evaluadas tenia una mayor capacidad de
fijacion de nitrégeno. Los resultados demostraron que la dosis baja de Rhizobium spp. no
solo mejoro el desarrollo fisico del frijol, sino que también mostré su potencial para
contribuir a una produccién méas sostenible de frijol en la region. Estos hallazgos son
relevantes para optimizar las practicas agricolas en la zona, promoviendo un uso mas
eficiente de los recursos y reduciendo la dependencia de fertilizantes sintéticos.

Palabras clave: 1. Rhizobium spp., 2. Fijacion bioldgica de nitrégeno, 3. Frijol

(Phaseolus vulgaris L.), 4. Masa radicular, 5. Riego por goteo
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of three doses of
Rhizobium spp. on the growth and development of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
in the city of Ibarra, province of Imbabura, over a period of 60 days. Several agronomic
variables were assessed, including plant height, the SPAD index (which measures
chlorophyll content in the leaves), the number of nodules, leaf mass, and root mass. The
results indicated that the lowest dose of Rhizobium spp., corresponding to treatment 3 (6
x 10%° UFC/ml), showed the best effects on all evaluated variables. This dose
significantly favored the vegetative development of the plants, increasing their height, the
number of nodules in the roots, and promoting greater growth of both leaf and root mass,
suggesting an optimization of biological nitrogen fixation. To ensure an adequate water
supply and facilitate the absorption of nutrients, a drip irrigation system with Drench was
implemented, which allowed efficient use of the water resource. Additionally,
presumptive tests were carried out to determine which of the Rhizobium spp. strains
evaluated had the highest nitrogen fixation capacity. The results demonstrated that the
low dose of Rhizobium spp. not only improved the physical development of the bean but
also showed its potential to contribute to more sustainable bean production in the region.
These findings are relevant for optimizing agricultural practices in the area, promoting
more efficient use of resources, and reducing the reliance on synthetic fertilizers.

Keywords: 1. Rhizobium spp., 2. Biological nitrogen fixation, 3. Bean (Phaseolus

vulgaris L.), 4. Root mass, 5. Drip irrigation
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El nitrégeno es esencial para el desarrollo de las plantas, ya que forma parte de
moléculas clave como la clorofila, los aminoacidos y los acidos nucleicos (Gonzales,
2013). Aunque es el gas mas abundante en la atmosfera, las plantas necesitan formas
asimilables como amonio (NH4") y nitrato (NOs"). En la agricultura convencional, el uso
intensivo de fertilizantes nitrogenados ha aumentado los rendimientos, pero también ha
generado impactos ambientales como la eutrofizacion y la emision de gases de efecto
invernadero (Sedolfo et al., 2014).

La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) representa una solucion sostenible. Este
proceso, realizado por bacterias como Rhizobium spp. en simbiosis con leguminosas,
transforma el nitrdgeno atmosférico en formas utilizables, reduciendo la dependencia de
fertilizantes sintéticos (Soto Regalado et al., 2022). En el frijol (Phaseolus vulgaris L.),
un cultivo esencial en paises en desarrollo, la FBN mejora la productividad y fomenta la
sostenibilidad al conservar la fertilidad del suelo y minimizar el impacto ambiental (Marin
Garza et al., 2018).

No obstante, la eficiencia de la FBN depende de factores como la cepa de
Rhizobium spp. y su adaptacion a las condiciones locales (Weil y Brady, 2017). En la
provincia de Imbabura, Ecuador, pocos estudios han explorado las cepas nativas de
Rhizobium spp. y su capacidad para fijar nitrogeno en distintos pisos altitudinales,
limitando el potencial para implementar practicas agricolas sostenibles (Perusia y
Rodriguez, 2017).

Esta investigacion evalua el impacto de diferentes dosis de una cepa nativa de
Rhizobium spp. en el cultivo de frijol bajo condiciones controladas en invernadero en
Ibarra (Anton y Lizaso, 2001). El objetivo es identificar la dosis mas eficiente para la
FBN, promoviendo un sistema agricola mas sostenible y adaptado a las necesidades de
los productores locales, contribuyendo ademéas a enfrentar los desafios ambientales

globales (Carrasquero Ferrer et al., 2018).
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CAPITULO Il

OBJETIVOS
2.1.0bjetivo general

Evaluar la eficiencia de la fijacion bioldgica de nitrégeno en el cultivo de frijol
(Phaseolus vulgaris L.), mediante la inoculacién de una misma cepa de Rhizobium spp.
en sustrato libre de nitrégeno, durante los 60 dias de desarrollo del cultivo en la ciudad

de Ibarra, provincia de Imbabura.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar la mejor dosis de aplicacion de Rhizobium spp. el desarrollo en los 60
dias del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

e Analizar el impacto de la inoculacion con Rhizobium spp. en los 60 dias en el
desarrollo del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.), a través de la medicion de

variables de crecimiento bajo condiciones de invernadero.

e Cuantificar la variacion en el contenido de clorofila del frijol (Phaseolus vulgaris
L.) inoculado con Rhizobium spp., a través de mediciones del indice SPAD en

condiciones controladas de invernadero.

2.3. Hipotesis

(Ha): Existen diferencias significativas en la eficiencia de fijacion de nitrégeno
entre las dosis de una misma cepa de Rhizobium spp. en el frijol (Phaseolus vulgaris L.)

en Ibarra provincia de Imbabura.

(Ho): No hay diferencias significativas en la eficiencia de fijacion de nitrégeno
entre las dosis de una misma cepa de Rhizobium spp. en el frijol (Phaseolus vulgaris L.)

en Ibarra provincia de Imbabura.
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CAPITULO 111

ESTADO DEL ARTE
3.1. Frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa originaria de Ameérica,
reconocida por su adaptabilidad a diversas condiciones agroclimaticas y su valor
nutricional (Voysest, 2000). Esta planta ha sido ampliamente cultivada en todo el mundo,
contribuyendo de manera significativa a la seguridad alimentaria en muchas regiones
(Ebel et al., 2017).

Ademas de ser un alimento bésico, el frijol es una fuente rica en proteinas
vegetales, fibra, vitaminas y minerales esenciales como el hierro y el zinc (Pefia
Betancourt y Conde Martinez, 2012). Su consumo regular aporta importantes beneficios
para la salud, especialmente en dietas donde las proteinas animales son limitadas
(Gonzélez et al., 2011).

En términos de agricultura sostenible, el frijol destaca por su capacidad para fijar
nitrégeno atmosférico en el suelo mediante su asociacion con bacterias del género
Rhizobium (Rivera Vasquez y Pedroza Pacheco, 2020). Esta propiedad no solo mejora la
fertilidad del suelo, sino que también reduce la necesidad de fertilizantes nitrogenados
sintéticos, promoviendo practicas agricolas méas ecoldgicas y econdmicas (Granda Mora
et al., 2016).

3.2. Produccion del Frijol en Ecuador

En Ecuador, el frijol es un cultivo significativo en la agricultura familiar y
comercial, con una notable produccién en las provincias de Imbabura, Carchi, Loja y
Chimborazo, las variedades mas comunes cultivadas incluyen frijol negro, frijol rojo y
frijol blanco, la produccion se lleva a cabo tanto en sistemas tradicionales de secano como
en sistemas bajo riego (Ministerio de Agricultura y Ganaderia [MAG], 2024).

La produccion de frijol en Ecuador enfrenta diversos desafios que incluyen la
variabilidad climatica, el ataque de plagas y enfermedades, asi como la competencia con
cultivos mas rentables (Torres Navarrete et al., 2014). A pesar de estas dificultades, el
frijol sigue siendo un cultivo estratégico tanto para la seguridad alimentaria como para la
sostenibilidad agricola del pais, debido a su valor nutricional y su capacidad para
contribuir a la fertilidad del suelo a través de la fijacion bioldgica de nitrégeno (Servin
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Palestina et al., 2022). Estos factores lo posicionan como un elemento clave en la dieta

de las familias ecuatorianas y en la rotacion de cultivos (Flores Pacheco et al., 2019).

En los Gltimos afios, se han impulsado esfuerzos para mejorar la productividad del
frijol mediante el uso de variedades mejoradas que presentan mayor resistencia a las
condiciones adversas y un rendimiento superior (Anaya Lépez et al., 2021). Ademas, se
han implementado préacticas de manejo integrado que combinan técnicas tradicionales
con la incorporacion de tecnologias que optimizan la eficiencia en el uso de los recursos
naturales, como el agua y los fertilizantes (Pérez y Sanchez, 2021). Estas innovaciones
buscan no solo aumentar la produccidn, sino también promover un modelo de agricultura

mas sostenible y resiliente ante el cambio climatico (Huerta Lara et al., 2021).

3.3.Fijacion de Nitrogeno del Frijol

El frijol se destaca por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico gracias a una
simbiosis con bacterias del género Rhizobium (Garcia et al., 2013). Estas bacterias se
alojan en los nédulos que se forman en las raices de la planta, donde llevan a cabo un
proceso bioldgico clave: la conversidn del nitrégeno gaseoso del aire en amoniaco, una
forma de nitrégeno que la planta puede utilizar para su crecimiento y desarrollo (Oliveira
et al., 2020). Este mecanismo natural permite que el frijol cubra parte de sus necesidades

nutricionales sin depender de fertilizantes nitrogenados externos (Granda et al., 2016).

Ademas de beneficiar a la planta, la fijacion de nitrogeno tiene un impacto
positivo en la fertilidad del suelo (Fernandez, 2005). Al final del ciclo de cultivo, parte
del nitrégeno fijado permanece en el suelo, lo que favorece el crecimiento de cultivos
sucesivos (Morel Lopez et al., 2021). De esta manera, el frijol no solo contribuye a su
propio desarrollo, sino que también actia como un mejorador natural del suelo,
promoviendo la sostenibilidad agricola y reduciendo la necesidad de fertilizantes

sintéticos en futuras plantaciones (Tofifio Rivera et al., 2020).

La eficiencia de la fijacidn de nitrogeno depende de varios factores, incluyendo la
cepa de Rhizobium, las condiciones del suelo, la disponibilidad de nutrientes y las
condiciones agroclimaticas, en Ecuador, la investigacion y seleccion de cepas nativas de
Rhizobium maés eficientes es un area de interés creciente, con el objetivo de maximizar la
fijacion biologica de nitrégeno y reducir la dependencia de fertilizantes nitrogenados

sintéticos, promoviendo asi practicas agricolas mas sostenibles (Lapa Unocc et al., 2023).
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3.4. Nitrégeno

El nitr6geno es un elemento quimico esencial para la vida, siendo el componente
principal de la atmésfera (Rodriguez Guarnizo, 1995). Para las plantas, es un nutriente
fundamental que interviene en procesos vitales como la fotosintesis y la formacién de

proteinas (Gliessman, 2002).

Las plantas lo absorben del suelo en forma de nitrato o amonio, y lo utilizan para
crecer y desarrollarse de manera saludable (Spencer et al., 2021). La cantidad de
nitrogeno en el suelo influye directamente en la produccién agricola, por lo que su manejo
adecuado es crucial para garantizar cultivos abundantes y de calidad (Organizacion de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQ], 2024).

Estas bacterias, como el género Rhizobium, convierten el nitrégeno atmosférico
en una forma utilizable para la planta, proporcionando un aporte adicional de nitrégeno
que contribuye al crecimiento y desarrollo vegetal, a la vez que reduce la necesidad de

fertilizantes sintéticos (Hunt, 2020).
3.5. El nitrégeno y las plantas

El nitr6geno es un nutriente esencial para las plantas, ya que forma parte
fundamental de la clorofila, los aminoacidos, las proteinas y los acidos nucleicos, los

cuales son vitales para el crecimiento y desarrollo vegetal (Pérez Matos, 2020).

Las plantas lo absorben principalmente en forma de nitratos (NOs”) y amonio
(NHa4") del suelo, utilizando estos compuestos para sintetizar moléculas indispensables
que promueven un crecimiento vigoroso y la produccion de frutos (Abdel-Aziz et al.,
2016) .

Sin embargo, tanto la deficiencia como el exceso de nitrégeno pueden afectar
negativamente a las plantas: la deficiencia se manifiesta como clorosis en hojas viejas y
un crecimiento reducido, mientras que el exceso puede llevar a un crecimiento desmedido

de la parte aérea y a una menor resistencia a plagas y enfermedades (Vitra, 2022).

Por ello, una gestion adecuada del nitrégeno en el suelo es clave para asegurar una

produccion agricola eficiente y sostenible (Vega Piqueres et al., 2021).
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3.6. El ciclo del nitrégeno

El ciclo del nitrégeno es el proceso natural mediante el cual el nitrégeno circula
entre la atmosfera, el suelo, las plantas, los animales y los microorganismos (Galvan y
Rios, 2013).

Este ciclo incluye varias etapas, como la fijacion, nitrificacion, asimilacion,
amonificacion y desnitrificacion, que transforman el nitrégeno en diferentes formas

quimicas, haciéndolo accesible y utilizable para los seres vivos (Guaman et al., 2023)

El ciclo del nitr6geno es esencial para la vida, ya que este elemento es un
componente clave de proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas vitales (Menichelli
Garcia et al., 2023) . Ademas, ayuda a mantener la fertilidad del suelo y la productividad

de los ecosistemas (Montafio et al., 2016).

3.6.1. Fijacion
El molibdeno es un micronutriente esencial en la fijacion bioldgica de nitrégeno,
ya que es un componente clave de la enzima nitrogenasa, responsable de la conversion

del nitrégeno atmosférico (N2) en amonio (NH4") (Martin et al., 2007).

Este proceso es llevado a cabo principalmente por bacterias fijadoras de nitrégeno,
como las del género Rhizobium, que viven en simbiosis con las raices de leguminosas, o

por bacterias de vida libre en el suelo (Guzméan Duchen y Montero Torres, 2021).

También puede ocurrir de manera natural durante tormentas eléctricas, donde la
energia de los rayos rompe las moléculas de nitrégeno, facilitando su combinacién con

oxigeno para formar compuestos que llegan al suelo con la lluvia (Fuentes Yagie, 1999).

3.6.2. Nitrificacion

La nitrificacion es un proceso bioldgico clave en el ciclo del nitrdgeno, mediante
el cual las bacterias del suelo convierten el amonio (NH4") en formas de nitrogeno mas
accesibles para las plantas, como los nitritos (NO2") y nitratos (NOs"), este proceso €s
fundamental porque permite que las plantas absorban el nitrégeno en una forma que

pueden utilizar para su crecimiento (Macas Guaman y Granja, 2022).

Este proceso se lleva a cabo en dos etapas principales, en la primera, las bacterias
del género Nitrosomonas oxidan el amonio para convertirlo en nitritos, en la segunda
etapa, bacterias como Nitrobacter transforman estos nitritos en nitratos, que son la forma

final absorbida por las raices de las plantas (Andrade et al., 2015).
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La nitrificacidn es esencial para garantizar la disponibilidad de nitr6geno en los
suelos agricolas, dado que los nitratos son una de las fuentes mas eficientes de este
nutriente vital para el desarrollo vegetal, por ello, comprender y promover este proceso

es crucial para la sostenibilidad agricola (Berrios Reyes y Pérez Pastor, 2024).

3.6.3. Asimilacion
Durante la asimilacion, las plantas absorben los nitratos del suelo a través de sus
raices y los incorporan en moléculas organicas, como proteinas y acidos nucleicos,

esenciales para su crecimiento y desarrollo (Mercado et al., 2023).

Este nitrdgeno, una vez dentro de las plantas, se transfiere a los animales que las

consumen, integrandose asi en sus propias biomoléculas (Ipaz Cuastumal et al., 2023).

La asimilacion es una de las maneras mas directas en que el nitrgeno se mueve
desde el suelo a los organismos vivos, formando parte fundamental de su estructura y

funciones biol6gicas (Martin Alonso et al., 2018).

3.6.4. Amonificacion

La amonificacion es un proceso crucial en el ciclo del nitrégeno, donde el
nitrgeno organico presente en los restos de organismos muertos y sus excreciones se
transforma en amonio (NH4"), este proceso es llevado a cabo por descomponedores,
principalmente bacterias y hongos, que transforman la materia organica liberando el

nitrégeno en forma de amonio (Bernal et al., 2010).

El amonio generado regresa al suelo, donde puede ser absorbido directamente por
las plantas o pasar nuevamente por el proceso de nitrificacion, transformandose en
nitratos, de esta manera, la amonificacion asegura que el nitrogeno siga disponible para
ser utilizado en los ecosistemas agricolas y naturales (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO] y Naciones Unidas [ONU], 2024).

Este proceso es esencial para reciclar el nitrégeno en los ecosistemas, evitando su
pérdida y manteniendo la fertilidad del suelo, asi, la amonificacion contribuye a la
continuidad del ciclo del nitrégeno, asegurando que este nutriente vital siga circulando en

el ambiente (Garcia Velazquez y Gallardo, 2017).

3.6.5. Desnitrificacion
La desnitrificacion es un proceso biolégico que ocurre en condiciones de bajo

oxigeno (anaerobicas), donde bacterias como Pseudomonas y Clostridium transforman
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los nitratos (NOs") presentes en el suelo en nitrégeno gaseoso (N2) o en 0xido nitroso
(N20), este nitrégeno es liberado nuevamente a la atmdsfera, completando asi una fase

clave en el ciclo del nitrégeno (Henri, 2018).

Este proceso es fundamental para cerrar el ciclo del nitrégeno, devolviendo este
elemento a su forma gaseosa original en la atmdsfera, aunque es una parte natural del
ciclo, su impacto en la disponibilidad de nitrogeno en el suelo puede ser considerable,
especialmente en sistemas agricolas donde este nutriente es esencial para el crecimiento

de los cultivos (Fonseca Lépez et al., 2019).

Si bien la desnitrificacion es necesaria para mantener el equilibrio de nitrégeno en
el ecosistema, su efecto de reducir la cantidad de nitratos disponibles puede ser perjudicial
para la fertilidad del suelo. Esto plantea un reto en la gestion agricola, donde es crucial
minimizar las pérdidas de nitrogeno para garantizar su disponibilidad para las plantas

(Ceron Rincon y Aristizabal Gutiérrez, 2012).

3.7. Rizobios

Los rizobios son un grupo de bacterias que establecen una relacion simbi6tica con
las plantas leguminosas como el frijol, la soja, y las lentejas, para fijar nitrdgeno

atmosférico y convertirlo en formas que las plantas pueden utilizar, como amonio (NH4")

(Rios Ruiz et al., 2019).

Esta simbiosis tiene lugar en los nddulos que se desarrollan en las raices de las
plantas, donde el molibdeno desempefia un papel fundamental en la fijacion bioldgica del
nitrogeno, como cofactor esencial de la enzima nitrogenasa, el molibdeno permite que
esta enzima convierta el nitrégeno atmosférico en una forma utilizable por los cultivos,

favoreciendo su crecimiento y desarrollo (Isidra Arellano y Valdés Lépez, 2022).

Esta fijacion bioldgica de nitrogeno es crucial para las plantas, ya que les permite
crecer en suelos pobres en nutrientes sin necesidad de fertilizantes nitrogenados
adicionales (Paredes, 2013) . Ademas, los rizobios ayudan a mejorar la fertilidad del suelo
y reducen la dependencia de fertilizantes minerales, promoviendo précticas agricolas mas

sostenibles y respetuosas con el medio ambiente (Lopez Soto y Ruiz Fierro, 2024).
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3.7.1. Géneros de rizobios

e Rhizobium

Las bacterias del género Rhizobium son las més estudiadas en la fijacion bioldgica
de nitrogeno (Young et al., 2023).Son Gram-negativas y tienen una forma bacilar
(Kondorosi et al., 2013).Estas bacterias se encuentran comunmente en el suelo y son
capaces de reconocer las sefiales quimicas emitidas por las raices de sus plantas
hospedadoras (Lei et al., 2022).

Simbiosis: Rhizobium entra en las raices de leguminosas a través de los pelos
radicales, formando estructuras llamadas n6dulos donde fijan el nitr6geno atmosférico en

formas que la planta puede utilizar, como amoniaco (Laffont y Frugier, 2024).

Especies comunes: Rhizobium leguminosarum (frijol, lentejas), Rhizobium etli

(frijol), Rhizobium phaseoli (Bécquer, 2004).
e Bradyrhizobium

Estas bacterias tienen un ciclo de vida mas largo y crecen mas lentamente en
comparacion con Rhizobium, son adaptables a condiciones de suelos pobres y acidos, lo

que las hace utiles en regiones con suelos dificiles (Klepa et al., 2021).

En la simbiosis forman nodulos en las raices de leguminosas como la soja y el
mani, proporcionando un aporte significativo de nitrégeno, lo que es crucial para cultivos
en suelos con baja fertilidad (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura [FAO] y Federacién Internacional de Agricultura [IFA], 2024).

Las especies mas comunes son: Bradyrhizobium japonicum (soja),
Bradyrhizobium elkanii (Klepa et al., 2022).

e Sinorhizobium (Ensifer)

Anteriormente conocido solo como Sinorhizobium, el nombre Ensifer ahora se
utiliza oficialmente, son rizobios rapidos y altamente efectivos en la formacién de

nodulos, especialmente con leguminosas forrajeras (Geddes et al., 2021).

La simbiosis con plantas se asocia como la alfalfa y el meliloto, son eficientes en
la fijacion de nitrogeno y son muy estudiados por su importancia en mejorar la calidad
del forraje (Baxter et al., 2021).
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Las especies comunes son Sinorhizobium meliloti (alfalfa), Sinorhizobium fredii
(Taiz y Zeiger, 2006).

e Mesorhizobium

Estas bacterias son conocidas por su capacidad para fijar nitrégeno en
leguminosas que crecen en condiciones ambientales dificiles, como suelos aridos o

semiaridos (Laranjo et al., 2014).

En la simbiosis forman nddulos en las raices de plantas como la acacia y otras
leguminosas arbdreas, jugando un papel crucial en la rehabilitacion de suelos degradados
(Jarvis et al., 1997).

Sus especies comunes se conocen como Mesorhizobium ciceri (garbanzo),
Mesorhizobium loti (tréboles) (Hill et al., 2021).

e Azorhizobium

Es un género distintivo porque puede fijar nitrégeno tanto en condiciones

aerdbicas como anaerdbicas, lo cual es raro entre los rizobios (Haskett et al., 2022).

La simbiosis se asocia principalmente con leguminosas acuaticas como Sesbania
rostrata, donde puede colonizar tanto las raices como los tallos, ofreciendo una gran
flexibilidad adaptativa (Hernandez, 2015).

Las especies comunes: Azorhizobium caulinodans (Lloret y Martinez Romero,
2005).

e Allorhizobium

Es un género menos comun y menos estudiado. Se caracteriza por su capacidad
de nodulacion en leguminosas tropicales y su adaptacion a nichos especificos (Habbadi
et al., 2020).

En simbiosis forma nodulos en un ndmero limitado de plantas hospedadoras,

generalmente en entornos tropicales (Willems, 2006).

Las especies comunes: Allorhizobium undicola (Li et al., 2023).
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e Neorhizobium

Recientemente clasificado, este género incluye rizobios que se distinguen
genéticamente de otros géneros tradicionales y que establecen simbiosis con algunas

leguminosas (Kumar et al., 2023).

En simbiosis estas bacterias forman nodulos y fijan nitrogeno en algunas
leguminosas especificas, aunque todavia se esta investigando su potencial completo y

aplicaciones (Soenens et al., 2019).
Las especies comunes: Neorhizobium galegae (Liu et al., 2020).

Cada uno de estos géneros posee caracteristicas unicas que les permiten adaptarse
a diferentes condiciones ambientales y leguminosas, contribuyendo de manera

significativa a la fertilidad del suelo y a la sostenibilidad agricola (Vaishnav et al., 2017).

3.8. Inoculacion de rizobios en leguminosas

La inoculacidon de rizobios en leguminosas es una técnica esencial para optimizar
la fijacion bioldgica de nitrégeno en los cultivos (Napoles Vinent et al., 2021). Este
proceso permite que las bacterias simbio6ticas del género Rhizobium colonicen las raices
de las plantas y formen nédulos donde convierten el nitrégeno atmosférico en formas
disponibles para las leguminosas (Vasquez et al., 2023). Al garantizar la presencia de
cepas especificas y efectivas, esta practica no solo mejora la nutricién del nitrégeno de
las plantas, sino que también reduce la dependencia de fertilizantes de sintesis, lo cual

favorece a una agricultura mas sostenible (Rey et al., 2005).

La inoculacion tiene multiples beneficios, entre los que destaca el incremento en
la disponibilidad de nitrogeno, el mejoramiento del rendimiento del cultivo y la
regeneracion del suelo degradado (Crespo Flores et al., 2021). Las leguminosas
inoculadas con rizobios contribuyen a enriquecer la biodiversidad microbiana del suelo y
a disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero asociadas al uso intensivo de
fertilizantes sintéticos (Toniutti y Fornasero, 2020). Ademas, esta técnica es una solucion
econdmica y eficiente, especialmente en regiones con suelos pobres en nitrogeno
(Malvarez et al., 2017).

El proceso de inoculacion implica aplicar un inoculante que contiene rizobios

seleccionados sobre las semillas, en el suelo o en las raices de las plantas (Valdez Nufiez
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etal., 2022). Es fundamental elegir cepas especificas que sean compatibles con la especie
de leguminosa y las condiciones agroclimaticas locales (Becquer et al., 2012). Ademas,
se debe garantizar que las condiciones del suelo sean adecuadas para la supervivencia de
los rizobios, incluyendo un nivel éptimo de pH y humedad (Ortega Garcia et al., 2023).
De este modo, la inoculacion asegura una interaccion eficiente entre la planta y la
bacteria, logrando sistemas agricolas mas productivos y sostenibles (Colas Sanchez et al.,
2018).

3.8.1. Efectos de la inoculacion con aislamientos de rizobios

Este estudio tuvo como propdsito analizar el efecto de aislados de Rhizobium,
previamente caracterizados e identificados genéticamente, en los parametros
morfoldgicos, fisioldgicos y la fijacion de nitrogeno de dos genotipos de frijol comun:
ICA Pijao y BAT-304 (Broughton et al., 2003). Las evaluaciones se llevaron a cabo bajo
condiciones controladas, enfocandose en la nodulacion y el desempefio fisioldgico de las
plantas (Graham & Vance, 2000).

Los resultados demostraron que las cepas aisladas de Rhizobium lograron una
nodulacién abundante en ambos genotipos de frijol, destacandose el beneficio particular
de Rhizobium etli y de los aislados provenientes de Santa Clara y Camajuani-1, asi como
de Rhizobium pisi del aislado Camajuani-2 (Esquivel Lopez et al., 2014). Estas cepas
mostraron su potencial como agentes promotores del crecimiento vegetal (Bernal
Cabrera, 2014).

Ademas, se evidencié una fuerte correlacion positiva entre las cepas mas
eficientes y el genotipo BAT-304, que superd en respuesta al genotipo ICA Pijao (Remans
et al., 2007). Estos hallazgos subrayan la importancia de seleccionar cepas especificas
segun la variabilidad genotipica, lo que puede ser clave para maximizar la fijacion

bioldgica de nitrégeno y mejorar la productividad agricola (Granda Mora et al., 2016).

3.8.2. Bacterias promotoras de crecimiento en el frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Las leguminosas son esenciales para la agricultura mundial debido a su capacidad
para asociarse con rizobios, logrando fijar nitrogeno atmosférico y convertirlo en formas
organicas aprovechables por las plantas (He et al., 2018). En este estudio, se evalué la

efectividad simbidtica de dos cepas de Rhizobium spp. (LMT10 y LMT15), una cepa
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nativa y un tratamiento de fertilizacion nitrogenada (100 kg N ha™') en cuatro variedades

de frijol: Canario Centenario, Canario CIFAC, Blanco Molinero y Rojo Molinero.

Los resultados revelaron que las variedades con mayores rendimientos fueron
Blanco Molinero (2.636 kg ha™') y Canario Centenario (2.523 kg ha™!) (Devi et al., 2020).
Ademas, la interaccion entre fuente de nitrogeno y variedad resulté significativa para el
numero de vainas por planta y el indice de cosecha (Wang et al., 2020). El tratamiento
méas destacado fue Canario Centenario con fertilizacion nitrogenada, obteniendo un
rendimiento de 3.062 kg ha™', 21,4 vainas por planta y un indice de cosecha del 65%
(Khalil et al., 2021).

A pesar de no haber diferencias significativas entre las fuentes de nitrégeno, las
cepas inoculadas demostraron alta efectividad simbidtica y especificidad hacia ciertas
variedades, como Blanco Molinero (Ganesan y Xu, 2017). Los rendimientos de los
tratamientos inoculados alcanzaron el 90% de los obtenidos con fertilizacién quimica, lo
que sugiere su potencial para reducir el uso de fertilizantes sintéticos (Meenu et al., 2023).
Esto no solo promueve una agricultura sostenible, sino que también ofrece una opcion

econdmica y ecoldgica para los agricultores (Cantaro Segura et al., 2019).

3.8.3. Inoculacion de Rizobios en el Frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El objetivo del trabajo fue evaluar el impacto de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) en la germinacion de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).
Para ello, se implementd un disefio experimental completamente aleatorizado en
condiciones de laboratorio, utilizando placas de Petri (Crespo Flores et al., 2022). Los
tratamientos incluyeron la inoculacion con cepas de Rhizobium, Azotobacter,
Azospirillum, y combinaciones de estas bacterias, con cuatro réplicas por tratamiento
(Labandera, 2003).

Los resultados indicaron que las rizobacterias mejoraron notablemente la
germinacién de las semillas de frijol (Perticari, 2006). Las combinaciones de
Rhizobium/Azotobacter y Rhizobium/Azospirillum se destacaron por su efectividad al
incrementar los indices de germinacion (Taco Taype y Zuiiga Davila, 2020). Sin
embargo, se observo que el crecimiento en longitud de las raices se vio afectado
negativamente en los tratamientos inoculados con PGPR (Sosa et al., 2004).
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En contraste, los tratamientos que incluyeron Azospirillum y su combinacion con
Rhizobium favorecieron significativamente la formacion de raices laterales en
comparacion con los tratamientos inoculados Unicamente con Azotobacter o el testigo
(Fernandez Pascual et al., 2006). Estos hallazgos sugieren que el uso combinado de PGPR
tiene un potencial considerable para mejorar algunos parametros de desarrollo inicial en
el frijol coman, lo que podria traducirse en beneficios a largo plazo en la productividad

agricola (Torres et al., 2017).

3.8.4. Requerimientos nutricionales del frijol.

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo que depende de un suministro
adecuado de nutrientes para lograr un crecimiento vigoroso y maximizar su rendimiento
(Rios Betancourt et al., 2003). Entre los nutrientes esenciales, el nitrégeno (N) juega un
papel crucial en la formacion de proteinas y el desarrollo vegetativo de la planta (Ayala,
2006). Se recomienda aplicar entre 60 y 80 kg de nitr6geno por hectarea, ya que este
elemento promueve un follaje saludable y una estructura fuerte, factores clave para
alcanzar altos rendimientos (Federacion Internacional de Agricultura [IFA] et al., 1992).
La capacidad del frijol para fijar nitrégeno a través de sus asociaciones con bacterias del
género Rhizobium puede también ayudar a reducir la necesidad de fertilizacion

nitrogenada adicional (Bertsch, 2006.)

El fésforo (P20s) es otro nutriente indispensable, con aplicaciones recomendadas
entre 40 y 60 kg por hectarea (Vergara Diaz et al., 2017). Este elemento es esencial para
el desarrollo de un sistema radicular robusto y la formacion de semillas, lo que asegura
una buena produccion de vainas (Calvache Ulloa et al., 2017). Una deficiencia de fosforo
puede limitar el crecimiento temprano de la planta y afectar negativamente la calidad de
las semillas producidas (Yanza, 2020). Ademas, el potasio (K-O) también es importante
en dosis de 40 a 80 kg por hectarea, ya que regula el equilibrio hidrico de la planta y
fortalece los tejidos, lo que la hace mas resistente a factores de estrés como la sequia 'y
las enfermedades (Burbano y Utreras, 2015).

Ademaés de los macronutrientes principales, el frijol requiere cantidades menores
pero cruciales de otros nutrientes (Mufioz Jauregui et al., 2009). El magnesio (10 a 15
kg/ha) es fundamental para la fotosintesis, ya que es un componente clave de la clorofila
(Solano Reynoso et al., 2020). El azufre (10 a 20 kg/ha) apoya la sintesis de proteinas y
el desarrollo enzimatico, mientras que el calcio (50 a 80 kg/ha) contribuye a la estructura
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celular y la salud general del suelo (Gaibor Lucio et al., 2023). Estas cantidades pueden
ajustarse de acuerdo con el analisis del suelo y las condiciones especificas de cada zona
de cultivo, garantizando asi una nutricion equilibrada y un crecimiento saludable del frijol
(Santos Hidalgo et al., 2023).

Tabla 1

Requerimientos nutricionales para un rendimiento de 2.9 toneladas por hectarea de

materia seca para el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Nutriente Simbolo Cantidad requerida (kg/ha)
Nitrégeno N 163 kg/ha
Fosforo P05 63 kg/ha
Potasio K0 121 kg/ha
Magnesio Mg 37.3 kg/ha
Azufre S 9 kg/ha
Calcio CaO 165.5 kg/ha

Nota: Cantidad requerida de fertilizacion para una hectarea (Bertsch, 2009).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

Para la ejecucion de esta investigacion, se emplearon diversos materiales que fueron
seleccionados cuidadosamente para garantizar la adecuada implementacion de los

procedimientos.

4.1.1 Equipos de laboratorio

e Estufa BioBase modelo BJPX-Spring

e Camara de flujo laminar (N-Biotek)

e Autoclave vertical (N-Biotek modelo: NB-1080)
e Espectrofotometro

e Balanza analitica (ADAM modelo: PW 254)

4.1.2 Materiales de laboratorio

e Cajas Petri

e Lampara de alcohol

e Papel Parafilm y Kraft

e Tubos de ensayo

e Frasco Boeco de 100ml, 250ml, 500ml, 1000ml.
e Probeta de 10ml

e Asa bacteriologica

e Micropipetas de 100 microlitros

e Puntas para micropipetas

e Tapones de goma

4.1.3. Reactivos

e Agar Starch Agar
e Phenol Red Broth Base
e Rizhobium Agar con N MicroKit
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e Rizhobium Agar sin N MicroKit
e Manitol 79/l

e Fosfato monopotasico 0,15g/I

e Fosfato dipotasico 0,4 g/l

e Yeats Extract 0,5 g/l

e Nitrato Amonico 1g/l

e Agar-Agar 17¢g/|

e Yeast Mannitol Agar with Congo Red
e Nutrient Broth

e Alcohol al 70%

e Dioxido de Carbono (COz)

4.1.4 Materiales de oficina

e Cuaderno de campo

e Hojas cuadriculadas

e Esferos
e Lapiz

e Borrador
e Regla

4.1.5. Materiales de campo

e Invernadero

e Semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad centenario
e Pomina

e Humus

e Tierra negra

e Fundas de vivero 9x14

4.1.6. Insumos Agricolas

e Oxido de calcio (CaO)
e Boro (B) 1%

e Fosfato monopotasico (MKP)



Sulfato de potasio (K2SO4)
Sulfato de magnesio (MgSOa)

4.1.7. Insumos para sistema de riego

50 m de manguera de 16mm

1 flotador

1 codo

2 acople de media

4 codos de media

1 reduccion de una pulgada a media

1 universal de media

1 T de media

1 llave de media

5T Flex de 16mm

5 codos Flex de 16mm

40 goteros auto compensados de 4 salidas
15 goteros auto compensados de 2 salidas
150 estacas

80 m de Manguera espagueti

1 taipe pequefio

1 teflon de tres cuartos

1 interruptor

4.1.8. Equipos para colecta de datos

Computador portatil
Impresora

Camara de fotos
Calibrador Vernier digital
Metro

Termohigrometro

SPAD
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4.2. Métodos

4.2.1. Analisis de Cepas Nativas de Rhizobium spp. en la Provincia de Imbabura

La presente investigacion se desarrollo en el laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, sede Ibarra (Ofia
Villarreal et al., 1988). Este laboratorio forma parte de la Escuela de Ciencias Agricolas
y Ambientales, ubicada en el canton Ibarra, en la provincia de Imbabura (Sarauz Estévez
etal., 2019). La ubicacion estratégica del laboratorio permitié un entorno controlado para
el manejo y analisis de las muestras, garantizando la rigurosidad y precision necesarias

en cada etapa experimental (Osorio, 2009).

Las cepas utilizadas en este estudio fueron obtenidas a partir de un trabajo previo
de colectas, donde se va a identificar seis cepas nativas de Rhizobium spp. provenientes
de diferentes cantones de la provincia de Imbabura. Cada cepa fue recolectada en un
canton especifico: Antonio Ante, Ibarra, Cotacachi, Otavalo, Urcuqui y Pimampiro
(Villarroel Gutiérrez, 1984). Esta diversidad geografica permitio evaluar la variabilidad
genética y funcional de las cepas en relacion con las condiciones agroclimaticas propias
de cada cantdn (Albuja Galindo, 1979).

La seleccion y analisis de las cepas se estructuraron en torno a la realizacion de
cinco pruebas presuntivas (Vargas Fernandez et al., 2022). Estas pruebas fueron
fundamentales para evaluar y comparar las caracteristicas funcionales de cada cepa, con
el objetivo de identificar la mas eficiente en términos de su actividad simbiética (\VVargas
Fernéndez et al., 2022). Este proceso constituyo la primera fase del experimento, siendo
crucial para establecer una base solida en la evaluacion de la capacidad de fijacion

bioldgica de nitrogeno de estas cepas nativas.

4.3. Metodologia Experimental para la Seleccion de Cepas Optimas de Rhizobium

spp. in-vitro.

En investigaciones previas, se llevé a cabo la prospeccion y aislamiento de
Rhizobium spp. en campos de cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) ubicados en
diversas zonas agroecolégicas de la Provincia de Imbabura (Abrahamovich et al., 2014).
Estas etapas iniciales incluyeron la recoleccion de muestras nédulos, asi como su analisis
para garantizar la purezay viabilidad de las cepas bacterianas (Gonzales et al., 2019). Los

resultados obtenidos proporcionaron un banco de cepas previamente caracterizadas,
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sentando las bases para las pruebas posteriores y evitando la redundancia de estas fases

en el presente estudio (Gémez et al., 2017).

La evaluacion de esta investigacion inicia con las analiticas en laboratorio bajo
condiciones controladas, empleando las cepas ya aisladas y seleccionadas previamente
(Alcarraz et al., 2020). Estas pruebas se enfocan en medir la eficiencia de las cepas de
Rhizobium spp. mediante pruebas presuntivas (Villanueva y Quintana, 2012).
Adicionalmente, se lleva a cabo un andlisis mediante espectrofotometria para confirmar
la presencia de cepas de Rhizobium spp., fortaleciendo la caracterizacion inicial y
priorizando aquellas cepas con mayor potencial (Aguilar Ramirez et al., 2019).

Posteriormente, las cepas con mejor desempefio en laboratorio son evaluadas en
invernadero bajo un disefio experimental de bloques completos al azar (Lara Capistran et
al., 2019). Los tratamientos consisten en la inoculacion con las cepas seleccionadas y se
compara su impacto en el desarrollo vegetativo, la productividad y la eficiencia de
absorcion de nitrégeno en las plantas (Angeles Nafiez y Cruz Acosta, 2017). Este enfoque
garantiza que los resultados sean relevantes para las condiciones agroclimaticas
especificas, aportando informacion clave para la implementacion de practicas agricolas
sostenibles (Valero et al., 2023).

4.4. Protocolo de limpieza del material de laboratorio

Se implemento un protocolo de asepsia en el laboratorio de Microbiologia para
garantizar la validez de los resultados experimentales y prevenir la contaminacion
cruzada (Zayas Infante et al., 2019). Este protocolo incluy6 la limpieza exhaustiva y la
esterilizacion de todos los materiales utilizados, entre ellos 72 cajas Petri y 18 tubos de
ensayo (Granda Mora et al., 2024). La preparacion previa de los instrumentos fue clave
para mantener un entorno controlado, minimizando la interferencia de microorganismos
externos durante el desarrollo de las pruebas experimentales (Chanaguano Punina et al.,
2021).

La esterilizacion de los medios de cultivo y utensilios se realizé utilizando una
autoclave vertical (N-Biotek modelo NB-1080), para procedimientos microbioldgicos
(Santoyo Pizano et al., 2021). Operando a una presion de 15 psi (aproximadamente 103
kPa) y a una temperatura de 121 °C, la autoclave elimin6 eficazmente los

microorganismos presentes en los materiales (Balgorri, 2015). Para garantizar su 0ptimo
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desempefio, se llend la autoclave con agua destilada, que al generar vapor permitié
alcanzar las condiciones requeridas para una esterilizacion completa y segura (Abril y
Casp, 2010).

Ademas, se emplearon medidas adicionales de desinfeccion para maximizar la
asepsia en el laboratorio (Lépez et al., 2018).Antes de la manipulacion de los materiales,
las superficies y herramientas de trabajo, como el asa bacterioldgica, se desinfectaron con
alcohol al 70% (Alejos et al., 2021). Esta practica complementd el proceso de
esterilizacion al reducir el riesgo de contaminacion durante el manejo de los medios de
cultivo y utensilios, asegurando asi la calidad y la confiabilidad de los experimentos
realizados (Cérdenas, 2016).

4.5. Primera prueba presuntiva en Starch Agar

En esta etapa inicial del experimento, las cepas seleccionadas de Rhizobium spp.
fueron sometidas a una prueba presuntiva en el medio de cultivo Starch Agar (Pérez Uz,
2010). Este medio permite evaluar caracteristicas especificas de las cepas relacionadas
con su actividad metabdlica (Hernandez, 2020). Para ello, se utilizaron 18 cajas Petri,
asegurando una replicacion adecuada y condiciones controladas para el anélisis

comparativo entre las diferentes cepas (Parts, 2005).

La técnica de Kirby-Bauer, adaptada para este propoésito, consistio en la
inoculacién precisa de las cepas en cuatro puntos definidos dentro de las placas de agar
(Rodriguez y Zhurbenko, 2018). Este procedimiento garantizo una distribucion uniforme
y minimiz6 la posibilidad de contaminacion cruzada (Medina, 2012). Las cepas
analizadas provenian de diferentes pisos altitudinales de la provincia de Imbabura, lo que
permitio explorar su diversidad funcional en relacién con las condiciones geograficas de
origen (Bertran, 2022).

El objetivo de esta prueba fue observar la capacidad de las cepas para generar
halos de inhibicion en el medio de cultivo, un indicador preliminar de su actividad
funcional (C. Quevedo et al., 2008). Estos resultados son cruciales para identificar las
cepas mas prometedoras, que seran seleccionadas para las siguientes fases experimentales
(Néapoles et al., 2006).
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4.6. Segunda prueba presuntiva en Phenol Red Broth Base

La segunda prueba presuntiva se realizé utilizando el medio de cultivo Phenol
Red Broth Base, un medio liquido que permite evaluar la capacidad metabdlica de las
cepas de Rhizobium spp. en condiciones diferentes a las de los medios sélidos (Rodriguez
etal., 2021). En esta fase del experimento, se emplearon 18 tubos de ensayo como soporte
para las cepas seleccionadas (Gutiérrez, 2001) Al igual que en la prueba anterior, se
utilizo la técnica de Kirby-Bauer para inocular las cepas, asegurando una distribucion

homogénea de las bacterias en el medio de cultivo (Gallegos et al., 2014).

El Phenol Red Broth Base es un medio Util para observar cambios en el pH, ya
que contiene un indicador de pH (fenol rojo) que cambia de color dependiendo de la
actividad metabdlica de las bacterias (Chung Guin Po, 2024). Si las cepas de Rhizobium
spp. son capaces de fermentar los azUcares presentes en el medio, se producira un cambio
en el pH que se reflejara en un cambio de color del medio (Romero Torres y Sandoval
Herrera, 2024). Este resultado permite identificar la capacidad de las cepas para realizar
fermentacion y su capacidad metabolica en un entorno liquido (Rojas et al., 2009).

4.7. Tercera prueba presuntiva en Rhizobium Agar MicroKit con N

En la tercera prueba presuntiva, se utiliz6 el medio Rhizobium Agar MicroKit con
nitrogeno en 18 cajas Petri, con el objetivo de evaluar las caracteristicas de crecimiento
de las cepas de Rhizobium spp. bajo condiciones especificas, especialmente en presencia
de una fuente externa de nitrogeno (Microkit, 2017). Para ello, las cepas fueron
inoculadas utilizando la técnica de Kirby-Bauer, garantizando una distribucion uniforme

de las bacterias en el medio de cultivo (Montero Recalde et al., 2018a).

Este medio, disefiado especificamente para el crecimiento de bacterias como
Rhizobium spp., esta compuesto por varios componentes esenciales que favorecen su
desarrollo y permiten analizar su respuesta a un suministro de nitrogeno adicional
(Alencastro Pavon y Ayala Colimba, 2023). A continuacion, se describen los

componentes del Rhizobium Agar MicroKit utilizado:
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4.7.1. Manitol (7 g/l

El manitol actia como una fuente de carbono para las bacterias, favoreciendo su

metabolismo y crecimiento (Boron y Boulpaep, 2017).
4.7.2. Fosfato monopotasico (0,15 g/l)

Proporciona fosforo, que es esencial para el crecimiento bacteriano y para la

sintesis de acidos nucleicos y ATP (Blucher et al., 2020).
4.7.3. Fosfato dipotasico (0,4 g/l)

Ayuda a mantener el pH adecuado del medio y proporciona un suministro

adicional de fdsforo, que es crucial para el desarrollo bacteriano (Atlas, 2004).
4.7.4. Yeast Extract (0,5 g/l

Es una fuente rica en vitaminas y aminoacidos (Jacob et al., 2019). Estos

nutrientes favorecen el crecimiento de las bacterias (Tao et al., 2023).
4.7.5. Nitrato amonico (1 g/l)

Es la fuente de nitrogeno que se afiade al medio para evaluar la capacidad de las
cepas de Rhizobium spp. para crecer en presencia de este nutriente (Risco Arias et al.,
2016). El nitr6geno es un elemento esencial para la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos en las bacterias (Ramos Payan y Ocafia Gonzalez, 2022).

4.7.6. Agar-agar (17 g/l):

Este agente gelificante proporciona la estructura sélida al medio, permitiendo la

correcta inoculacion y el aislamiento de las colonias bacterianas (Chaudhary et al., 2020).

El objetivo de esta prueba fue observar como las cepas de Rhizobium spp. se
comportan cuando se les suministra nitrogeno adicional en forma de nitrato aménico
(Wong Villarreal et al., 2017). En condiciones naturales, estas bacterias fijan nitrégeno
atmosférico, pero la inclusién de una fuente externa de nitrégeno permite evaluar su
capacidad para adaptarse y crecer en presencia de nitrégeno ya disponible en el medio

(Gaviria Giraldo et al., 2018). Los resultados de este ensayo proporcionan informacion
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valiosa sobre el metabolismo de las cepas en ambientes con fuentes de nitrégeno
disponibles, lo cual es crucial para su desempefio en condiciones agricolas reales, donde

el nitrégeno a menudo se aplica en forma de fertilizantes (Pérez et al., 2021).
4.8. Cuarta prueba presuntiva con Rhizobium Agar MicroKit sin N

La cuarta prueba presuntiva se llevé a cabo utilizando el medio Rhizobium Agar
MicroKit sin nitrégeno en 18 cajas Petri (Bello Gil y Brandl, 2007). En este caso, se
retiraron componentes clave como el nitrato amonico y el extracto de levadura, lo que
permitio evaluar el comportamiento de las cepas de Rhizobium spp. en un medio sin
fuentes externas de nitrogeno (Pérez et al., 2008). El objetivo de este ensayo fue observar
la capacidad de las cepas para crecer en ausencia de nitrogeno adicional, lo que pone a
prueba su habilidad para fijar nitrégeno atmosférico de manera simbidtica, en asociacion
con las plantas, o autbnoma, sin la necesidad de una fuente externa de nitrégeno (Clavijo
etal., 2012).

Para la inoculacion de las cepas, se empled nuevamente la técnica de Kirby-Bauer,
lo que facilitd una distribucion uniforme de las bacterias en las cajas Petri (Arratia
Mendoza y Ferndndez Chavez, 2018). Los resultados obtenidos en esta prueba
permitieron analizar la eficiencia de las cepas para sobrevivir y crecer en condiciones
donde el nitrégeno no estaba disponible de forma externa, simulando un escenario mas
natural en el que las bacterias deben depender de su capacidad para fijar nitrogeno
atmosférico (Li et al., 2022). Esta prueba fue crucial para determinar qué cepas tienen el
potencial de realizar una fijacion bioldgica de nitrogeno eficiente en condiciones de

campo sin la adicion de fertilizantes nitrogenados (Amalia et al., 2020)

4.9. Quinta prueba presuntiva con Yeast Mannitol Agar with Congo Red

La ultima prueba presuntiva se llevé a cabo utilizando el medio Yeast Mannitol
Agar with Congo Red, distribuyéndolo en 18 cajas Petri (Hamza et al., 2017). Este medio
especifico fue elegido para evaluar caracteristicas adicionales de las cepas, como su
capacidad para interactuar con polisacéridos y su tolerancia a los tintes, en este caso, el
Congo Red (Pervin et al., 2017). Este ensayo proporcion6 informacién sobre la habilidad
de las cepas de Rhizobium spp. para metabolizar manitol y su comportamiento frente a la
presencia del tinte, lo que puede ser indicativo de propiedades relacionadas con la

formacién de colonias y la resistencia a compuestos externos (Acosta Saldafia, 2017).
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Al igual que en las pruebas anteriores, las cepas fueron inoculadas utilizando la
técnica de Kirby-Bauer, garantizando la uniformidad y precision en el proceso
experimental (Begom et al., 2021). Este protocolo permiti6 una correcta distribucion de
las cepas en las cajas Petri, asegurando que se pudieran observar con claridad las
caracteristicas de crecimiento y tolerancia de cada cepa bajo las condiciones de este medio
especifico (Kawaka et al., 2014). La prueba también ayud6 a identificar cepas con
caracteristicas particulares que podrian ser Gtiles en futuros estudios o aplicaciones, como
la capacidad para formar colonias en presencia de compuestos complejos (Kebede et al.,
2022).

4.10. Condiciones de incubacion y control de asepsia

Las pruebas presuntivas se llevaron a cabo en un ambiente controlado dentro de
una camara de flujo laminar (N-Biotek), lo que permitiéo mantener condiciones estériles
durante la inoculacién de las cepas (Herrera y Campos, 2005). Esta cAmara proporciona
un entorno libre de contaminantes externos, esencial para evitar la interferencia de
microorganismos no deseados en las muestras (Gonzéalez Herrera et al., 2019). Para
asegurar la asepsia, también se utiliz6 una lampara de alcohol, que se emple6 para
esterilizar las herramientas de trabajo, como el asa bacteriologica. Esta herramienta fue
utilizada para realizar la inoculacion de las cepas en los medios de cultivo, garantizando
una distribucién uniforme de las bacterias sobre las superficies de las cajas Petri (LOpez
Méndez, 2023).

Después de la inoculacion, las cajas Petri fueron selladas cuidadosamente con
Parafilm, lo que previno cualquier tipo de contaminacion cruzada durante el periodo de
incubacion. El sellado con Parafilm también ayudo a evitar la evaporacion de los medios,
lo que podria alterar el pH o las condiciones nutricionales del cultivo. Las muestras fueron
luego ubicadas en una Estufa BioBase modelo BJPX-Spring, donde se mantuvieron a una
temperatura constante de 38°C durante 24 horas (Silva et al., 2009). Este control térmico
es crucial para favorecer el crecimiento adecuado de las colonias bacterianas de
Rhizobium spp. (Fearnside, 2008).

El uso de estos equipos y métodos de asepsia no solo garantizé un ambiente libre
de contaminantes, sino que también permitio crear condiciones dptimas para que las cepas

de Rhizobium spp. pudieran desarrollarse y manifestar sus caracteristicas fisiologicas
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(Junges, 2023). El control riguroso de las condiciones experimentales aseguré que los
resultados fueran precisos y fiables, facilitando la posterior interpretacion de la capacidad
de las cepas para fijar nitrégeno y su adaptabilidad a los diferentes medios utilizados en
el estudio (Gutiérrez et al., 2023).

4.11. Seleccion de la cepa 6ptima de Rhizobium spp. de cada cantén mediante

analisis espectrofotométrico.

Para llevar a cabo este analisis, se procedi6 a tomar una muestra de cada una de
las 18 cepas, realizando el muestreo por triplicado (Soares & Cunha, 2019). Cada muestra
se desting a diferentes propositos: una para conservacion, otra para el muestreo, una mas
para reproduccion y la dltima para la medicion de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) en Phenol Red Broth Base (Vieira et al., 2021). En el laboratorio de Biotecnologia,
se utilizo el espectrofotdmetro para evaluar el crecimiento bacteriano a lo largo de 10
horas, comenzando desde la hora cero y realizando mediciones cada hora (Aristizabal
Hernandez, 2014).

Utilizando la micropipeta de 100 pL, se tom6 una muestra de cada cepa de
Rhizobium spp., asegurando que se desechara la punta de la pipeta entre cada toma para
evitar la contaminacion cruzada entre las muestras (Ramirez Gil, 2021). Posteriormente,
cada muestra fue colocada en un plato Elisa y luego insertada en el espectrofotémetro
para su medicion. Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el programa GEN y
luego tabulados en Excel para crear la curva de crecimiento de las cepas (Lima y
Hamzagic, 2022).

A lo largo del proceso, se registraron los valores de absorbancia a cada hora, lo
que permitié obtener la curva de crecimiento de cada una de las 18 cepas estudiadas
(Santos et al., 2023). Los datos obtenidos fueron contrastados con los resultados de las
cinco pruebas presuntivas realizadas previamente, incluidas las mediciones de halos de
inhibicion (Quevedo et al., 2021). Este andlisis permitio identificar las cepas mas dptimas
de cada cantén. En total, se seleccionaron seis cepas, una por cantdn, basandose en su
desempefio en las pruebas. Estos resultados constituyen la base para la segunda fase de la
investigacion, en la cual se evaluara en condiciones de campo una cepa seleccionada entre
las seis, utilizando diferentes dosis (alta, media y baja) para determinar su eficiencia y
adaptabilidad (Marchetti et al., 2023).
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4.12. Incubacion de la cepa 6ptima de Rhizobium spp.

Se selecciono la cepa mas Optima entre las seis analizadas (Santos et al., 2008).
Esta fue cultivada en medio Nutrient Broth empleando el método de Kirby-Bauer
(Fearnside, 2002). Durante el procedimiento, se utilizaron frascos Boeco manipulados
dentro de una camara de flujo laminar (N-Biotek), garantizando condiciones de absoluta
esterilidad para evitar posibles contaminaciones externas y asegurar la precision del

experimento (Furtado y Medeiros, 1980).

Se prepararon 100 ml del medio de cultivo, que fueron inoculados con la cepa de
Rhizobium spp. seleccionada (Berardo y Marino, 1999). Posteriormente, el frasco con la
mezcla fue colocado en una estufa BioBase modelo BJPX-Spring para su incubacion
(Prema Nandini y Sujatha, 2023). Esta etapa se realizé a una temperatura constante de 38
°C durante 48 horas, proporcionando un entorno controlado ideal para el crecimiento

Optimo de la cepa.

Adicionalmente, se suministr6 CO- durante el proceso de incubacion, con el fin
de mantener las condiciones especificas necesarias para el desarrollo adecuado de los
microorganismos (Ahmed et al., 2022). Este manejo preciso en el cultivo de la cepa
asegura la obtencion de un indculo de calidad para ser utilizado en las etapas posteriores
de estudio (Muriady et al., 2022).

4.13. Elaboracion de las dosis alta, media y baja de la cepa éptima de Rhizobium

Spp.

Para la preparacion de la dosis, se determinaron las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de la cepa de Rhizobium spp. seleccionada (Sampuitri et al., 2020). Esto
se realizé mediante medicion en un espectrofotometro, obteniendo un total de 6x10°9

UFC/ml, que represento la concentracion final de la solucion (Richland College, 2011).

Mediante la técnica conocida como ley de diluciones se realizaron las tres dosis

de Rhizobium spp. se utilizo6 la férmula:

C1V1 = C2V2
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Donde:

e (1 =6x10° UFC/ml es la concentracion inicial de la solucién madre
e (2 eslaconcentracion deseada para cada dilucion.
e V1 esel volumen de la solucién madre necesario para preparar la dilucion.

e 172 = 100ml es el volumen final de cada solucion.

4.13.1. Dosis alta (100%0)

Para esta dosis, se utiliza directamente la solucion madre sin realizar dilucion, ya

que la concentracion deseada es la misma que la inicial:
C1=C2=6x10° UFC/ml
Por lo tanto, el volumen de la solucion madre requerido es igual al volumen final
V1i=V2 =100ml
100ml de la solucion madre se utilizaron para esta dosis.

4.13.2. Dosis media (50%0)

Para la dosis media, se requiere diluir la solucion madre a la mitad de la

concentracién maxima, es decir:
C2 =6 x 10*> UFC/mlI

Usando la formula de diluciones:

- C2xV2
TC1

Sustituyendo los valores:

(6 x 10*5) x 100
V1=
6 x 10”9

V1 = 0,00316ml (aproximadamente 3,16 pl)
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Se utilizaron 0,00316 ml (aproximadamente 3,16 ul) de la solucién madre,

completando con agua destilada hasta obtener 100 ml.

4.13.3. Dosis baja (25%)

Para esta dosis, se requiere diluir la solucion madre a una concentracion

equivalente al 25% de la concentracion maxima, es decir:

C2 = 6 x 10%2> UFC/ml

Con la formula de diluciones:

1 = C2xV2
ol

Sustituyendo los valores:

_ (6x10*%5)x100

1
v 6 x 1079

V1 = 0,00018ml (aproximadamente 0,018 ul)

Se utilizaron 0,000018 ml (aproximadamente 0,018 pl) de la solucién madre,
completando con agua destilada hasta obtener 100 ml.

4.14. Frecuencia de aplicacion de la cepa de Rizhobium spp. en el cultivo de frijol
(Phaseolus vulgaris L.)

Para esta investigacion, se disefiaron tres soluciones correspondientes a las dosis
establecidas: baja, media y alta, utilizando la técnica de diluciones para ajustar las
concentraciones segun los objetivos experimentales (Trisia et al., 2018b). Cada solucién
contiene Rhizobium spp. en diferentes concentraciones para observar los efectos

diferenciados en las variables de estudio.

Independientemente de la concentracion de cada solucion, el volumen de
aplicacion sera constante: 10 ml de solucién por tratamiento cada 15 dias. Este enfoque

permite mantener la uniformidad en la administracion del tratamiento, mientras que las
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variaciones en las concentraciones permitiran evaluar su impacto sobre las variables del
estudio (Pliego et al., 2003).

Dosis baja: 10 ml con la menor concentracion del tratamiento activo con 6 x 1022
UFC/ml (Campillo et al., 2003).

Dosis media: 10 ml con una concentracion intermedia con 6 x 10*° UFC/ml .

Dosis alta: 10 ml con la mayor concentracion del tratamiento activo con 6 x 10°
UFC/ml (Smith y Rio Escurra, 1982).

4.15. Inoculacion de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) con la cepa

Optima de Rizhobium spp.

Se inocularon semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) utilizando talco comercial
para mayor adhesion de las diferentes dosis de las cepas de Rhizobium spp., la proporcion
utilizada fue de (1:2), lo que implica la aplicacion de 1 ml de la solucién de Rhizobium
spp. correspondiente al tratamiento (alto, medio o bajo) junto con 2 g de talco comercial
(Ortega Centeno et al., 2010). Este método permitid garantizar una distribucion uniforme
del inoculante sobre las semillas, favoreciendo el contacto eficaz de los microorganismos

con las raices durante la siembra (Trisia et al., 2018a).

Se prepararon e inocularon 360 semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.),
distribuidas equitativamente entre los tres tratamientos definidos: dosis alta, media y baja
(Montero Recalde et al., 2018b). Cada grupo de semillas fue tratado con la mezcla de
inoculante y talco de acuerdo con las concentraciones especificas establecidas,
asegurando la correcta proporcion de microorganismos para cada dosis (Sangkoy et al.,
2023).

Esta técnica de inoculacion, combinando la cepa de Rhizobium spp. con talco
comercial, constituye una estrategia eficiente y practica para asegurar la adherencia del
microorganismo a las semillas y promover la fijacion bioldgica del nitrogeno (Silva et al.,
2022). Este enfoque fue clave para homogeneizar las condiciones iniciales de cada
tratamiento y garantizar resultados comparables a lo largo del ciclo vegetativo del cultivo
(Silva et al., 2022).
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4.16. Inicio de la fase de metodologia experimental de campo en invernadero.

Se comenzé con la limpieza meticulosa del area del invernadero, que cubre un
total de 27,5 m2. Esta fase fue esencial para asegurar un entorno adecuado para el
desarrollo de la fase de campo. La limpieza permitié eliminar posibles contaminantes y
preparar el espacio para recibir los materiales y condiciones necesarias para los
tratamientos experimentales. Esta etapa inicial fue fundamental para garantizar la validez

de los resultados que se obtendran durante la investigacion.

Una vez que el area del invernadero estuvo lista, se procedié al llenado de 150
fundas de vivero, cada una con un tamafio de 9x14 cm. En total, se distribuyeron estas
fundas de acuerdo con los distintos sustratos requeridos para cada uno de los tratamientos
establecidos. En el Tratamiento 1, se utiliz6 30 fundas de pomina junto con 120 semillas
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad Centenario obtenida de semilleristas
certificados, inoculadas con la cepa de Rhizobium spp. a una dosis alta de 6 x 10° UFC
ml. En el Tratamiento 2, también se emplearon 30 fundas con pomina, pero en este caso
se bajd la dosis de inoculacion a media, utilizando 120 semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) con cepas de Rhizobium spp. a una concentracion de 6 x 10*° UFC ml?,
mientras que el Tratamiento 3 se colocaron otras 30 fundas de pomina con 120 semillas

de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con una dosis baja de 6 x 10>2° UFC ml™,

El Tratamiento 4, que actué como testigo, consistio en preparar 30 fundas con un
sustrato compuesto por una mezcla de 50% de tierra negra, 30% de humus y 20% de
pomina, ademas de la siembra de 120 semillas. En este tratamiento, se evalud el
comportamiento de las plantas bajo condiciones mas naturales, sin la inoculacién de cepas
de Rhizobium spp. ni fertilizacion adicional. Por otro lado, en el Tratamiento 5, también
se utilizaron 30 fundas con la misma mezcla de sustrato (50% tierra negra, 30% humus y
20% pomina), pero en este caso las 120 semillas de frijol, fueron sometidas a un proceso
de fertilizacion, sin la inoculacion de Rhizobium spp. Este disefio experimental tiene como
objetivo establecer las condiciones Optimas para el crecimiento y desarrollo de las
semillas, permitiendo evaluar el impacto de la inoculacion con diferentes dosis de

Rhizobium spp. en el desarrollo de las plantas.
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Figura 1

Esquema del disefio experimental DBCA
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Distancia entre plantas 0,30m x 15 macetas= 4,5m de ancho

Distancia total entre surcos 0,50m x 2 surcos = 1m ancho

Distancia entre plantas 0,30 x 10 macetas= 3m largo

Distancia total entre surcos 0,50m x 4 surcos = 2m largo

Ancho total 4,5m +1m=5,5m Largo total 3m + 2=5m
Avrea total: 5,5m x 5m= 27,5m?

4.17. Riego por goteo

El riego por goteo es un método de irrigacion que se caracteriza por su alta
eficiencia, ya que permite aplicar el agua directamente en la base de las plantas. Este
sistema consta de una red de tuberias y emisores que liberan pequefas cantidades de agua
de forma continua y controlada, asegurando que el recurso llegue directamente a la zona
de las raices. A diferencia de otros sistemas de riego, el riego por goteo minimiza las
pérdidas por evaporacion y escorrentia, lo que lo convierte en una opcién ideal para
regiones con escasez de agua o para cultivos que requieren un manejo preciso de la

humedad.
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Una de las principales ventajas del riego por goteo es su capacidad para
proporcionar agua de manera uniforme, evitando el estrés hidrico en las plantas. Al ser
un sistema ajustable, permite regular el flujo de agua y aplicar nutrientes junto con el
riego, lo que facilita la dosificacidn de fertilizantes liquidos y mejora la absorcién de
nutrientes por parte de las plantas. Esto resulta en un crecimiento mas saludable y una
mayor productividad, ya que las plantas reciben el agua y los nutrientes justo donde lo

necesitan.

Ademas, el riego por goteo reduce el desarrollo de malezas y enfermedades en los
cultivos, ya que el agua se aplica directamente a las plantas, dejando el resto del suelo
seco. Esto también contribuye a un mejor control de plagas y la reduccion del uso de
agroguimicos. El riego por goteo es una solucion sostenible y eficiente que no solo mejora
la productividad agricola, sino que también promueve un uso responsable y optimizado

de los recursos hidricos y los insumos agricolas.

Con base en los célculos realizados en la Tabla 2, se determina que el caudal del
sistema de riego para el cultivo de frijol es de 0.09 litros por segundo (I s?), lo que
equivale aproximadamente a 216 litros por hora (I h't).). El tiempo de riego requerido es
de 0.45 horas, es decir, cerca de 26 minutos. Ademas, se estima que el volumen total de
agua que necesita aplicarse para satisfacer la demanda del area es de 150 litros, los cuales
se deben distribuir en un intervalo de 3 dias.
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Tabla 2

Lamina de riego por goteo para frijol (Phaseolus vulgaris L.)

DESCRIPCION SIMBOLO UNIDAD FORMULA VALORES
Evapotranspiracion ETc mm ETc=ETo *kc 2
cultivo
Evapotranspiracion ETg mm ETg=ETc* PAR 2
gotero
Lamina de riego Lr mm Lr=(CC-PmP)/ 17,6

100 * Pr * da
Lamina neta de Ln mm Ln=ETg*Ir 0,3334
riego
Lamina bruta de Lb mm Lb=Ln/Ef 0,34
riego
Intensidad de la mm/hora la=qe/ (dl * de) 10,00
aplicacion
Tiempo de riego T horas T=Lb/la 0,03
Area del sector con A m2 A = AT * %At 27,5
riego riego
Volumen necesario \Y/ I V=A*Lb 9,26
Caudal del Q I/s Q=VI/(T* 0,08
proyecto 3600)

En el presente proyecto, se implementara la aplicacion de Drench con una

frecuencia de tres riegos diarios, programados en la mafana, al medio dia y por la tarde.

Este sistema de riego tiene como objetivo asegurar una distribucion uniforme de los

nutrientes esenciales, facilitando su absorcion por parte de las plantas. Al realizar tres

aplicaciones diarias, se garantiza que el agua y los nutrientes estén disponibles en las fases

criticas del cultivo, optimizando su desarrollo. Este enfoque también minimiza el riesgo

de escorrentias, promoviendo un uso mas eficiente del recurso hidrico.

El caudal del sistema de riego es de 0.08 I s, lo que resulta adecuado para cubrir

el volumen total de agua requerido, que se estima en 9.26 litros. Este caudal debe

mantenerse para asegurar que el volumen necesario se distribuya correctamente en el &rea

de cultivo, manteniendo las plantas en condiciones 6ptimas de riego. Dado que el sistema
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opera con alta eficiencia, se evita la saturacion de agua y se maximiza la absorcion por

parte de las raices.

El tiempo de riego estimado es de 0.03 horas o aproximadamente 1.8 minutos, lo
que indica la brevedad con que debe realizarse cada ciclo de riego. Este corto periodo se
debe a la alta eficiencia del sistema de riego por goteo, que permite entregar el volumen
requerido en un tiempo reducido, optimizando el uso del agua. Ademas, la lamina bruta
de riego de 0.34 mm asegura que se aplique la cantidad necesaria de agua, considerando

las pérdidas inherentes al sistema, como la evaporacion o el drenaje superficial.

4.18. Requerimientos nutricionales del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El requerimiento de nutrientes y fertilizantes para el cultivo por hectarea se ha
calculado en funcion de tres riegos diarios. Se aplicaran los siguientes nutrientes: 6xido
de calcio (CaO) en una cantidad de 13.5 kg, boro (B) 2 kg, fosfato monopotasico (MKP)
con un total de 115 kg, sulfato de potasio (K2SO4) en 173 kg y sulfato de magnesio
(MgS0a4) en 411 kg. Estos fertilizantes son esenciales para asegurar un adecuado
desarrollo del cultivo, optimizando el suministro de calcio, boro, potasio y magnesio en

el sistema radicular a través del riego.

Tabla 3

Requerimientos de nutrientes para aplicacion de Drench en 1 ha para el cultivo de
frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Nutriente/Fertilizante Requerimiento por

1 ha (kg)
Riego Tres riegos al dia

Oxido de calcio (CaO) 13.5

Boro (B) 2

Fosfato monopotasico

(MKP) 115
Sulfato de potasio (K2SO4) 173
Sulfato de magnesio 411

(MgSOx)

Nota: Requerimientos de nutrientes para frijol para una hectéarea (Bertsch, 2009).
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4.18.1. Fertilizantes

Segun Bertsch (2009),para los tratamientos testigo (T5) y los tratamientos T1, T2,
y T3, se aplicaran los siguientes fertilizantes por hectéarea: 450.9 kg de nitrato de amonico,
13.5 kg de oxido de calcio, 2 kg de boro, 115 kg de fosfato monopotésico, 173 kg de
sulfato de potasio y 411 kg de sulfato de magnesio. Esta combinacion de nutrientes
garantiza un aporte equilibrado y adecuado para el desarrollo 6ptimo del cultivo. Cabe
destacar que en los tratamientos T1, T2 y T3 no se aplicara nitrato de amonio, ya que
estos estan inoculados con dosis de Rhizobium spp., los cuales favorecen la fijacidn

bioldgica del nitrogeno en lugar de depender de fertilizantes nitrogenados.

4.18.2. Densidad de siembra

Siembra= En frijol 0,50m entre lineas y 0,30 entre plantas

05 = 200 surcos

0
03 333,33 plantas

200 surcos x 333,33 plantas = 66666,66 plantas/ha

4.18.3. Célculo de Fertilizantes
e Oxido de calcio (CaO):

135k 1000g
g X 1kg

= 13,500 g
120plantas

13,500
9 X 66666,66 plantas /ha

= 24,30 g plantas — 1 ha — 1

100 dias ciclo del cultivo — 15 dias de germinacion = 85 dias

Se prepara 10 L de agua:

10000cm3 o
——— = 117,64 cm®maceta diaria
85 dias
117,64cm® 0.98cm nlant )
120 plantas _  Ccne prantas
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En una mezcla de 10 litros de H-O, se incorporan 24,30 g de Oxido de calcio
(CaO). Diariamente, se aplicara al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
aproximadamente 0,98 cm? por planta, utilizando una jeringuilla, durante los 85 dias del
ciclo del cultivo. De manera similar, se realizaran las aplicaciones correspondientes de
los demas fertilizantes, ajustandose a los calculos especificos establecidos para cada uno.
Esto garantiza un suministro adecuado y continuo de nutrientes esenciales para el

desarrollo éptimo del cultivo.

e Boro (B):
2kg x 1000 = 2000 g
lkg
2000g x 120plantas = 3,60 g plantas —1 ha — 1
66666,66 plantas/ha

Se coloca en 10 litros de agua, 3,60 g de boro (B). Diariamente, se administra al
cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) una dosis de 0,98 cm3 por planta, utilizando una

jeringuilla, durante los 85 dias del ciclo del cultivo.

e Fosfato monopotasico (MKP)

115k 1000g
gx lkg

120plantas
66666,66 plantas/ha

= 115000 g

1150009 x = 207 g plantas — 1 ha — 1

En 10 litros de agua, se disuelven 207 g de MKP. Cada dia, se aplica al cultivo de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) una cantidad de 0,98 cm? por planta, utilizando una

jeringuilla, a lo largo de los 85 dias que dura el ciclo del cultivo.

e Sulfato de potasio (K:SO.)

173k 1000g
gx 1lkg

= 173000 g

120plantas
66666,66 plantas/ha

173000g x = 311,40 g plantas — 1 ha — 1

En una solucion de 10 litros de agua, se mezclan 311,40 g de K2SOa. Diariamente,
se distribuye al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) una dosis de 0,98 cm3 por planta,

empleando una jeringuilla, durante los 85 dias del ciclo del cultivo.
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e Sulfato de magnesio (MgSO4)

1000g
411kg x

=411
1kg 000 g

120plantas

411000
9% 66666,66 plantas/ha

= 739,80 g plantas — 1 ha — 1

En 10 litros de agua, se disuelven 739,80 g de MgSO.. Cada dia, se administra al
cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) una cantidad de 0,98 cm? por planta, utilizando

una jeringuilla, a lo largo de los 85 dias que abarca el ciclo del cultivo.

e Nitrato amoénico NH4NO3

1000g
450kg x kg = 450000 g
30plantas
4500009 x 66666,66 plantas/ha = 202,5 g plantas — 1 ha — 1

En una mezcla de 10 litros de agua, se disuelven 202,50 g de NHaNOs.
Diariamente, se aplica al cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) una dosis de 0,98 cm3

por planta, utilizando una jeringuilla, durante los 85 dias del ciclo del cultivo.

4.19. Fertiirrigacion de macronutrientes y micronutrientes

En la investigacion que se propone sobre el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris
L.), la compatibilidad de macronutrientes y micronutrientes es clave para garantizar que
los fertilizantes utilizados, como el dxido de calcio (CaO), el fosfato monopotasico
(MKP), el sulfato de potasio (K2SOs) y el sulfato de magnesio (MgS0Os), se apliquen de
manera eficiente sin interacciones negativas que afecten su disponibilidad para las
plantas. Este enfoque asegura un suministro balanceado de nutrientes, promoviendo un
crecimiento optimo y favoreciendo el desarrollo sostenible del cultivo en combinacion

con las cepas de Rhizobium spp. utilizadas.
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Figura 2

Compatibilidad de los fertilizantes solubles utilizados en fertirriego
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Sulfato de Magnesio CHIEGILES i A R S |

C: Compatible, R: Se reduce la solubilidad, 1: Incompatible.

Nota: Guia para compatibilidad de fertilizantes (Técnica Huasco et al., 1998).

La aplicacion de fertilizantes se llevara a cabo de la siguiente manera: en la
mafiana, se administrara el Fosfato monopotasico (MKP) junto con el Sulfato de potasio
(K2S0Oa4) a los tratamientos T1, T2, T3 y TS5, ademas del Nitrato amdnico inicamente al
tratamiento testigo T5. Al mediodia, se aplicara el Oxido de calcio (CaO) a los
tratamientos T1, T2, T3 y T5. En la tarde, se distribuiran el Boro (B) y el Sulfato de
magnesio (MgSOa) a los mismos tratamientos. Cabe destacar que el tratamiento T4 no
recibird ningun tipo de fertilizacion ni inoculacion, mientras que los tratamientos T1, T2
y T3 seran inoculados con la cepa de Rhizobium spp. cada 15 dias contando a partir de la

siembra durante el ciclo de vida del cultivo.

4.20. Variables

4.20.1. Variable Independiente:
Dosis de aplicacion

4.20.2. Variable dependiente
* Se midio la altura del frijol a los 15, 30, 45 y 60 dias usando un metro, desde la

base del tallo principal hasta el punto més alto de la planta (Anaya Lopez et al., 2021).

« La masa foliar y radicular se extrajo a los 60 dias del ciclo del cultivo, separando
las partes foliares y las raices. En una estufa se secaron durante 24 horas y se pesaron en

estado vivo y seco para determinar la materia seca (Kebede et al., 2022).
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* Contenido de nitrogeno foliar se midio a los 15, 30, 45 y 60 dias del ciclo del

cultivo utilizando un medidor de clorofila SPAD (Silva et al., 2011).

« Los dias a la floracion y formacion de vaina se evaluaron observando el 70% de

las plantas en floracion y vaina (Flores de la Cruz et al., 2018).

» Los nodulos se evaluaron a los 60 dias del cultivo, contando los n6dulos

formados en las raices de cada tratamiento (Goémez et al., 2017).

4.21. Andlisis estadistico

4.21.1. Disefio experimental
En la presente investigacion se utilizaré el Disefio de Bloques Completamente al Azar.
4.21.2. Tratamientos
e T1= Dosis alta ptima de 6 x10° UFC ml* al 100% determinada in vitro.
e T2= Dosis media optima de 6x10*°> UFC ml~al 50% determinada in vitro.
e T3= Dosis baja 6ptima de 6 x 1022 UFC ml™ al 25% determinada in vitro.
e T4= Testigo en sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina, sin
fertilizacion).
e T5= Dosis testigo fertilizacion mineral (requerimiento de la especie) y en
sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina).
4.21.3. Repeticiones:
La presente investigacion constara de 3 repeticiones
Unidades experimentales:
Se implementardn 15 unidades experimentales; cada unidad experimental constara de
10 fundas, para un total de 150 fundas de 2,5 con cascajo (pomina).

4.21.4. Modelo de analisis de varianza

Tabla 4
Esquema del ANOVA

Fuente de Variacion (FV) Grados de Libertad (GL)
Total 14
Tratamiento 4
Bloque 2
Error experimental 8

53



4.21.5. Andlisis funcional:
» Coeficiente de variacion
* Prueba de normalidad de Shapiro Wilks

* Prueba de comparacion multiple de medias de Tukey al 5%

4.21.6. Tamano de la unidad experimental
El total de unidades experimentales es de 15 fundas, cada unidad experimental
consto de 10 fundas de polietileno negro con capacidad para 2,5 | que estaran llenas
de sustrato inerte (pomina o cascajo), y recibiran riego localizado (gotero pinchado
de 2 I h'? con espagueti individual a cada funda (cada funda recibira 11 de agua por
hora y se completara el riego segun la lamina de riego calculada para el cultivo)). Se
aplico la dosis de Rhizobium spp. en donde se procedi6 al indculo en la semilla 48h
antes de la siembra segun cada dosis determinada in-vitro y luego se colocara cada 15
dias hasta los 60 dias de vida del cultivo.

Area del experimento seria de 27,5 m?,

4.22. DELIMITACION ESPACIAL

La investigacion se centra en la Provincia de Imbabura, situada en el norte de
Ecuador. En esta region, el estudio se enfoca en los diferentes pisos altitudinales en
los que se cultiva el frijol (Phaseolus vulgaris L.) y donde se pueden identificar y
evaluar una misma cepa de Rhizobium spp. Esta delimitacion es esencial para
comprender como las condiciones locales, tales como el clima, la altitud y el tipo de
suelo, influyen en la eficiencia de la fijacion biolégica de nitrogeno de una misma
cepa de Rhizobium spp. en el cultivo de frijol y para implementar practicas agricolas
sostenibles adaptadas a la region.

El trabajo de campo y las pruebas de inoculacion se llevaron a cabo en el
invernadero de la granja ECAA perteneciente a la PUCE-SI, lo que permitira un
control adecuado de las variables ambientales y una evaluacion precisa de una misma

cepa bajo condiciones especificas de la provincia.
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Figura 3

Mapa de ubicacion del ensayo experimental
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Crecimiento bacteriano de cepas de Rhizobium spp. de la Provincia de
Imbabura

Figura 4

Crecimiento bacteriano de cepas de Rhizobium spp. evaluado mediante
espectrofotometria
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En el presente estudio se evalud el crecimiento bacteriano de 18 cepas de
Rhizobium spp. expresado en UFC h!, estas fueron aisladas en distintos lugares por lo
que se selecciona una de las mejores cepas provenientes de cada uno de los cantones
Antonio Ante, Pimampiro, Urcuqui, Cotacachi, Otavalo e Ibarra. La seleccion se realizd
con base en el criterio de turbidez que fue un indicador visual de la densidad bacteriana
observado en laboratorio, ya que una mayor turbidez indica una mayor presencia de
Rhizobium spp. en el medio de cultivo in vitro. La cepa proveniente de Urcuqui destacd
significativamente sobre las demas, mostrando un crecimiento mas acelerado y sostenido
segun las mediciones obtenidas con un espectrofotometro durante un periodo de 10 horas.
Este comportamiento contrasta notablemente con las diferencias de crecimiento
observadas entre las otras cinco cepas seleccionadas, evidenciando la potencialidad de

esta cepa como bioinoculante eficiente.
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Comparando estos resultados con estudios previos, como la caracterizacion de 52
cepas mencionada en la literatura, se destaca que la mayoria de rizobios (63,5%)
presentan un crecimiento lento, mientras que solo el 36,5% crecen rapidamente. Esto
resalta la singularidad de la cepa de Urcuqui al mostrar un perfil de crecimiento rapido y
consistente. Ademas, los resultados subrayan la importancia de identificar cepas con
capacidades excepcionales, especialmente considerando que, en estudios similares,
Unicamente el 23% del total (12 de 52 cepas) fueron identificadas como potenciales

bioinoculantes (Cuadrado et al., 2009).

En este sentido, el desempefio de la cepa de Urcuqui indica una ventaja
competitiva en términos de eficiencia y potencial para aplicaciones en sistemas agricolas,
particularmente en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.), donde un crecimiento
acelerado y uniforme de las bacterias puede mejorar la fijacion biologica de nitrogeno y

favorecer el desarrollo sostenible del cultivo.
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5.2. Crecimiento de halo de inhibicién de cepas de Rhizobium spp.

Figura 5

Crecimiento del halo de inhibicion de cepas de Rhizobium spp. medido con calibrador
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Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que la cepa de Rhizobium
spp. proveniente del cantdn Antonio Ante presento el mayor halo de inhibicion, lo que
indica una mayor eficiencia en la fijacion bioldgica de nitrogeno. A pesar de que la cepa
de Urcuqui exhibi6 un mayor crecimiento en UFC h™', su capacidad de fijacion de
nitrogeno fue inferior en comparacion con la cepa de Antonio Ante. Estos hallazgos
sugieren que la eficiencia de fijacion de nitrégeno no esta exclusivamente relacionada
con el crecimiento de las colonias, sino también con otros factores bioguimicos y
fisiolégicos. Ademas, la evaluacién in vitro permitié determinar que la cepa de Antonio
Ante es la mas prometedora para la fijacion de nitrogeno, lo que podria traducirse en una

mejor absorcién de nutrientes y un mayor desarrollo del cultivo de frijol.

Comparando estos resultados con los reportados en la Revista Iberoamericana de
Produccion Académica y Gestion Educativa (2017), se observa que las cepas aisladas en
jarras de Leonard también corresponden a Rhizobium, identificadas mediante
caracterizacion bioguimica. Sin embargo, los resultados muestran diferencias en el
comportamiento de las cepas, especialmente en el tiempo de crecimiento y la morfologia

de las colonias. Mientras que las cepas identificadas en el estudio revisado presentan
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tiempos de crecimiento entre 3 y 5 dias y colonias con caracteristicas homogéneas, en
nuestro estudio se observd que la cepa de Antonio Ante destaco por su mayor halo de
inhibicién, lo que sugiere una mayor eficiencia en la fijacion de nitrogeno. Estas
diferencias pueden estar relacionadas con factores genéticos y ambientales que influyen

en la adaptacion y el desempefio de las cepas (Acosta Saldafa, 2017).

En conclusion, la cepa de Antonio Ante se perfila como una candidata
prometedora para futuras aplicaciones en la biofertilizacion del frijol, dado su alto
rendimiento en la fijacion de nitrdgeno. Sin embargo, para corroborar su eficacia en
condiciones de campo, es necesario complementar este estudio con ensayos agrondémicos
que permitan evaluar su impacto en el crecimiento y rendimiento del cultivo a lo largo

del ciclo de desarrollo.
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5.3. Prueba de normalidad y homogeneidad de varianza

Figura 6

Normalidad y homogeneidad de varianza del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Shapiro-test Levene-test
Variable Observaciones Promedio Desviacion w P-Value F P-Value
estandar
Altura 15 dds 15 18,491 2,212 0,963 0,748 0,822 0,540
Altura 30 dds 15 47,536 4,981 0,950 0,519 0,164 0,952
Altura 45 dds 15 70,629 5,628 0,909 0,132 0,134 0,966
Altura 60 dds 15 75,018 6,650 0,926 0,236 0,531 0,716
SPAD 15 dds 15 33,308 2,009 0,955 0,609 0,170 0,949
SPAD 30 dds 15 31,987 1972 0,899 0,091 0,566 0,693
SPAD 45 dds 15 36,717 3,885 0,882 0,051 0,185 0,941
SPAD 60 dds 15 35,709 5447 0,930 0,270 0,130 0,968
Dias a la Floracién 15 43,460 0,661 0,924 0,220 0,348 0,840
Dias a la formacion de vainas 15 47,500 0,919 0,971 0,867 0,571 0,690
Nédulos 60 dds 15 119,517 78,534 0,922 0,203 0,090 0,983
Masa foliar 60 dds 15 5,880 1,487 0,906 0,118 1,170 0,380
Masa radicular 60 dds 15 9,595 4,105 0,965 0,784 0,807 0,548

Luego de realizada la prueba de normalidad por medio del test de Shapiro-Wilk,
se observa que los datos provienen de una distribucion normal, pues el valor de la
probabilidad es superior al p>0,05. De la misma forma, el test de homogeneidad de

varianza de Levene, determina, que la variable tiene homogeneidad en las varianzas.
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5.4. Andlisis de varianza de la variable altura

Tabla

Analisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los

15 dias

p-values

Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 65,457 10,909 28,543 5,533E-05 il
Total corregido 14 68,514
Tratamiento 4 61,019 15,255 39,912 2,4936E-05 il
Bloque 2 4,438 2,219 5,806 0,0276893 *
Error 8 3,058 0,382

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Promedio (cm) 18,491
CV (%) 3,343

El analisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) a los 15 dias de germinacion, muestra que existe diferencia altamente significativa

para tratamientos en estudio (dosis alta, media y baja), y diferencia significativa para

bloques. El promedio de esta variable es de 18,491 cm de altura. El coeficiente de

variacion para esta variable es de 3,343 %, lo que demuestra para poca dispersion de los

datos respecto del valor promedio.
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Figura 7

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable altura

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 15 dias
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Tratamientos

Nota: Dosis baja al 25% con cepa de Rhizobium spp. de 6x10%?°UFC/ml; Dosis media al
50% con cepa de Rhizobium spp. de 6x10*°*UFC/ml; Dosis alta al 100% con cepa de
Rhizobium spp. de 6x10°UFC/ml.

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% la altura de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) a los 15 dias de germinacion, podemos afirmar, que existen tres
rangos de significancia. El tratamiento con mayor altura de planta es el T4 sin fertilizacion
solamente en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina), cuyo promedio
fue de 21,51 cm de altura; el tratamiento que alcanz6 menos altura es el T1 de la dosis
alta con 16,57cm de altura.

En un estudio realizado en Sancti Spiritus, Cuba, donde la combinacion de
microorganismos eficientes y Rhizobium incremento significativamente la altura de la
planta, los resultados aqui obtenidos pueden deberse a diferencias en el suelo, variedad
del cultivo y método de aplicacion. En suelos con menor fertilidad, la inoculacion con
biofertilizantes puede ser mas beneficiosa, mientras que, en sustratos ricos en materia
orgénica, como en este estudio, la planta puede crecer mejor sin inoculacién adicional
(Calero Hurtado et al., 2019).
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La respuesta de la altura del frijol a la inoculacion con Rhizobium spp. varia segun
el sustrato y la dosis aplicada. Mientras que en suelos menos fértiles la combinacion con
microorganismos eficientes puede mejorar el crecimiento, en sustratos mas ricos la
inoculacién excesiva podria no ser necesaria. Es crucial evaluar las condiciones

especificas para optimizar el desarrollo del cultivo.
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Tabla 6

Analisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los

30 dias

p-values

Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 263,848 43,975 4,211 0,03279072 *
Total corregido 14 347,381
Tratamiento 4 260,126 65,031 6,228 0,01406006 *
Bloque 2 3,723 1,861 0,178 0,83996448 °
Error 8 83,533 10,442

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

47,536
6,798

Promedio (cm)
CV (%)

El analisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) a los 30 dias de germinacion muestra que existe diferencia significativa para los

tratamientos en estudio (p = 0.0141), indicando que las distintas condiciones aplicadas

influyen en el crecimiento de la planta. Sin embargo, no se encontr6 diferencia

significativa entre bloques (p = 0.8399), lo que sugiere que la variabilidad entre ellos no

afecta significativamente la respuesta. EI promedio de esta variable es de 47.536 cm de

altura. El coeficiente de variacion para esta variable es de 6.798 %, lo que indica una

dispersion moderada de los datos respecto del valor promedio.
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Figura 8

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable altura

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 30 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% la altura de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) a los 30 dias de germinacion, podemos afirmar, que existen tres
rangos de significancia. El tratamiento con mayor altura de planta es el T5 con
fertilizacion y en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina), cuyo
promedio fue de 55,55 cm de altura; el tratamiento que alcanzé menos altura es el T1 de

la dosis alta con 43,56¢cm de altura en sustrato de pomina o cascajo.

Estos resultados concuerdan con el estudio realizado en el CNRA de la UNAN-
Ledn, donde la combinacion de Micorrizas y Rhizobium favorecié el crecimiento del
frijol, registrando los mayores valores en altura y otras variables morfologicas y
productivas. Esto sugiere que la disponibilidad de nutrientes en el sustrato y la
combinacién adecuada de microorganismos son factores determinantes en el desarrollo
del cultivo (Medina Flores et al., 2023).

La altura de la planta de frijol esta influenciada tanto por el tipo de sustrato
como por la fertilizacion y la dosis de Rhizobium spp. La mayor altura se obtuvo

con un sustrato enriquecido y fertilizacion, mientras que la dosis alta de Rhizobium
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spp. en un sustrato menos fértil redujo el crecimiento. Estos hallazgos resaltan la

importancia de evaluar cuidadosamente la combinacién de microorganismos'y las

condiciones del suelo para optimizar el desarrollo del frijol.

Tabla 7
Analisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a

los 45 dias

p-values
Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios
codes

Modelo 6 347,273 57,879 4,818 0,02266898 *
Total corregido 14 443,384

Tratamiento 4 334,750 83,688 6,966 0,01017044 *
Bloque 2 12,523 6,261 0,521 0,61268251 °
Error 8 96,111 12,014

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Promedio (cm)
CV (%)

70,629
4,907

El anélisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) a los 45 dias de germinacion muestra que existe diferencia significativa para los

tratamientos en estudio (p = 0.0102), lo que indica que las distintas condiciones aplicadas

influyen en el crecimiento de la planta. Sin embargo, no se encontr6 diferencia

significativa entre blogques (p = 0.6127), lo que sugiere que la variabilidad entre ellos no

afecta significativamente la respuesta. EI promedio de esta variable es de 70.629 cm de

altura. El coeficiente de variacion para esta variable es de 4.907 %, lo que indica una baja

dispersion de los datos respecto del valor promedio.
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Figura 9

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable altura

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 45 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% la altura de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) a los 45 dias de germinacion, podemos afirmar, que existen tres
rangos de significancia. El tratamiento con mayor altura de planta es el T5 con
fertilizacion y en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina), cuyo
promedio fue de 73,97 cm de altura; el tratamiento que alcanzdé menos altura es el T4,

testigo sin fertilizacion con 61,26¢cm de altura.

El estudio realizado en frijol, donde el tratamiento con Trichoderma harzianum
mejoro la altura de las plantas al reducir la incidencia de marchitez vascular, se observa
que el uso de microorganismos benéficos puede influir positivamente en el crecimiento.
En este sentido, la inoculacion con Rhizobium spp. también ha demostrado ser una
estrategia eficaz para mejorar la absorcion de nitrogeno y favorecer el desarrollo del frijol.
No obstante, su efectividad depende de las condiciones del suelo y su interaccion con
otros factores, como la fertilizacion y la presencia de patégenos que puedan afectar la
sanidad y crecimiento de las plantas (Campo Arana y Burgos Ayala, 2023).
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La disponibilidad de nutrientes y la inoculacion con microorganismos benéficos,
como Rhizobium spp., influyen significativamente en la altura del frijol. Al igual que en
el estudio comparado, donde el uso de Trichoderma harzianum mejoro el crecimiento, la
adecuada combinacidn de fertilizacion y bioinoculantes puede optimizar el desarrollo del

cultivo, siempre considerando las condiciones del suelo y otros factores ambientales.
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Tabla 8

Analisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a

los 60 dias
p-values
Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 560,351 93,392 12,712 0,00104038 e
Total corregido 14 619,124
Tratamiento 4 558,830 139,707 19,017 0,00037882 falelal
Bloque 2 1,521 0,761 0,104 0,90281895 °
Error 8 58,772 7,347

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** <(0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

75,018
3,613

Promedio (cm)
CV (%)

El andlisis de varianza de la variable altura de planta de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) alos 60 dias de germinacion muestra que existe diferencia altamente significativa para

los tratamientos en estudio (p = 0.0004), lo que indica que las diferentes condiciones

aplicadas tienen un impacto significativo en el crecimiento de la planta. Sin embargo, no

se encontrd diferencia significativa entre blogues (p = 0.9028), lo que sugiere que la

variabilidad entre ellos no afecta significativamente la respuesta. ElI promedio de esta

variable es de 75.018 cm de altura. El coeficiente de variacion para esta variable es de

3.613 %, lo que indica una baja dispersion de los datos respecto del valor promedio.
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Figura 10

Prueba de comparacion maltiple de promedios de Tukey al 5% para la variable altura

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias

90

[e)

o
i
—
—
—

]
o

E 60 [
o)
3
850
3
o 40 a a a a
= b
z 30

20

10

0
T3 (Rhizobium spp. T2 (Rhizobium spp.  T1 (Rhizobium spp. T5 T4 (Testigo_absoluto)

6x1072,25UFC/ml) de 6x1074,5UFC/ml)  de 6x10"9UFC/ml) (Testigo_fertilizacion)
Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% la altura de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias de germinacion, podemos afirmar, que existen tres
rangos de significancia. El tratamiento con mayor altura de planta es el T3 con dosis baja
de inoculacion con cepa de Rhizobium spp. al 25% y en un sustrato de pomina que se
considera un suelo inerte, cuyo promedio fue de 80,31 cm de altura; el tratamiento que
alcanz6 menos altura es el T4, testigo sin fertilizacion en un sustrato (50% tierra negra,

30% humus y 20% pomina) con 63,05cm de altura.

En estudios realizados, muestran que la cepa de Rhizobium E-10 mostrd una
interaccion altamente significativa en la nodulacion y crecimiento del frijol en un suelo
con disponibilidad de nutrientes. Estas diferencias sugieren que el efecto del Rhizobium
spp. depende no solo de la cepa utilizada, sino también del tipo de suelo y la variedad del
frijol, lo que resalta la importancia de considerar estos factores en futuras investigaciones
(Escudero Acebedo, 2017).

Ambos estudios confirman la relevancia de la fijacion bioldgica de nitrdgeno
mediante la inoculacion con Rhizobium spp. en el crecimiento del frijol. Sin embargo, los
resultados obtenidos indican que el impacto de la inoculacion varia segun el tipo de suelo
y la cepa utilizada, siendo necesario profundizar en la evaluacion de la biomasa, la
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nodulacién y la eficiencia en la absorcion de nutrientes para optimizar el uso de estos

microorganismos en la agricultura sostenible.
Figura 11

Comparacion multiple de promedios Tukey al 5% de la variable altura de planta en

frijol (Phaseolus vulgaris L.) durante los 60 dias.
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Los datos muestran la altura de las plantas en diferentes tratamientos a lo largo
del tiempo (15, 30, 45 y 60 dias). Se observa que los tratamientos con Rhizobium spp.
(T1, T2 y T3) presentan un crecimiento relativamente similar, con alturas finales entre
77,36 cmy 80,31 cm. El tratamiento con la menor concentracion de Rhizobium spp. (T3)
alcanz6 la mayor altura final (80,31 cm). El testigo absoluto (T4), sin inoculacion ni
fertilizacion, mostr6 el menor crecimiento, alcanzando solo 63,06 cm. En contraste, el
testigo con fertilizacion quimica (T5) tuvo un desarrollo comparable a los tratamientos
con Rhizobium spp., con una altura final de 76,76 cm (Campo Arana & Burgos Ayala,

2023).

Los resultados sugieren que la inoculacion con Rhizobium spp. favorece el
crecimiento de las plantas en comparacion con el testigo absoluto, lo que resalta el papel
de estos microorganismos en la fijacién biol6gica de nitr6geno. Sin embargo, el efecto
del Rhizobium spp. no supera significativamente la fertilizacion sintética (T5), lo que
indica que ambos métodos pueden ser efectivos para promover el crecimiento vegetal. Es

interesante notar que la concentracion mas baja de Rhizobium spp. (T3) presento6 la mayor
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altura final, lo que podria indicar que una menor concentracion favorece una mejor

simbiosis o evita posibles efectos de competencia entre bacterias.

5.5. Andlisis de varianza de la variable medicion de clorofila

Tabla 9

Analisis de varianza de la variable medicion de clorofila en unidades SPAD de planta

de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 15 dias

p-values
Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 49,985 8,331 10,238 0,00218008 **
Total corregido 14 56,495
Tratamiento 4 48,487 12,122 14,897 0,00088848 Hxx
Bloque 2 1,498 0,749 0,921 0,4367099 °
Error 8 6,510 0,814

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<01<°<1
Promedio (SPAD) 33,308

CV (%) 2,708

El analisis de varianza de la variable medicion de clorofila en unidades SPAD de
planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 15 dias de germinacion muestra que existe
diferencia altamente significativa para los tratamientos en estudio (p = 0.0009), lo que
indica que las diferentes condiciones aplicadas afectan significativamente el contenido de
clorofila en las hojas. Sin embargo, no se encontré diferencia significativa entre bloques
(p = 0.4367), lo que sugiere que la variabilidad entre ellos no tiene un efecto relevante
sobre la respuesta. EI promedio de esta variable es de 33.308 unidades SPAD. El
coeficiente de variacion para esta variable es de 2.708 %, lo que indica una baja dispersion

de los datos respecto del valor promedio.
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Figura 12

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable SPAD

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 15 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% el SPAD de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) a los 15 dias de germinacion, podemos afirmar, que existen tres
rangos de significancia. El tratamiento con mayor clorofila SPAD es el T2 con dosis
media de inoculacién con cepa de Rhizobium spp. al 50% y en un sustrato de pomina que
se considera un suelo inerte, cuyo promedio fue de 35,307 SPAD; el tratamiento que
alcanzd menos clorofila SPAD es el T5, testigo con fertilizacién en un sustrato (50%
tierra negra, 30% humus y 20% pomina) con 30,86 SPAD.

En el estudio realizado, se evaluaron diferentes niveles de fertilizacion
nitrogenada en el frijol, encontrando que los tratamientos con mayor rendimiento
agrondmico fueron aquellos con aplicacion de nitrogeno (T2 y T1) (Ledn de la Rocha et
al., 2023). Sin embargo, este estudio también considero otras variables, mostrando que la
respuesta del frijol depende no solo de la disponibilidad de nitrogeno, sino también de

factores climaticos y edafologicos

La comparacidon resalta cbmo el origen genético y el ambiente influyen en la
respuesta del frijol al nitrégeno. Mientras la fertilizacion quimica aument6 la biomasa, la

inoculacién con Rhizobium spp. en sustrato inerte mejor6 la asimilacién de nitrégeno,
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reflejada en el SPAD. Esto sugiere que la fijacion bioldgica es una alternativa sostenible

para suelos pobres en nutrientes.
Tabla 10

Analisis de varianza de la variable SPAD de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a
los 30 dias

p-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 34,358 5,726 2,282 0,13897249 °
Total corregido 14 54,437
Tratamiento 4 32,680 8,170 3,255 0,07295933
Bloque 2 1,678 0,839 0,334 0,72537918 °
Error 8 20,079 2,510

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
Promedio (SPAD) 31,987

CV (%) 4,953

El andlisis de varianza de la variable SPAD de planta de frijol (Phaseolus vulgaris
L.) a los 30 dias de germinacion indica que no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (p = 0.073), aunque existe una tendencia a la significancia.
Asimismo, no se hallaron diferencias significativas entre bloques (p = 0.7254), lo que
sugiere que la variabilidad entre ellos no influye en la respuesta observada. EI promedio
de esta variable es de 31.987 unidades SPAD. El coeficiente de variacion para esta
variable es de 4.953 %, lo que indica una variabilidad moderada de los datos respecto del

valor promedio.
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Figura 113

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable SPAD

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 30 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% el SPAD de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) a los 30 dias de germinacion, podemos afirmar, que existen tres
rangos de significancia. El tratamiento con mayor contenido de clorofila SPAD es el T5
con fertilizacién, en un sustrato de (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina), cuyo
promedio fue de 34,28 unidades SPAD; el tratamiento que alcanz6 menor contenido de
clorofila en unidades SPAD es el T4, testigo sin fertilizacion en un sustrato (50% tierra
negra, 30% humus y 20% pomina) con 29,76 SPAD.

Esto coincide con el estudio sobre la aplicacion de quelatos de hierro, donde los
tratamientos con EDDHA-Fe y FeSO4 lograron aumentar el contendido de clorofila en
unidades SPAD en frijol, superando al testigo sin hierro adicional. Aunque el enfoque de
ambos estudios es distinto, los resultados sugieren que la disponibilidad de nutrientes es
clave para la sintesis de clorofila, ya sea a traves de una fertilizacion completa o de la

correccion especifica de la deficiencia de hierro en suelos alcalinos (Diaz et al., 2018).

Los resultados obtenidos confirman que la fertilizacion adecuada mejora la
produccion de clorofila en frijol, reflejado en un mayor indice SPAD. Si bien el estudio
no evalud directamente la disponibilidad de hierro, los datos sugieren que un sustrato

enriquecido con materia organica puede prevenir deficiencias nutricionales, incluyendo
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el hierro. En suelos con problemas de clorosis férrica, la aplicacion de EDDHA-Fe y
FeSO4 se presenta como una estrategia efectiva para mantener niveles dptimos de

clorofila, tal como se obhservo en el otro estudio analizado.
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Tabla 11

Analisis de varianza de la variable SPAD de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a

los 45 dias
p-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 197,418 32,903 18,894 0,00025416 fla
Total corregido 14 211,349
Tratamiento 4 188,905 47,226 27,119 0,00010516 fla
Bloque 2 8,513 4,256 2,444 0,14845237 °
Error 8 13,932 1,741

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Promedio (SPAD)
CV (%)

36,717
3,594

El anélisis de varianza de la variable contenido de clorofila en unidades SPAD de

planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 45 dias de germinacion muestra una

diferencia altamente significativa entre los tratamientos en estudio (p = 0.00010516), lo

que indica que estos influyen de manera notable en la variable medida. Sin embargo, no

se encontraron diferencias significativas entre bloques (p = 0.1485), lo que sugiere que la

variabilidad entre ellos no afecta significativamente los resultados. ElI promedio de esta

variable es de 36.717 unidades SPAD. El coeficiente de variacion es de 3.594 %, lo que

indica una baja dispersion de los datos respecto al valor promedio.
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Figura 14

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable SPAD

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 45 dias
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Al comparar por medio del test de Tukey al 5% el contenido de clorofila en
unidades SPAD en las plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 45 dias de
germinacioén, podemos afirmar, que existen tres rangos de significancia. El tratamiento
con mayor contenido de clorofila en unidades SPAD es el T3 con dosis de cepa de
Rhizobium spp. al 25% en sustrato de pomina, cuyo promedio fue de 40,223 unidades
SPAD; el tratamiento que alcanzé menor contenido de clorofila en unidades SPAD es el
T4, testigo sin fertilizacidn en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina)

con un contenido en clorofila de 29,89 en unidades SPAD.

la fijacion bioldgica de nitrogeno por Rhizobium spp. tuvo un efecto positivo en
la disponibilidad de nitrogeno para la planta, favoreciendo la sintesis de clorofila.
Comparando con el estudio sobre sorgo, donde se evidencié que el contenido de clorofila
en unidades SPAD aumenté con la fertilizacién nitrogenada y estuvo altamente
correlacionado con el rendimiento, se observa que la disponibilidad de nitrégeno es un
factor determinante en la acumulacion de clorofila en distintos cultivos. Sin embargo,
mientras en sorgo la mayor eficiencia se logr6 con 192 kg N ha™!, en frijol la inoculacion

con Rhizobium spp. permitié mejorar el contenido de clorofila en unidades SPAD sin
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necesidad de aplicar nitrégeno sintético, lo que sugiere un mecanismo eficiente de

absorcion y asimilacion del nutriente a través de la simbiosis (Macias Duarte et al., 2021).

Los resultados indican que la fijacion bioldgica de nitrégeno con Rhizobium spp.
puede ser una alternativa viable para mejorar la nutricion nitrogenada en frijol, reflejada
en el aumento del indice en el contenido de clorofila en unidades SPAD. En comparacion
con el sorgo, donde la fertilizacion con nitrogeno mineral mejoro el contenido de clorofila
en unidades SPAD vy el rendimiento, en frijol se logré un incremento significativo del
contenido de clorofila en unidades SPAD con la inoculacién de bacterias fijadoras de
nitrégeno. Esto resalta la importancia de estrategias sostenibles que optimicen la
disponibilidad de nitrégeno en cultivos sin depender exclusivamente de fertilizantes

sintéticos.
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Tabla 12

Analisis de varianza de la variable SPAD de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a

los 60 dias
p-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F  signification
cuadrados medios
codes
Modelo 6 408,801 68,134 83,545 8,9058E-07 ikl
Total corregido 14 415,326
Tratamiento 4 399,062 99,766 122,332 3,3047E-07 ikl
Bloque 2 9,739 4,869 5,971 0,02590018 *
Error 8 6,524 0,816

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Promedio (SPAD)
CV (%)

35,709
2,529

El anélisis de varianza de la variable contenido de clorofila en unidades SPAD de

las plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias de germinacion muestra

diferencias altamente significativas tanto para los tratamientos (p = 3.3047E-07), como

para los bloques (p = 0.0259). Esto indica que tanto los tratamientos aplicados como las

variaciones entre los blogues tienen un impacto considerable en el contenido de clorofila

en las plantas. El promedio de esta variable es de 35.709 unidades SPAD de contenido de

clorofila. El coeficiente de variacion es de 2.529 %, lo que sugiere una baja dispersion de

los datos con respecto al valor promedio.
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Figura 15

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable SPAD

de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% el contenido de clorofila en
unidades SPAD de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias de germinacion,
podemos afirmar, que existen tres rangos de significancia. El tratamiento con mayor
contenido de clorofila SPAD es T3 con dosis de cepa de Rhizobium spp. al 25% en
sustrato de pomina, cuyo promedio fue de 41,15 unidades SPAD Enel contenido de
clorofila; el tratamiento que alcanz6 menor contenido de clorofila en unidades SPAD es
el T4, testigo sin fertilizacion en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20%
pomina) con 26,84 SPAD.

Los resultados muestran que la inoculacion con Rhizobium spp. al 25% en sustrato
de pomina favorecié una mayor asimilacion de nitrégeno, reflejada en el indice del
contenido de clorofila en unidades SPAD. Esto sugiere que la fijacion bioldgica de
nitrbgeno puede ser una alternativa eficiente frente a la fertilizacion quimica. En
comparacion, el estudio en papa evidencia que el indice del contenido de clorofila en
unidades SPAD varia segun la dosis de N, la posicion de la hoja y el riego, lo que indica
que este pardmetro puede ser influenciado por multiples factores. La diferencia entre

ambos estudios resalta la importancia de un manejo adecuado de la fertilizacion y la
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necesidad de establecer protocolos estandarizados para la medicion del contenido de

clorofila en unidades SPAD (Silva et al., 2011).

La inoculacién con Rhizobium spp. demostrd ser una estrategia efectiva para
mejorar la asimilacion de nitrégeno en frijol, reflejada en un mayor indice del contenido
de clorofila en unidades SPAD. En suelos con baja disponibilidad de nutrientes, la fijacion
bioldgica de nitrégeno puede ser una alternativa sostenible para optimizar el crecimiento
del cultivo. Ademas, la variabilidad en las lecturas del contenido de clorofila en unidades
SPAD segun el estudio en papa subraya la importancia de considerar factores como el

tiempo de medicion y la humedad del suelo para obtener datos més precisos.
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Figura 16

Comparacién multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable contenido de

clorofila en planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
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Los valores de SPAD (indicador del contenido de clorofila) muestran diferencias
entre los tratamientos a lo largo del tiempo. En general, los tratamientos con Rhizobium
spp. (T1, T2y T3) presentaron valores de SPAD maés altos en comparacién con el testigo
absoluto (T4), lo que indica una mejor eficiencia en la sintesis de clorofila. Entre estos,
T3 (Rhizobium spp. en menor concentracion) mostrd los valores mas altos de SPAD al
final del experimento (41,16). El testigo absoluto (T4) tuvo los valores méas bajos en todas
las mediciones, con una disminucion progresiva en el tiempo, alcanzando 26,84 en el dia
60. Por otro lado, el testigo con fertilizacién quimica (T5) mostré valores intermedios,

con una tendencia variable y una disminucién en la fase final (Macias Duarte et al., 2021).

Los resultados sugieren que la inoculacion con Rhizobium spp. contribuye a
mejorar el contenido de clorofila en las plantas, posiblemente debido a su papel en la
fijacion biologica de nitrogeno, un nutriente clave para la sintesis de clorofila. El
tratamiento con la menor concentracion de Rhizobium spp. (T3) presento los valores mas
altos de SPAD en la fase final, lo que podria indicar que una menor densidad bacteriana
optimiza la simbiosis sin generar competencia entre microorganismos. El testigo absoluto
(T4) mostré una marcada reduccion en los valores de SPAD, lo que sugiere deficiencia
nutricional. Aunque el testigo con fertilizacion quimica (T5) tuvo valores relativamente

altos, su tendencia a la disminucion sugiere que la fertilizacion quimica puede no sostener
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la sintesis de clorofila de manera tan eficiente como la inoculacién bioldgica. Estos
hallazgos refuerzan la importancia del Rhizobium spp. en la nutricion vegetal y su

potencial como alternativa sostenible a la fertilizacion quimica.

5.6. Andlisis de varianza de la variable dias a la floracion

Tabla 13

Analisis de varianza de la variable dias a la floracion de planta de frijol (Phaseolus

vulgaris L.)

p-values
Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 4,845 0,808 5,084 0,01946171 *
Total corregido 14 6,116
Tratamiento 4 3,929 0,982 6,185 0,01434221 *
Bloque 2 0,916 0,458 2,884 0,11402398 °
Error 8 1,271 0,159

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
Promedio (dias) 43,460

CV (%) 0,917

El andlisis de varianza de la variable dias a la floracion del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) muestra una diferencia significativa para los tratamientos (p = 0.0143), lo
que indica que los tratamientos aplicados influyen de manera notable en el tiempo que
tarda en florecer la planta. Sin embargo, no se observé una diferencia significativa para
los bloques (p = 0.1140), lo que sugiere que las variaciones entre ellos no tienen un
impacto relevante en esta variable. EI promedio de dias a la floracion es de 43.460 dias.
El coeficiente de variacién es de 0.917 %, lo que indica una baja dispersion de los datos

respecto al valor promedio.
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Figura 17

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable dias a

la floracion de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% de planta de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) a los distintos dias de floracion, podemos afirmar, que existen dos rangos de
significancia. El tratamiento que requiere mayor tiempo para el inicio de la floracion, es
el T4 que es el tratamiento sin fertilizacion en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus
y 20% pomina), cuyo promedio fue de 44 dias; el tratamiento que alcanzé menos dias al
inicio de la floracion es el T3, inoculado con dosis de baja de cepa de Rhizobium spp. al
25% con 42 dias.

Esto sugiere que la fijacion bioldgica de nitrégeno puede acelerar el desarrollo
fenoldgico del frijol, posiblemente al mejorar la disponibilidad de N en las primeras
etapas del cultivo. En comparacion, el estudio sobre frijol ayocote mostrd que los dias a
la floraciéon y la madurez estuvieron influenciados por factores ambientales como la
altitud y la temperatura. Esta variabilidad fenologica resalta la importancia del origen
genético y las condiciones de crecimiento en la duracion del ciclo del cultivo (Vargas
Vazquez et al., 2018).

La inoculacién con Rhizobium spp. redujo el tiempo para el inicio de la floracion
del frijol, lo que indica un efecto positivo en su desarrollo. Sin embargo, la respuesta

fenoldgica del cultivo depende tanto de la disponibilidad de nutrientes como de factores
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ambientales. Los resultados del estudio en frijol ayocote refuerzan la idea de que el clima
y la geografia influyen significativamente en la duracion del ciclo de vida del frijol, lo
que sugiere la necesidad de considerar estos factores al disefiar estrategias de manejo

agronémico.

5.7. Andlisis de varianza de la variable dias a la formacion de vaina

Tabla 14

Analisis de varianza de la variable dias a la formacion de vaina de planta de frijol

(Phaseolus vulgaris L.)

p-values
Sumade Cuadrados o
Fuente GL ) F Pr>F  signification
cuadrados medios
codes
Modelo 6 8,136 1,356 2,945 0,08012687
Total corregido 14 11,820
Tratamiento 4 7,620 1,905 4,137 0,0416992 *
Bloque 2 0,516 0,258 0,560 0,59194496 °
Error 8 3,684 0,460

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
Promedio (dias) 47,500

CV (%) 1,429

El analisis de varianza de la variable dias a la formacion de vaina de planta de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) muestra que existen diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados (p = 0,0417), lo que indica que las distintas condiciones de
tratamiento influyen en el tiempo necesario para la formacion de la vaina. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas para los bloques (p = 0,5919), sugiriendo que
la variabilidad entre bloques no tiene un impacto importante en esta variable. EI promedio
de dias a la formacion de vaina es de 47,5 dias. El coeficiente de variacién para esta
variable es de 1,429 %, lo que indica una baja dispersion de los datos con respecto al

valor promedio, mostrando consistencia en los resultados obtenidos.
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Figura 18

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable dias a

la formacidn de vaina de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% los dias a la formacion de la vaina
en la planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.), podemos afirmar, que existen dos rangos de
significancia. El tratamiento con mayor tiempo para el inicio de la formacidn de vaina, es
el T1 con dosis alta de cepa de Rhizobium spp. al 100%, en un sustrato inerte de pomina,
cuyo promedio fue de 48 dias; el tratamiento que necesitd menor tiempo para la formacién
de la vaina fue T3, la inoculado con dosis baja de una cepa de Rhizobium spp. al 25% con

un promedio de 46 dias.

Los resultados muestran que la dosis alta de Rhizobium spp. al 100% en sustrato
de pomina prolong6 el tiempo de formacion de vainas (48 dias), mientras que la dosis
baja al 25% acelerd este proceso (46 dias). Esto podria deberse a la mayor disponibilidad
de nitrogeno fijado biolégicamente, prolongando la fase vegetativa en T1. En estudios
realizados, donde la forma silvestre del frijol presentd un ciclo méas largo debido a su
mayor duracién del area foliar, se puede inferir que la nutricion nitrogenada influye en la
precocidad fenoldgica, como se observo en T3 con una transicion mas rapida a la fase

reproductiva (Flores de la Cruz et al., 2018)
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La aplicacién de diferentes dosis de Rhizobium spp. influy6 en el tiempo de
formacion de vainas del frijol, demostrando que dosis altas pueden extender la fase

vegetativa, mientras que dosis bajas favorecen una transicion mas temprana.

5.8. Andlisis de varianza de la variable nimero de nédulos

Tabla 15 Anélisis de varianza de la variable nddulos de planta de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) a los 60 dias

p-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 85982,200 14330,367 315,835 4,6533E-09 Hoxx
Total corregido 14 86345,183
Tratamiento 4 85751,267 21437,817 472,480 1,5731E-09 ko
Bloque 2 230,933 115,467 2,545 0,13952264 °
Error 8 362,983 45,373

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
Promedio (#nod) 119,517

CV (%) 5,636

El andlisis de varianza de la variable nédulos de planta de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) a los 60 dias muestra una diferencia altamente significativa entre los
tratamientos (p = 1,5731E-09), lo que indica que las distintas dosis o condiciones de
tratamiento influyen considerablemente en la cantidad de nodulos formados. No se
encontraron diferencias significativas para los bloques (p = 0,1395), sugiriendo que la
variabilidad entre bloques no afecta de manera relevante a esta variable. EI promedio de
nodulos es de 119,517 por planta. El coeficiente de variacion para esta variable es de
5,636 %, lo que indica una dispersion moderada de los datos con respecto al valor

promedio.
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Figura 19

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable

nodulos de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% de planta de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) en el nimero de nodulos a los 60 dias, podemos afirmar, que existen cinco
rangos de significancia. El tratamiento con mayor cantidad de nddulos, es el T3 inoculado
con dosis baja de cepa de Rhizobium spp. al 25%, en un sustrato de pomina, cuyo
promedio fue de 227 nodulos; el tratamiento que alcanzé menor cantidad de nodulos en
las raices de frijol es el T4, el tratamiento sin fertilizacion en un sustrato (50% tierra negra,

30% humus y 20% pomina) con 35 nddulos.

Estos resultados coinciden con estudios previos que han demostrado la influencia
de la inoculacion con Rhizobium spp. sobre la nodulacion en frijol. En particular,
investigaciones han reportado que la aplicacion de Rhizobium favorece la formacién de
nodulos en comparacién con la combinacion de Rhizobium spp. y fertilizacion mineral.
Esto sugiere un posible efecto supresor del fertilizante sobre la nodulacion, ya que el
tratamiento sin fertilizacion en algunos estudios ha presentado un nimero superior de
nodulos en comparacion con plantas sometidas a fertilizacion mineral (Cabrera Romero
etal., 2017).

Ademas, se puede inferir que la interaccion entre el Rhizobium spp. inoculado y

las cepas nativas presentes en el sustrato no afectd negativamente la nodulacion, lo que

89



refuerza la importancia de seleccionar adecuadamente la cepa y la dosis de inoculacién
para optimizar la fijacion biologica de nitrégeno. La mayor nodulacion observada en T3
sugiere que la dosis baja de Rhizobium spp. permiti6 una simbiosis efectiva, lo que puede
estar asociado a una menor competencia entre bacterias y a condiciones éptimas del

sustrato de pomina para la formacion de nodulos.

La aplicaciéon de Rhizobium spp. en dosis adecuadas y en sustratos especificos
puede potenciar la nodulacion en frijol, lo que representa una estrategia viable para
mejorar la fijacién bioldgica de nitrégeno y, en consecuencia, la salud del cultivo sin

recurrir a fertilizacion mineral.
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5.9. Andlisis de varianza de la variable masa foliar

Tabla 16

Analisis de varianza de la variable masa foliar de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

a los 60 dias

p-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 13,962 2,327 1,096 0,439 °
Total corregido 14 30,949
Tratamiento 4 11,332 2,833 1,334 0,33668929 °
Bloque 2 2,630 1,315 0,619 0,56226543 °
Error 8 16,987 2,123

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < (0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
Promedio (MS) 5,880

CV (%) 24,782

El andlisis de varianza de la variable masa foliar de planta de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) a los 60 dias muestra que no existen diferencias significativas ni para los
tratamientos (p = 0,3367) ni para los blogues (p = 0,5623), lo que sugiere que las
diferentes condiciones de tratamiento y la variabilidad entre bloques no afectan de manera
considerable la masa foliar de las plantas. El promedio de masa foliar es de 5,880 g por
planta en funcién de materia seca. El coeficiente de variacion para esta variable es de
24,782 %, lo que indica una alta dispersion de los datos con respecto al valor promedio,

lo que podria implicar variabilidad en las condiciones experimentales.
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Figura 20

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable masa

foliar de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% de planta de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) el porcentaje en gramos en funcion de materia seca foliar a los 60 dias. El
tratamiento con mayor porcentaje de materia seca foliar, es el T1 inoculado con alta de
cepa de Rhizobium spp. al 100%, en un sustrato de pomina, cuyo promedio fue de 7,099
MS; el tratamiento que alcanz6 menor porcentaje de materia seca foliar es el T3,
inoculado con dosis baja de Rhizobium spp. al 25%, en un sustrato de pomina con 4,74g
MS.

Los resultados obtenidos indican que la mayor acumulacion de materia seca foliar
en frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias de germinacion se obtuvo con la dosis alta
de Rhizobium spp. al 100% (7,09 g MS), mientras que la menor se registrd con la dosis
baja al 25% (4,74 g MS). Comparando con el estudio realizado en Zapopan, Jalisco,
México, donde se evalud la acumulacion de materia seca en diferentes variedades de
frijol, se evidencia que la acumulacion de biomasa varia segun la etapa fenolégica y la
duracion del ciclo biolégico. En dicho estudio, la acumulacion de materia seca fue lenta
en las etapas iniciales, alcanzando su punto maximo en estados intermedios y
disminuyendo en la madurez fisioldgica. Esto coincide con nuestros hallazgos, donde la

mayor biomasa foliar se obtuvo en una fase intermedia del desarrollo (60 dias). Ademas,
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las diferencias observadas en la produccién de materia seca pueden estar influenciadas
por la variedad utilizada, el sustrato y las condiciones ambientales. Los resultados
sugieren gue la inoculacién con Rhizobium spp. puede contribuir significativamente a la
acumulacion de materia seca en las etapas clave del crecimiento del frijol, aunque
estudios adicionales podrian explorar su impacto a lo largo de todo el ciclo fenolégico
(Lépiz lldefonso et al., 2018).

La inoculacién con Rhizobium spp. tiene un efecto positivo en la acumulacion de
materia seca foliar del frijol, destacando la dosis alta como la mas efectiva. No obstante,
futuras investigaciones podrian evaluar el efecto de la combinacidn con microorganismos
eficientes para determinar su impacto en el desarrollo vegetativo y productivo del cultivo,
permitiendo establecer estrategias agrondmicas mas eficientes para la optimizacion del

crecimiento y rendimiento del frijol.
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5.10. Andlisis de varianza de la variable masa radicular

Tabla 17

Analisis de varianza de la variable masa radicular de planta de frijol (Phaseolus

vulgaris L.) a los 60 dias

p-values
Fuente GL Suma de Cuadr_ados F Pr>F  signification
cuadrados medios

codes
Modelo 6 167,749 27,958 3,284 0,062
Total corregido 14 235,863
Tratamiento 4 152,598 38,150 4,481 0,0341564 *
Bloque 2 15,151 7,575 0,890 0,44781782 °
Error 8 68,114 8,514

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<01<°<1

9,595
30,412

Promedio (MS)
CV (%)

El andlisis de varianza de la variable masa radicular de planta de frijol ((Phaseolus

vulgaris L.) a los 60 dias muestra una diferencia significativa entre los tratamientos (p =

0,0342), lo que sugiere que las diferentes condiciones de tratamiento influyen en la masa

radicular de las plantas. Sin embargo, no se observan diferencias significativas entre los

bloques (p = 0,4478). El promedio de masa radicular es de 9,595 g por planta en funcion

de materia seca. El coeficiente de variacion para esta variable es de 30,412 %, lo que

indica una considerable dispersion de los datos con respecto al valor promedio, lo que

podria deberse a factores de variabilidad bioldgica.
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Figura 21

Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5% para la variable masa

radicular de planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.) a los 60 dias
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Tratamientos

Al comparar por medio del test de Tukey al 5% el SPAD de planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) el porcentaje en gramos en funcién de materia seca radicular a
los 60 dias. El tratamiento con mayor porcentaje de materia seca radicular, es el T4 sin
inoculacion y fertilizacion en un sustrato (50% tierra negra, 30% humus y 20% pomina),
cuyo promedio fue de 13,28g MS; el tratamiento que alcanz6 menos porcentaje de materia
seca radicular es el T3, inoculado con dosis baja de Rhizobium spp. al 25%, en un sustrato
de pomina con 4,55g MS.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el mayor porcentaje de
materia seca radicular se present6 en el tratamiento T4 (sin inoculacion vy fertilizacion),
con 13,28 g MS, mientras que el menor porcentaje se observé en el T3 (dosis baja de
Rhizobium spp.), con 4,55 g MS. Esto sugiere que la inoculacién con Rhizobium spp. no
necesariamente incrementa la acumulacion de biomasa radicular en comparacién con un
sustrato con mayor contenido organico. En comparacion con el estudio de biomasa en
frijol var. Cacahuate-72 en suelo e hidroponia, se observa que la disponibilidad de
nutrientes y la retencion de humedad influyen significativamente en la acumulacion de

biomasa en diferentes 6rganos de la planta. En hidroponia, el acceso inmediato a los
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nutrientes favorecié un mayor crecimiento radicular y foliar, lo que podria explicar las
diferencias observadas en la produccion de biomasa total. La disponibilidad de oxigeno
y la estructura del sustrato juegan un papel determinante en la distribucion de materia
seca entre las diferentes partes de la planta, sugiriendo que la estructura del suelo o
sustrato afecta directamente la eficiencia de absorcion de nutrientes y el crecimiento del

sistema radical (Garcia Esteva et al., 2003).

El estudio demuestra que la composicién del sustrato y la inoculacion con
Rhizobium spp. influyen en la acumulacidn de materia seca en la planta de frijol. La mayor
biomasa radicular se obtuvo en el tratamiento sin inoculacién y fertilizacion, lo que
sugiere que la fertilizacion y la calidad del sustrato pueden ser mas determinantes en la
acumulacion de biomasa que la fijacidén biologica de nitrégeno. Al comparar con el
estudio sobre hidroponia y suelo, se observa que el acceso inmediato a los nutrientes y la
retencién de humedad impactan significativamente la biomasa total. Estos hallazgos
destacan la importancia de un adecuado manejo del sustrato y la fertilizacion para

optimizar el crecimiento del frijol y mejorar su eficiencia en la absorcion de nutrientes.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
-Por los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que, aunque la cepa de
Rhizobium spp. proveniente del canton Urcuqui mostré el mayor crecimiento bacteriano
en términos de UFC h™', la cepa proveniente de Antonio Ante destacd por su superior
capacidad de fijacién de nitrogeno, evidenciada por el mayor tamafio del halo de
inhibicion. Esto sugiere que, a pesar de no presentar el mayor crecimiento en UFC h™', la
cepa de Antonio Ante poseer un alto potencial para mejorar la fertilidad del suelo y el
rendimiento de cultivos mediante la fijacion de nitrégeno, posicionandose como una

opcién prometedora.

-La presente investigacion permitié determinar la mejor dosis de aplicacién de Rhizobium
spp. para el desarrollo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) en un periodo de 60 dias. Los
resultados indicaron que la dosis baja (25%), con una concentracion de 6 x 1022° UFC/m,
fue la mas efectiva en términos de crecimiento y vigor de la planta. A los 60 dias de
germinacién, este tratamiento alcanz6 la mayor altura con 80,31 c¢cm, superando a los
demas tratamientos, incluidos aquellos con dosis mas altas de Rhizobium spp. Asimismo,
este tratamiento mostré un comportamiento favorable en la acumulacion de biomasa y
parametros fisioldgicos evaluados, lo que sugiere que una menor concentracion de la
bacteria favorece una mejor simbiosis con la planta en las condiciones experimentales del

estudio.

-La altura del frijol (Phaseolus vulgaris L.) durante 60 dias varié segun la dosis de
Rhizobium spp. La dosis alta (T1) registro las menores alturas a los 15 y 30 dias (16,57
cmy 43,56 cm), sugiriendo un efecto negativo inicial. En cambio, a los 60 dias, la dosis
baja (T3, 25%) en sustrato de pomina alcanzé la mayor altura (80,31 cm), favoreciendo
el desarrollo en un sustrato inerte. El testigo sin fertilizacién (T4) mostré el mayor
crecimiento inicial (21,51 cm a los 15 dias) pero el menor al final (63,05 cm),
evidenciando que la materia organica beneficio el crecimiento temprano, pero la falta de
fertilizacion lo limit6 a largo plazo. La respuesta del frijol dependié tanto de la dosis de
Rhizobium spp. como del sustrato, destacando la dosis baja como la mas favorable en el

tiempo.

-La variacién en el contenido de clorofila del frijol (Phaseolus vulgaris L.), medida

mediante el indice SPAD, dependio de la dosis de Rhizobium spp. y el sustrato. La dosis
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media (T2, 50%) mostro el mayor SPAD a los 15 dias (35,307), mientras que la dosis
baja (T3, 25%) en sustrato de pomina alcanzo los valores mas altos a los 45 y 60 dias
(40,223 y 41,15). En contraste, el testigo sin fertilizacién (T4) presentd los menores
SPAD en todas las etapas. Estos resultados confirman que la inoculacion con Rhizobium
spp., especialmente a dosis bajas, mejora el contenido de clorofila en condiciones

controladas de invernadero.

-El tratamiento T4 (sin fertilizacién) present6 los mayores dias de floracion (44 dias),
mientras que T3 (dosis baja de Rhizobium spp.) alcanzo la floracién en 42 dias. En la
formacién de vaina, T1 (dosis alta de Rhizobium spp.) mostré los mayores dias (48 dias),
y T3 los menores (46 dias). En general, los tratamientos con dosis alta de Rhizobium spp.
retrasaron tanto la floracién como la formacion de vaina, mientras que la dosis baja
aceler6 ambos procesos, con una diferencia promedio de 4 a 6 dias entre floracion y

formacion de vaina.

-El tratamiento T3, inoculado con dosis baja de Rhizobium spp. (25%) en sustrato de
pomina, mostré el mayor nimero de nodulos (227), mientras que el T4, sin fertilizacion,
present6 el menor nimero (35 nddulos). Estos resultados refuerzan la idea de que la
inoculacién con Rhizobium spp. favorece la nodulacién en frijol, incluso sin la necesidad
de fertilizacion quimica. La mayor nodulacion en T3 sugiere una simbiosis efectiva,
probablemente debido a la interaccidn favorable entre Rhizobium spp. y las cepas nativas
del sustrato. Esto destaca la importancia de seleccionar adecuadamente la dosis y el

sustrato para optimizar la fijacion bioldgica de nitrégeno y la salud del cultivo.

-En base a los resultados obtenidos, el tratamiento T3, con dosis baja de Rhizobium spp.
al 25%, presentd la mejor altura, SPAD y nodulacion, a pesar de tener menor materia seca
foliar (4,74 g MS) y materia seca radicular (4,55 g MS) en comparacién con otros
tratamientos. Esto sugiere que una menor acumulacion de materia seca no afecta
negativamente el crecimiento y desarrollo del frijol. De hecho, la eficiencia en la fijacion
de nitrogeno y la absorcion de nutrientes puede ser mas importante que la cantidad de
biomasa acumulada, lo que hace que el tratamiento T3 sea favorable para mejorar el

rendimiento del cultivo sin necesidad de altos niveles de materia seca.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

« Se recomienda realizar estudios de caracterizacion genotipica y fenotipica de la cepa de
Rhizobium spp. de diversas localidades de Urcuqui para identificar los factores que

contribuyen a su destacado crecimiento bacteriano.

« Se recomienda continuar con la evaluacion de la cepa de Antonio Ante en condiciones
de campo no controladas para verificar su eficiencia en la fijacion de nitrogeno y su
impacto en el crecimiento y rendimiento de cultivos, particularmente en el frijol, con el

fin de validar su potencial, como biofertilizante en practicas agricolas sostenibles.

eLa dosis baja de Rhizobium spp. (25%) demostré ser la mas eficiente en términos de
altura, SPAD y nodulacidn en frijol. Se recomienda su uso en condiciones similares a las
del estudio para optimizar la simbiosis planta-bacteria y mejorar el crecimiento del

cultivo.

La combinacion de Rhizobium spp. con sustratos inertes como la pomina favorecio el
desarrollo del frijol. Se sugiere evaluar esta interaccion en diferentes tipos de suelos para

determinar su efectividad en condiciones de campo.

«Aungue el tratamiento con dosis baja de Rhizobium spp. presenté menor acumulacion de
materia seca foliar y radicular, no afectd el crecimiento general del cultivo. Se recomienda
investigar su impacto en el rendimiento final de grano para validar su eficacia a largo

plazo.
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CAPITULO IX

ANEXOS

Anexo 1

Fase de laboratorio, limpieza y esterilizacion de cajas Petri y tubos de ensayo

Preparacion de medios de cultivo microbioldgicos: Starch Agar, Phenol Red Broth Base,
Rhizobium Agar con y sin N, Yeast Mannitol Agar with Congo Red para pruebas

presuntivas

12¢



Siembra de cepas de Rhizobium spp. por el método de Kirby-Bauer. en cAmara de flujo

laminar (N-Biotek) y conservacion en estufa BioBase modelo BJPX-Spring.




Analisis mediante espectrofotdbmetro con muestras de cepas de Rhizobium spp.

13(



Medicion de halo de inhibicién de cepa de Rhizobium spp. de todas las pruebas

presuntivas con Calibrador Vernier digital

Elaboracion de caldo microbioldgico y dosis de cepa de Rhizobium spp. en ambiente
anaerobio con CO2
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Inoculacion de semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.) con cepa de Rhizobium spp. del

caton Antonio Ante y talco en relacion (1:2)
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Anexo 2

Fase dos de campo, acondicionamiento de area de trabajo, llenado y etiquetado de

fundas de vivero 9 x14, sorteo de blogques segun DBCA, riego por goteo.

’l!%ﬁ | PR,
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Siembra de frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad centenario, inoculacion con

Anexo 3
Rhizobium spp.
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Anexo 4

Ciclo fenoldgico del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) dia 1,15,30,45,60
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Anexo 5

Actividades de inoculacién y medicion de altura y clorofila

Anexo 6

Nédulos a los 60 dias del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de T1, T2, T3, T4, T5
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Anexo 7

Muestras foliar y radicular antes y después para analisis de Materia seca.

Anexo 8

Datos de las variables medidas durante la investigacion

Diasala

Tratamiento  Blogue Altura15 Altura30 Altura Altura60 SPAD SPAD 30 SPAD 45 SPAD60  Dias a la formacion de Nédulos 60 Masa foliar

dds dds 45 dds dds 15dds dds dds dds Floracion vainas dds 60 dds
1 1 17,53 43,69 71,64 75,01 33,91 32,6 35,42 37,66 42,80 47,80 114 6,32
Inoculacion 1 2 15,47 40,43 73,37 77,18 34,27 32,59 37,51 38,97 43,90 48,90 128 4,91

100% 1 3 16,71 46,57 74,66 79,89 32,37 32,69 39,56 40,57 43,30 47,60 132 10,05
Inoculacion 2 1 17,15 40,84 69,72 75,32 34,52 30,67 38,08 37,97 43,80 48,10 177 5,68
50% 2 2 16,99 47,26 75,17 77,55 3541 32,42 35,97 36,89 43,50 47,70 168 4,82
2 3 15,63 49,04 72,72 79,93 35,99 316 38,68 40,14 44,30 48,30 175 5,65
Inoculacion 3 1 18,29 50,27 76,28 80,41 34,3 31,22 40,24 41,2 42,40 46,40 225 4,27
25% 3 2 17,43 45,92 71,98 80,49 35,69 31,74 40,43 40,8 42,50 46,60 223 6,28
3 3 16,93 45,05 68,19 80,03 35,54 32,12 40,00 41,47 42,80 46,00 235 37
sin 4 1 22,64 47,15 64,53 66,28 30,41 28,9 30,63 27,48 44,10 48,10 35,25 6,07
fertilizacion 4 2 21,18 43,68 59,15 60,95 32,26 30,75 27,44 25,08 43,70 47,70 36,5 4,69
4 3 20,71 46,48 60,11 61,94 32,35 29,65 31,62 27,97 44,30 48,30 34,5 573
Con 5 1 20,42 54,79 70,92 75,86 31,62 35,86 38,41 33,73 43,00 45,80 23 6,33
fertilizacion 5 2 20,82 57,92 791 80,4 30,97 30,82 38,08 32,14 43,20 47,10 40,75 6,58
5 3 19,46 53,95 719 74,03 30,01 36,18 38,69 33,56 44,30 48,10 45,75 7,12
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