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RESUMEN

El empleo de los biofertilizantes en la agricultura, es una de las alternativas para
enfrentar la baja disponibilidad de nutrientes, como es el caso del P en los suelos agricolas.
En el presente estudio, se tiene como objetivo evaluar la capacidad de la bacteria Rhizobium
como solubilizadora de P y su efecto en el crecimiento, la biomasa total a la floracion,
rendimiento de grano, cantidad de N y P extraido (mg/planta), utilizando como cultivo
indicador el frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.). Para este proceso, se utiliz6 bacterias del
mismo género, que fueron aisladas de los nodulos del frijol Caraota. Previamente a nivel de
laboratorio, éstas cepas fueron caracterizadas, purificadas, evaluadas y luego seleccionadas
por su capacidad de solubilizar fosfato tricalcico, Se inocul6 en las semillas de frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.) y fueron sembradas en dos tipos de suelos (Entisol de Costa e
Inceptisol de Selva) con diferentes niveles de P (100 y 200 ppm), utilizando como fuente la
roca fosfatada. Las variables evaluadas fueron: incremento de la materia seca, contenido de
N y P ala floracién; formacion y produccién de grano/planta; rendimiento y contenido de N
y P en el grano. Los resultados obtenidos muestran mayores incrementos de materia seca y
rendimiento de grano en las mezclas combinadas de cepas C3= (C1-1R2C1+C3-1R2C1-2)
y C4 = (C5-1R1C2-2+C6-1R2C2). La efectividad del Rhizobium como solubilizadora de P,
dependié de la presencia del P no disponible y de las caracteristicas fisico-quimicas de los
suelos evaluados, presentando mayor solubilizacion de P, en el suelo Inceptisol acido. En el
suelo Entisol de Costa durante la etapa de floracion, se logré un mayor incremento de la

biomasa vegetal, rendimiento de grano y el contenido de Ny P (mg/planta).

Palabra clave: Rhizobium, biofertilizante, solubilizadora de P, roca fosfatada, Entisol,

Inceptisol.



ABSTRACT

The use of bio-fertilizers in agriculture, is one of the alternatives to adress the low
availability of nutrients, such as is the case of the P in agricultural soils. In the present study,
aims to assess the ability of the bacteria Rhizobium how solubilizing of P and its effect on
growth, total biomass at flowering, grain yield and amount of N and P removed (mg/plant),
using as a control crop beans Caraota (Phaseolus vulgaris L.). Bacteria of the same genus,
which were isolated from bean nodules Caraota was used for this process. Previously at
laboratory level, these strains were characterized, purified, evaluated and then selected for
their ability to solubilize tricalcium phosphate, was inoculated bean sedes Caraota
(Phaseolus vulgaris L.) and were seeded in two types of soil (Entisol of Costa and Inceptisol
of Forest) with different levels of P (200 and 0.100 ppm), using as a source phosphate rock.
The variables evaluated were: increase in dry matter; content of N and P to flowering;
formation and production of grain/plant; yield and content of N and P in the grain. The results
show greater increases of dry matter and grain yield in the combined mixtures of strains C3=
(C1-1R2C1+C3-1R2C1-2 and C4 = (C5-1R1C2-2+C6-1R2C2). The effectiveness of
Rhizobium as solubilizer of P, dependent upon the presence of the P not available and
physical-chemical characteristics of the soils evaluated, presenting greater solubilization of
P in the soil Inceptisol acid.. In the soil Entisol Costa during the flowering stage, there was

a greater increase in plant biomass, grain yield and content of N and P (mg/plant).

Keywords: Rhizobium, biofertilizers, solubilizing, P, phosphate rock, Entisol, Inceptisol.



I. INTRODUCCION

El fosforo (P) es un elemento escaso en la naturaleza. Actualmente diversos
investigadores advierten sobre una inminente crisis de fosforo, ya que las reservas mundiales
de este elemento se encuentran en un proceso de agotamiento (Cordell et al. 2009, Vaccari
2009, Gilbert 2009). Las mayores reservas de este elemento se encuentran en los
sedimentos marinos que constituyen una fuente muy dificil de utilizar (Cramer 2010)
y en la mayoria de suelos, el Pi en solucidn es insuficiente para cubrir los requerimientos de
la planta (Kirkby y Johnston, 2008).

Los yacimientos de roca fosfatada, materia prima empleada en la produccion de
fertilizantes fosforicos ha disminuido y al ser un insumo no renovable, se vislumbra un
encarecimiento de este tipo de abonos sintéticos en un futuro no muy lejano. Otros de los
aspectos limitantes es la baja disponibilidad de P en los suelos agricolas, presentes en los
suelos formando compuestos (FePO4 y AIPO4 en suelos &cidos y Ca 3(POs)2 en suelos
basicos), lo que hace que la disponibilidad sea ain menor, y al ser un nutriente regulado
por el pH (Scheffer y Schachtschabel, 1992) su disponibilidad en la mayoria de los suelos

este limitada.

La insuficiencia de este elemento en el suelo puede influir en el retraso de la cosecha, en
el desarrollo y en la madurez, disminuyendo los rendimientos. A raiz de estos
inconvenientes, el mundo microbiano es una de las alternativas que esta cobrando interés
como medio de adquisicion del fosforo por la planta, investigaciones actuales estan
orientadas a identificar microorganismos con capacidad para solubilizar fosfatos no solubles
del suelo, como son FePO4 y AIPO4 en suelos &cidos y Cas(PO4). en suelos basicos. Por esta
razon, los microorganismos solubilizadores de fosfatos vienen desarrollando un papel
fundamental en cuanto a la movilizacion y disponibilidad de este elemento; ademas,
presentan ventajas frente a los fertilizantes quimicos, colaborando con la preservacion del

medio ambiente, generando de esta manera una agricultura sostenible (Chen, et al., 2006).



El presente trabajo de investigacion esta orientado a determinar si los microorganismos
del género Rhizobium, aisladas del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) tienen la capacidad

de solubilizar fosfatos procedentes de la roca fosfatada y fosfatos no solubles en el suelo.

Objetivos:

e Evaluar la efectividad de las cepas de Rhizobium, aisladas del Frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.) como solubilizadoras de fosforo y otras cualidades a nivel
de laboratorio.

e Evaluar la capacidad solubilizadora de P de las cepas seleccionadas de Rhizobium,
en condiciones de invernadero, utilizando como planta indicadora el Frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelo (Suelo Inceptisol &cido y suelo Entisol

ligeramente alcalino).

Objetivos especificos:
e Seleccionar cepas solubilizadoras de P a partir del aislamiento de bacterias del género
Rhizobium procedentes del Frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.)
e Determinar las caracteristicas de las cepas Rhizobium y su comportamiento como

biofertilizantes y/o promotoras de crecimiento.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 EL FOFORO EN LA NUTRICION DE LAS PLANTAS

Luego del elemento nitrégeno, el fosforo es el nutriente esencial para el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Su principal funcion fisioldgica es intervenir en procesos de
acumulacién y liberacion de energia durante el metabolismo celular (Coyne, 2000). Las
plantas absorben el elemento de la solucién suelo, donde se encuentra en muy baja
concentracion, en niveles que varian entre 5 a 30 ppm. Estos bajos indices del nutriente se
deben a que el fésforo soluble reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio
que provocan su precipitacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para los vegetales
(Fernéndez et al., 2005).

Las plantas absorben el P en forma inorganica en estado soluble, esta fraccion se ve
limitada por el pH del suelo, cuando se aplica un fertilizante fosfatado soluble, casi el 90%
de la fraccién pasa rapidamente a formas de P no disponible, no siendo utilizados por la
planta (Fernandez et al., 2005).

A valores de pH 6.5, la mayoria del Pi esta presente como i6n H2PO, °, forma que puede
ser absorbida por las plantas debido a su solubilidad en agua, a este pH la precipitacion de
los fosfatos de aluminio y calcio disminuye (Fuhrmann et al., 1995) A pH entre 6.5y 7.5, el
Pien la solucion del suelo esté presente principalmente como H.PO4 -y HPO4 2, esta Gltima
forma también puede ser absorbida por las raices de las plantas. En el otro extremo, es decir,
debajo de pH 4.5, el P esta presente como H3POs, una forma quimica extremadamente
reactiva, por lo que en suelos altamente acidos, la fijacion o reversion del fosfato es bastante
rapida (Arai y Spark, 2007).

En las plantas, los principales procesos bioguimicos, la fotosintesis y la respiracion, son
activados por el Piy/o sus derivados organicos. Los ésteres de fosfato actuan, en general,
como portadores energéticos en varias rutas metabélicas y como precursores de los acidos
nucleicos, mientras los fosfolipidos juegan papel importante en la integridad y funcion de

las membranas celulares (Calderon-Vasquez et al., 2009; Sanchez, 2007).



Las semillas son el principal reservorio de P, particularmente en las vacuolas. Alli, este
elemento se almacena en forma de &cido fitico, el cual quelata la mayor parte de los cationes
contenidos en la semilla como es el caso del Ca ?*, Mg ?* y K*, Fe ?* y Zn ?* (Maathuis,
2009).

La absorcion de fosforo por las plantas, esta influenciada por la temperatura y el pH,
reduciéndose la absorcidn en temperaturas bajas y en pH mayor de 7.2 y menores de 5.5. La
absorcion de ion HoPO4™ se incrementa en valores mas bajos, mientras que en valores méas
altos se incrementa la absorcion HPO,42. Otros factores que intervienen son la humedad, la
aireacion y la disponibilidad del nutriente (Sufier et al, 2005).

La mayoria de los ecosistemas presentan baja disponibilidad de P asimilable en el suelo,
su concentracion varia en forma considerable temporal y espacialmente (Robinson, 2005) y
las plantas para incrementar la adquisicion del Pi y/o para mejorar la eficiencia de su
utilizacion interna, han desarrollado diferentes estrategias morfologicas, bioquimicas y

simbioticas adaptativas (Vance et al., 2003; Lambers et al., 2006).

Las plantas toman P casi 0.1 mg L  en la solucion del suelo y lo concentran hasta cerca
de 100 mg L ! en la savia bruta, ademas, pueden acumular hasta casi 4000 mg kg * en las
semillas. Debido a su importancia para los procesos biologicos, los cambios en la
disponibilidad de P en el suelo pueden tener efectos muy significativos sobre la funcién y
estructura de los ecosistemas, por ejemplo, sobre la fijacion de N2 y/o el secuestro del C
(Tiessen, 2008).

Las plantas pueden absorber pequefias cantidades de anhidrido fosférico (P2Os) por
contacto directo de las raices con los elementos solidos, pero la mayor parte del anhidrido
fosforico (P20s) que necesitan lo toma de la solucion del suelo, en forma de iones fosfatos.
El &cido fosfdrico no sélo es parte integrante de numerosos componentes de la planta, sino
qgue también participa directamente en los fendmenos metabdlicos y energéticos. El
metabolismo de los hidratos de carbono es regulado en la planta por los fosfatos ricos en
energia (Gros, 1996).



La absorcion de P se da mediante gradiente de concentracion, via absorcién activa, la
concentracion de fosfato en células radiculares y en la savia del xilema es de 100 a 1000

veces mayor que el de la solucion suelo (Faquin, 2005).

2.2 FOSFORO EN EL SUELO

Més del 90% del P total se encuentra en el sistema suelo, y menos del 10% en el resto
de sistemas biologicos. El contenido de P en la litosfera es de aproximadamente 1200 mg
kg, mientras en los suelos se presenta en un rango de 200 a 5000 mg Kg, con un promedio
de 600 mg Kg. En las rocas primarias y en los suelos jovenes, el P se encuentra unido
principalmente al Ca y Mg, dando al P una solubilidad tipica cercana a 0.5 mg L. La
meteorizacion de los minerales cambia la solubilidad del P, dado que los compuestos del Ca
se lavan de manera preferencial, incrementandose la abundancia relativa del Fe y Al, por
cuanto la solubilidad del P llega a ser controlada por los fosfatos de Fe (Fe-P) y de aluminio
(Al-P), la cual es mucho mas baja que los fosfatos de Ca (Tiessen, 2008; Arai y Sparks,
2007).

La cantidad total de fésforo en el suelo puede ser alta, sin embargo este puede estar
presente en forma no disponible o en formas que estén solo disponibles fuera de la rizésfera.
En algunos suelos, mas del 80% del fosforo aplicado al suelo se vuelve inmovil, y por lo
tanto no asimilable para la absorcion por parte de las plantas. Entre el 20 al 80% del fésforo
del suelo esta en forma orgénica, el remanente se puede encontrar en la fraccion inorganica,

contenido en cerca de 170 formas minerales de fésforo (Schachtman, 1998).

Se puede encontrar dos formas de fosforo en el suelo: organico e inorganico. En el caso
del P organico, entre un 3 a 85% y se puede obtener después de un proceso de
descomposicion bacteriana, pasando a formas disponibles entre un 15 u 85% del fosforo total
del suelo, siendo la mayoria de bajo peso molecular (Arzuaga, 2005). El P inorganico, se
presenta en gran parte en forma insoluble, dificultando su proceso de solubilizacién. El ion
fosfato puede ser absorbido por los coloides que se encuentran en el suelo y formar enlaces
de gran estabilidad con los hidroxidos de Ca, Fe, Mn y Al (Meuer et al., 2006; Fassbender,
1987).



2.2.1 Formas de fosforo en el suelo.

El fésforo presente en el suelo se puede dividir en tres grandes grupos y son:
a) Fosforo en solucion, representado por el fosforo que estad inmediatamente disponible para
las plantas y se encuentra en las formas H 2PO, -, HPO4 2y PO 4 > de acuerdo al pH, este
grupo se encuentra en cantidades bajas comparadas con el fésforo total. Lo extraido por las
plantas es repuesta de la fraccion del fosforo labil. b) Fosforo asimilable, representado por
el fésforo débilmente adsorbido, se encuentra en equilibrio directo con el fosforo en
solucion. c) Fosforo no asimilable, representado por la mayor parte del fosforo del suelo e
incluye a los fosfatos quimiadsorbidos a los coloides del suelo, principalmente en 6xidos de
hierro y aluminio, formando compuestos de baja solubilidad (Raij, 1991). De acuerdo a
Mello et al. (1988), la maxima solubilidad de este elemento en el suelo se verifica a pH
préximo a la neutralidad y la fijacion aumenta con el aumento de la acidez o de la

alcalinidad.

Son tres los grupos de compuestos que forman la reserva de P, en el suelo: los inositol
fosfato (ésteres de inositol fosfato), acidos nucleicos y fosfolipidos. Estas formas dan cuenta
del 50 al 70% del P, del suelo (Kogel-Knabner, 2006). Debido a su gran estabilidad en el
suelo, el inositol fosfato (también llamado &cido fitico o fitato), almacena mas del 50% del
Po, mientras el contenido de fosfolipidos comprende entre 0.5 — 7% del P, total. Los acidos
nucléicos, se originan a partir de la descomposicion de microorganismos, animales y restos

vegetales, es la fraccion mas pequefia (< 3% del P, total) (Arai y Sparks, 2007).

En los suelos tropicales altamente meteorizados predomina la formacién complejo-
esfera de P con los Oxidos e hidroxidos de hierro y aluminio en los minerales de arcilla
(Meurer et al., 2006). La adsorcion es un proceso espontaneo que se produce después de la
adicion de fosforo en el suelo. Al principio, la reaccion es reversible y el proceso de la
adsorcion necesita algun tiempo para alcanzar el equilibrio. Es importante mantener la
sustitucion de P en la solucidn para el mantenimiento de la fertilidad suelo. Al estar el fésforo
en contacto con el suelo durante mucho tiempo, se vuelve menos disponible apareciendo

formas menos labiles (Reddy et al, 2000).



CUADRO 01: Formas y terminologia del P

Formas de P | Clasificacion Caracteristicas
Inorgéanicos Fosfatos Ortofosfatos Féacilmente  extraible y  facilmente
PO42, HPO4* disponible para el metabolismo biolégico
H 2P0,y H3PO4 | sin necesidad de conversion a formas mas
simples
Polifosfatos Pirofosfatos  y | Moléculas mas complejas, se transforman
metafosfatos lentamente por el proceso de hidrolisis en
ortofosfatos
Organicos Monoesteres Acido fitico A lo largo del proceso son convertidos en
de ortofosfatos ortofosfatos por el proceso de
Diesteres de | Lipido, mineralizacion
ortofosfatos DNA,RNA,
glucosa,
fosfonatos y
ATP
Disuelto Inorganico/Orgénico Material que pasa a través de un filtro de
membrana de 0.45um
No Inorgénico/Orgéanico Material que es retenido mediante un filtro
particulado 0.45um
Reactivo Inorgénico Responde a la determinacién colorimétrica
sin proceso de digestion oxidativa
No reactivo Orgénico Fracciones que son convertidas a
ortofosfatos a través de la descomposicion
de la materia orgéanica (digestion oxidativa)
Labil Organico/Inorganico Fésforo que esta adsorbido y que puede ser
rapidamente liberado.
No labil Orgénico/Inorgénico Fésforo que esta adsorbido y que no puede
ser rapidamente liberado, se encuentra en
forma no disponible

Fuente: Haygarth & Jarvis, (1999); Mcdowell et al., (2004).

2.2.2 Factores que influyen en la disponibilidad de P en el suelo

Varios son los factores que estan involucrados en la disponibilidad del fésforo para
el crecimiento, tales como el tipo y cantidad de arcilla, la época de aplicacion del fertilizante,
la aireacion del suelo, la compactacion del suelo, humedad del suelo, nivel de fosfato en el
suelo y presencia de otros nutrientes. Otro factor determinante de la disponibilidad es el pH,

a mayor acidificacion, mayor sera la cantidad de fosforo que fijara el suelo (Fatecha, 2004).

El fosforo fijado en las arcillas puede contener compuestos fosfatados inorganicos
que son muy insolubles y compuestos organicos que sean resistentes a la mineralizacion

por microorganismos presentes en el suelo. Esta fuente de fosforo puede permanecer en



el suelo por muchos afios sin estar disponible para las plantas y no aporta a la fertilidad
del suelo (Busman, 2002).

Las arcillas 1:1 en los suelos son las responsables de la fijacion del fosforo, tales
como la caolinita, 6xidos e hidroxidos de Fe y Al (comunes en zonas de tropico), Yy arcillas
amorfas como al6fana, imogolita y complejos humus-Al (comunes en suelos de ceniza
volcéanica), retienen o fijan mas fésforo que otros suelos. Sin embargo, sin importar el tipo
de arcilla presente, el fosforo aplicado al suelo pasa répidamente a formas menos
disponibles (Gros, 1996).

El factor decisivo para el aprovechamiento de los fosfatos en el suelo es sin duda el
valor del pH, puesto que de él depende la existencia de diferentes fosfatos. El fosfato
dicélcico es el mas facilmente aprovechable, existen sélo entre pH 6.0 y 7.8; por debajo del
pH 6.0 aumenta la solubilidad de (los compuestos) fierro y aluminio, formandose fosfatos
de Fe y Al insolubles, y por encima de pH 7.5 se forman fosfotricalcico practicamente
insolubles (Tisdale y Nelson, 1991; Dominguez, 1984).

La solubilidad de los hidroxidos de Fe y Al dependen de los grupos OH y decrece
cuando el pH aumenta. Los aniones molibdato y sulfatos absorbidos del complejo de cambio
asi como el fosfato ligado al hierro y aluminio, incrementan su solubilidad cuando sube el
pH (Cramer, 2010; Arzuaga, 2005).

Otros nutrientes pueden estimular la absorcion de fésforo, como es el calcio en
suelos acidos y el azufre en suelos alcalinos. La presencia de estos nutrientes parece
incrementar la disponibilidad de fosforo para la planta, similar caso sucede con la

incorporacion de amonio (NH4* (Gros, 1996).

Un provision adecuada de P es importante para las fase de crecimiento de la planta,
las limitaciones por deficiencia de P en el inicio vegetativo puede resultar en restricciones
en su desarrollo, las cuales la planta no se recupera posteriormente a pesar de incrementar y

aplicar el P en niveles adecuados (Furtini et al., 2001).



2.3 ROCA FOSFATADA COMO FERTILIZANTE

La roca fosfatada es utilizada en la industria de los fertilizantes cerca del 90%. EI 10%
restante se usa en la industria de suplementos para alimentacion animal y detergentes
(Hamond y Day, 1992). Se define como aquella que contiene 30% del P>Os total soluble en
acido citrico al 2% bajo condiciones estandares. Comparado con el &cido citrico al 2% vy el
citrato de amonio neutro y el método del acido férmico al 2%, este ultimo predice mejor la
efectividad agrondmica de las rocas fosforicas de diversa reactividad y tamafio de particulas
(Bolan y Hedley, 2003).

Las rocas fosféricas son altamente recomendadas para la fertilizacion en suelos acidos
con alta capacidad de fijacion de P. Son méas econdmicas, sin embargo presenta problemas
de solubilidad. En este contexto se han desarrollado varias investigaciones para mejorar la
efectividad agronémica de la roca fosfatada en suelos agricolas. Una alternativa es inocular
la roca fosfatada con microorganismos solubilizadores de P;, los cuales pueden mejorar su
disolucion, incrementando asi la cantidad de P;i para las plantas (Cramer, 2010; Khan
et al., 2009).

Con el fin de incrementar la solubilidad del fosforo y mejorar la efectividad de la roca

fosfatada, existen varios métodos, tales como:

v" Acidulacion quimica con &cido sulfurico y fosférico (Gyaneshwar et al., 2002; Reddy
et al., 2000).

v Acidulacion (bioacidulacion) con microorganismos solubilizadores de fosfato
(Whitelaw, 2000; Vassilev y Vassileva, 2003; Ramirez, 2005; Osorio, 2009; Reddy,
2000) que son capaces de producir acidos organicos.

v" Mezcla de la roca fosfatada con enmiendas organicas: estiércol, residuos de cosecha,

abonos verdes, compost (Msolla et al., 2007; Yusdar et al., 2007).

El uso de los microorganismos solubilizadores de fosfato para disolver la roca
fosfatada y volverla mas soluble estd enfocado en una agricultura sostenible, con

practicas mas amigables con el ambiente que mantienen un balance ecoldgico en el



suelo. El uso de inoculantes microbianos o biofertilizantes es considerado como una
alternativa al uso de los fertilizantes quimicos (Khan et al., 2009). Con el uso de los
microorganismos solubilizadores de fosfato se disminuyen los costos de proceso de
acidulacion y se puede usar de una manera mas efectiva la roca fosfatada, evitando el

consumo excesivo de ésta (Vassilev et al., 2003).

Para una efectiva utilizacion de los microorganismos solubilizadores de fosfato, es
importante conocer los factores que afectan su efectividad para disolver la roca fosfatada
tales como: el tipo de microorganismo (Narsia y Patel, 2000), factores nutricionales,
fisiologicos, condiciones de crecimiento en el medio de cultivo y del tipo de roca
fosfatada empleada (Schneider et al., 2010).

2.4 LOS BIOFERTILIZANTES EN LA AGRICULTURA

2.4.1 Los Microorganismos PGPR

En los dltimos 20 afios, el conocimiento sobre los microorganismos solubilizadores
de fosfato se ha incrementado significativamente, encontrandose actualmente grupos
funcionales como son las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) que incluyen algunos
géneros de actinomicetos. Estas BSF pueden ser de vida libre o establecer relaciones
simbioticas con algunas plantas, son capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la
rizosfera de la planta, favorecer su crecimiento y desarrollo por medio de la solubilizacion

de fosfato bicélcico, tricalcico y de rocas fosfatadas (Patifio, 2010).

Estos microorganismos, especialmente los asociados con las raices, tienen la
habilidad de incrementar el crecimiento de las plantas y su productividad; estos son
reconocidos como PGPM por sus siglas en inglés (Plant growth promoting microorganisms)
(Rosas et al., 2006). Este grupo de bacterias Ilamadas rizobacterias promotoras del

crecimiento en plantas (PGPR) incluye el género Rhizobium (Sessitsch et al., 2002).
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Asimismo, los microorganismos PGPR producen ciertas hormonas promotoras del
crecimiento como el acido indol acético, las giberelinas y las citoquininas, presentes ya sea
en la rizosfera o en los tejidos de las plantas. Estas sustancias estimulan el mayor desarrollo
de la raiz y facilitan la capacidad de absorcion de nutrientes de la raiz en beneficio de la

planta no leguminosa (Yanni et al., 2001)

Para su crecimiento y actividades, los microorganismos del suelo requieren P. Si los
materiales organicos que oxidan para obtener energia contienen menos P que el requerido,
los microorganismos inmovilizan P de la solucion suelo. Si los materiales organicos
contienen suficiente o mayor contenido de P que el requerido por el organismo, los

microorganismos mineralizan P a la solucion del suelo (Condron, 2004).

Los tamarios de los microorganismos solubilizadores de P proveniente del suelo y la
materia orgéanica, son menores a 100 um de didmetro, entre los cuales se cuentan
bacterias, hongos, chromista, protozoos y algunos nematodos. Aungue las bacterias son
los microorganismos mas numerosos del suelo, en términos de biomasa, los hongos

representan los mayores aportes (Oberson y Joner, 2005).

Las bacterias presentan una gran capacidad para “solubilizar” el fosfato; que consiste
en liberar este anion de aquellos complejos quimicos a los que se encuentra estrechamente
unido, mediante la excrecion de acidos organicos o enzimas hidroliticas. Asi, la presencia
de estos microorganismos en la rizésfera incrementa la disponibilidad de fésforo asimilable
para la planta. Esta actividad da lugar al desarrollo alternativo de biofertilizantes, como
complementario a la fertilizacion quimica tradicional, siendo de importancia tanto

econdmica como ecologica, para la agricultura moderna (Kirkby y Johnston 2008).

Entre las bacterias que presentan estas cualidades, destacan el Rhizobium sp;
Azotobacter sp, Pseudomonas sp; Azospirillum sp, entre otros, quienes tienen la habilidad
de incrementar el crecimiento de las plantas al igual que su productividad. En algunos casos
este efecto se cree que involucra la solubilizacion de algunos nutrientes minerales no
disponibles (Loredo, 2004).
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Goldstein (1986), también reportd especies bacterianas con capacidad para
solubilizar fosfatos insolubles como el fosfato tricalcico, dicélcico, hidroxiapatita
proveniente de las rocas fosfatadas. Entre los géneros con esta capacidad se conocen a:
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter,  Agrobacterium,

Micrococcus, Aereobacter, Flavobacterium y Erwinia.

Los microorganismos solubilizadores de fosfato pueden liberar sustancias conocidas
como hormonas vegetales, que cumplen el papel de promocion de crecimiento vegetal como
son, la produccion de &cido indolacético (AlA), acido giberélico, citoquininas, etileno, &cido
cianhidrico (HCN) y resistencia a patdgenos del suelo (Banerjee et al., 2010).

En suelos con bajos niveles de fosforo disponible, al existir ciertos microorganismos
del suelo con la capacidad de disolver relativamente compuestos insolubles de fosforo,
puede darse la posibilidad de inducir la solubilizacion microbiana de los fosfatos del suelo
(Gyaneshwar et al., 2002).

Las mezclas de bacterias diazotréficas y solubilizadoras de fosforo se ha practicado
con éxito en algunos paises, sobre todo para la produccion en vivero de especies forestales
(Mullen et al., 2005) en garbanzo (Rudresh, 2005); en frijol (Torres, 2000). En pruebas
realizadas con cepas de encenillo (Weinmannia tomentosa L.), con ensayos en disolucion de
fosfatos y reduccién de acetileno, las bacterias presentaron sinergismo en promocién y
solubilizacion de P, promoviendo el crecimiento cuando fueron combinadas e inoculadas en
plantulas de encenillo. Estos resultados indican el potencial como PGPR, solubilizadora de

fosfatos y posibles biofertilizantes (Martinez-Nieto et al., 2010).

Otros resultados reportan que la interaccion sinérgica con microorganismos
solubilizadores de P, incrementa la disponibilidad de P soluble para la planta. Algunas
bacterias que pertenecen a los géneros Mesorhizobium, Rhizobium, Klebsiella,
Acinetobacter, Enterobacter, Erwinia, Achrobacter, Micrococcus, Aerobacter y Bacillus

presentan capacidad solubilizadora (Villegas y Fortin, 2001).
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2.4.2 Mecanismos de solubilizacion de fésforo por los PGPR

El principal mecanismo microbioldgico por el cual los compuestos fosfatados son
solubilizados, es la disminucién del pH del medio extracelular hasta valores aproximados a
2,0 que son necesarios para que se pueda llevar a cabo la solubilizacion (Goldstein, 1986;
Chen et al., 2006). Este fendmeno se origina debido a la liberacion de &cidos organicos de
bajo peso molecular por parte de los microorganismos, cuyas propiedades quelantes
favorecen la formacion de complejos insolubles con metales, con la consecuente liberacion
del fosfato (Fernandez et al., 2005).

La solubilizacion puede producirse por dos mecanismos diferentes: por la accion de
acidos organicos producidos por microorganismos o por quelacion de los elementos
responsables de la insolubilidad de los fosfatos presentes; un mecanismo indirecto para la
solubilizacion ocurre cuando los microorganismos asimilan directamente los fosfatos

insolubles acumulandola en sus células y liberandolos posteriormente (Rashid et al., 2004).

El tipo de raices y el volumen radicular, influyen en la cantidad de acidos organicos
y fosfatasas acidas o basicas liberadas, que incrementan la disponibilidad de Pi en la zona
inmediata a estas raices al mismo tiempo que la absorcion eficiente del nutriente P (Smith,
etal., 2003; Wey et al., 2009; Tran et al., 2010). Asimismo, la concentracion de los exudados
de las raices influyen en la relacién con los ligandos organicos (Figura 01), las que pueden

llegar a alterar la concentracion de fosforo en la solucién suelo (Hinsinger, 2001).

Diversos Investigadores han reportado un efecto sinérgico entre las micorrizas y las
bacterias del género Rhizobium como microorganismos solubilizadores de fosfatos para
incrementar la solubilidad del P de la roca fosfatada y su aprovechamiento por la planta
(Toro et al., 1998); esto demuestra la aplicacion potencial de esta forma de P combinado con
microorganismos solubilizadores para el suministro sostenible de nutrientes para las plantas
(Vassilev et al., 2003).
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FIGURA 01: Esquema de la movilizacidon del fosforo en el suelo e inmovilizacion del P por

bacterias fijadoras de N.
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En zonas alto andinas, la adicion de P mejora las condiciones del suelo y la rizésfera,
la que a su vez favorece el crecimiento de los microorganismos como hongos y bacterias,
tales como las bacterias mesofilas, hongos, Rhizobium y Azotobacter, ademas de un mayor

desarrollo de las plantas (Pahuara y Zufiga, 2002).

Se ha demostrado que algunos microorganismos pueden solubilizar fosfatos
insolubles, sin producir cualquier tipo de &cido organico. En estos casos, se ha propuesto
que el mecanismo principal responsable de la solubilizacion es la produccion de protones

durante la asimilacion del NH4*, o a través de las actividades respiratorias (Mullen, 2005).

El microorganismo solubilizador de P utiliza la fuente de C como energia para liberar
acidos organicos y solubilizar P. Patel et al. (2008), demostr6é que a partir del aislamiento
del Citrobacter sp de la rizosfera de cafia de azucar, fue capaz de crecer en medios de cultivo
con sucrosa, glucosa y roca fosforica como fuentes Unicas de C y P, respectivamente.
Asimismo fue capaz de utilizar fructosa como fuente de C. Los acidos producidos fueron

acido acético; acido piravico y acido glucénico respectivamente.
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2.4.3 El Rhizobium como solubilizadora de fosforo

En la naturaleza se observa que la solubilizacion de fosfato por parte de los
microorganismos ocurre en la rizdsfera, siendo las bacterias mas efectivas que los hongos
en los procesos de solubilizacion de fosfatos, constituyendo 1 al 50%de la poblacion (Chen
et al, 2006).

Las cepas de Rhizobium presentan caracteristicas PGPR, es decir tienen la capacidad
de influir positivamente en la fenologia del cultivo, promoviendo procesos, tales como
germinacion, crecimiento, pueden lograr incrementos entre 124 y 159% de materia seca en
la germinacion y crecimiento del tomate. (Santillana, 2005). Reporta incrementos en materia
seca y el contenido de N en el cultivo de Pallar (Phaseolus lunatus L.), inoculado con cepas
de Rhizobium, (Matos, 2002).

La inoculacién combinada de Rhizobium sp. y Psudomonas. striata o Bacillus
polymyxa, incremento la nodulacion, la actividad de la nitrogenasa, el contenido de materia
seca, el rendimiento de grano y la absorcion de N y P, en relacion al control sin inocular.
Los efectos de la inoculacion fueron mas evidentes en presencia del fertilizante proveniente
de roca fosfatada. Las posibilidades de ahorro de la mitad de la dosis de N, la sustitucion
del superfosfato con roca fosférica y la inoculacién con fosfato solubilizadores merecen

especial atencion (Alagawadi y Gaur, 1988).

Asimismo, la inoculacion combinada de la bacteria fijadora de nitrégeno Rhizobium,
la bacteria solubilizadora de fosfato Bacillus, Megaterium sp. Phospaticum cepa-PB y el
hongo controlador bioldgico Trichoderma sp., en el crecimiento, la absorcion de nutrientes
y el rendimiento de garbanzo (Cicer aritenium L.), fue estudiado bajo condiciones de
invernadero y de campo. La inoculacion combinada de estos tres organismos en garbanzo
origind mayor germinacion, absorcion de nutrientes, altura de planta, nimero de ramas,
nodulacion, biomasa total y rendimiento, obteniéndose mejores resultados cuando T.
harzianum PDBCTH10 fue inoculado con la bacteria solubilizadora de fosfatos y Rhizobium
(Rudresh et al. 2005).
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En una evaluacion de medios de cultivo para bacterias solubilizadoras de P del género
Rhizobium, demostro que la inoculacion de bacterias de Rhizobium 9blll aislada de un suelo
cubano y la CIAT 899, fueron capaces de solubilizar fosfato de apatita, aunque con
diferencias entre las mismas siendo el proceso de solubilizacion dependiente del tiempo de

interaccién (Toscano, 2001).

El Rhizobium etli, inoculada en plantas de maiz, logré incrementos en materia seca
a nivel de toda la planta, entre un 42% en la parte aérea y 49% a nivel de raiz. El efecto
benéfico de R. etli en plantas de maiz puede deberse a los mecanismos de liberacion de
acidos organicos en la rizésfera de la planta. (Gutiérrez & Martinez, 2001)

2.4.4 Factores que influyen en la nodulacion

La asociacion rhizobia-leguminosa ha sido estudiada con mayor énfasis por su
importancia desde el punto de vista agricola, econémico y social, debido a la importancia de
las leguminosas a nivel mundial. Se benefician mutuamente de la interaccion, reflejada con
la formacién de nddulos fijadores de nitrogeno en las raices. Los nddulos son 6rganos
especializados que se desarrollan de la quimiotaxis por parte del Rhizobium y la leguminosa
(Gibson et al., 2008).

Una cepa de Rhizobium que nodula y fija una gran cantidad de nitr6geno en
asociacion con una especie, puede también hacer lo mismo cuando se asocia con otras
especies de leguminosas. Las leguminosas que muestran esa tendencia de responder en
forma similar frente a determinadas cepas de rizobio, se denominan “Grupo de efectividad”
(Bauer, 1998; Fischer, 1994; Halliday, 1984).

Las cepas nativas de Rhizobium tiene efectos positivos, sobre parametros fenotipicos
y rendimiento agricola en dos variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) asi como
sobre propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas del suelo, reportandose incrementos
hasta 0.26 t ha® (Granda, 2014).

Coyne (2000); reporta un sistema de clasificacion de especies de Rhizobium basado

en la taxonomia numérica; este sistema se muestra en el siguiente cuadro:
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CUADRO 02: Especies de Rhizobium, clasificadas segun velocidad de crecimiento.

Bacteria Géneros de Plantas

Crecimiento Rapido (productores de acido)

R. meliloti Medicago, Melilotus y Trigonella
R. leguminosarum Lens, Pisum, Vicia

R. leguminosarum b. y phaseoli Phaseolus

R. leguminosarum b. y trifolii Trifolium

Crecimiento lento (productores de bases)

Especies de Bradyrhizobium Lupinus, Vigna, otros.
Bradyrhizobium japonicum Glicine (soja)
Especies de rizobios (frijoles diversos) Vigna (ciertos caupies),

Phaseolus (frijoles de Lima),
Arachis (cacahuetes),
Pueraria (kudzu),

Prosopis (mezquite)

Entre las caracteristicas mas importantes que se deben considerar en la seleccion de
cepas de rizobios estan: 1) La habilidad para formar simbiosis efectiva con el hospedante, 2)
Competencia con las cepas nativas del suelo y 3) Persistencia en ausencia del hospedante
(Halliday, 1984).

El pH es el factor edafico mas importante en la nodulacion del frijol, sin embargo,
no esta totalmente comprendido si los valores de pH bajos en el suelo, tienen un efecto
directo sobre el sistema simbiotico, a través de una alta concentracién de protones sobre el
crecimiento de la planta, desarrollo de la raiz y/o propiedades simbi6ticas del Rhizobium o
un efecto indirecto sobre la disponibilidad de nutrientes minerales, los cuales pueden ser

esenciales o toxicos (Gibbson y Jordan, 1983). Se ha identificado a la acidez del suelo como
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un factor influyente en la sobrevivencia y nodulacién del rizobio y esto depende
directamente de la especie de rizobio. Las cepas de R. phaseoli son tolerantes (Bushby,
1982).

La deficiencia de fosforo en la planta puede afectar la fijacion y la nodulacion por
tener un rol vital en la transferencia de energia, requerida para la reduccién del nitrégeno
atmosférico a amoniaco. La deficiencia de este mineral se ve afectada por la adsorcién de
oxidos de fierro y aluminio, particulas de arcilla, aluminio intercambiable y manganeso. El
suministro de fosforo al suelo causa un aumento de la concentracion de éste y de nitrégeno

en el tejido vegetal (Freire, 1984)

Las cepas de Rhizobium son eficientes, cuando éstas presentan ciertas caracteristicas
especificas tales como infectividad (habilidad para infectar las raices de las plantas),
persistencia, tolera las condiciones locales, compite por sitios de infeccién con otros
organismos de la rizésfera y, manifiesta estabilidad genética y efectivas cuando tiene la
habilidad de fijar nitrogeno (Silvester et al., 1983).

El Rhizobium participa en la simbiosis utilizando los azlcares sacarosa, glucosa y
algunos &cidos organicos de la savia de la planta como fuente de energia y la planta a su vez
se beneficia con los compuestos nitrogenados que provienen de la fijacion del nitrégeno
elemental, captado del aire circundante en la atmoésfera del suelo. Las leguminosas y las
bacterias aisladamente, no poseen la capacidad de fijar nitrdgeno independiente para
convertirlo en amonio (Fischer, 1994).

En la simbiosis, las bacterias se encuentran en las raices de las plantas dentro de
estructuras llamadas nodulos. La formacion de un nédulo radicular engloba varias etapas
como el reconocimiento mutuo entre una planta y una bacteria en donde estan implicados un
gran numero de genes, la infeccidén donde los rizobios se adhieren a la superficie de los pelos
radiculares e inducen su deformacion y curvatura, formandose una estructura tubular
Ilamada cordon de infeccion y la penetracion en la cual las bacterias invaden el tejido de la
raiz (Long, 1989; Bauer, 1998; Orive y Temprano, 1983).
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En las primeras etapas de la interaccion, las raices de la planta forman un exudado,
sustancias llamadas flavonoides, que inducen la expresion de genes rizobiales para dar
comienzo a la simbiosis. EI Rhizobium libera una proteina codificada por el gen NodD que
va a interactuar con las sustancias flavonoides dando inicio al reconocimiento hospedador-

especifico de una especie bacteriana dada (Guttfert, 1993).

En cultivo de soja y frijol inoculados con las bacterias del género Rhizobium, han
posibilitado incrementos en el crecimiento y rendimiento, la aplicacion de Rhizobium en
suelos con bajo contenido de nitrégeno, puede aumentar los rendimientos de plantas
leguminosas (Torres, 2000).

2.5 FRIJOL CARAOTA (Phaseolus vulgaris L.)

2.5.1 Fisiologia del frijol Caraota (frijoles negros)

La familia Leguminosae es vital en la base nutricional actual, debido a que alimenta
la mayoria de la poblacion mundial. EI frijol comin (Phaseolus vulgaris, L.) es la
leguminosa que ha sido objeto de més estudios en América Latina, por ser la fuente principal
de proteina, asi como por formar parte importante de los habitos alimentarios de la poblacién
(Lewis et al., 2005).

Su importancia proviene desde épocas precolombinas y es una de las principales
fuentes alimenticias en Latinoamérica. Concretamente en Perd, el frijol tiene gran
importancia en la cesta basica familiar por su alto contenido en proteinas, carbohidratos y

minerales (Castafieda, 2000).

Este cultivo requiere nutrientes, demanda mayor cantidad de nitrégeno que otros
nutrimentos, ya que éste interviene en la formacion de las proteinas que contiene la semilla
(20 a 22%) vy los requerimientos del nitrégeno aumentan durante las fases de formacion y
Ilenado de vainas, ademas de ser considerado el nutrimento que tiene mayor movilidad en el

suelo y alta solubilidad, (Flor y Tung, 1994).
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Una cosecha de frijol aparte del grano y paja, deja en el suelo de 60 a 120 Kg. de
nitrogeno / Ha. aprovechable para el cultivo siguiente. El aporte de nitrégeno al suelo esta
dado por la capacidad simbiotica entre cepas de bacterias del género Rhizobium,
especificamente la especie Rhizobium phaseoli y el sistema radicular de los frijoles,

caracterizado por la formacion de nodulacion en el sistema radicular (Morales, 1983).

Sin embargo, el mayor aporte de N al suelo se realiza, cuando son incorporadas como
abono verde en la etapa de floracion, dado a que la mayor parte del nitrégeno fijado que se
encuentra en la parte aérea y la planta se encuentra en su méxima capacidad de fijacion de
N (Gibson et al 2008). La cantidad de nitrgeno fijado esta entre 40 a 45 Kg. N2/ Ha / afio,
ademas presentan una capacidad mejoradora de las propiedades del suelo. Los rastrojos
incorporados al suelo contribuyen en la formacion de humus a razén de mas de 500 Kg./Ha,

util para mejorar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de suelo (Arca, 1981).

2.5.2 Importancia del P en la nutricién del frijol.

El fosforo cumple un papel importante en muchos procesos fisioldgicos,
principalmente durante la germinacion y desarrollo de la pléantula, desarrollo radicular,
fecundacién e inicio de la fructificacion. Los altos niveles de fosforo en el suelo, que son
innecesarios, puede causar la contaminacion de las aguas superficiales (Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food, 2000).

Estudios sobre el efecto de la fertilizacion con P, Ca 'y Mo en frijol comin (Phaseolus
vulgaris L.) logré un incremento significativo en la nodulacion de la linea WBR 22-34, pero
no encontrd diferencias en el rendimiento, aun usando dosis altas (O, 150 Y 300 kg P20/ha),

en suelos con contenido bajo a medio de P (Robleto, 1988).

La acidez del suelo, limita el crecimiento del frijol, sobre todo cuando la acidez se
asocia a niveles toxicos de aluminio y manganeso, el cual limita la disponibilidad de P. Los
valores de pH recomendados para el cultivo de frijol varian entre 6.0 y 7.5, es decir
ligeramente acidos a ligeramente alcalinos. Sin embargo, existen variedades adaptadas a

diversas condiciones de suelo (Rosas, 2003).
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Vernetti (1983), refiere que el elemento P influye en los componentes de rendimiento
en las leguminosas alimenticias, tales como: en el peso vainas/planta, granos/vaina, peso
1000 semillas, ademas de la influencia de los factores genético y ambientales, aspectos

evaluados en el cultivo de soya.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El presente estudio se realizo entre los meses de Agosto del 2003 y Setiembre del 2004,
en los ambientes del Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia Marino Tabusso
- Dpto. de Biologia, y en el invernadero del Dpto. de Suelos y Fertilizantes- Universidad
Nacional Agraria la Molina, ubicado en el distrito de La Molina, provincia y departamento
de Lima, con una altitud aproximada de 247,3 m.s.n.m., longitud 76°57’Oeste y Latitud
12°05°Sur. Las temperaturas maximas y minimas promedio fueron aproximadamente entre

24 y 16 °C y las humedades relativas promedio diario entre 78% a 92% respectivamente.

3.2 Materiales

3.2.1 Material Bioldgico

3.2.1.1 Cepas
Se utilizaron cepas de Rhizobium aisladas y autenticadas de los nddulos del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.), para la activacion, purificacién y autenticacién se realizd

los siguientes procesos a nivel de campo y laboratorio:

Obtencion de las Cepas

El ambito de recoleccién de los nddulos del frijol Caraota fue la localidad de
Huachipa, distrito del Ate Vitarte. Los nddulos fueron recolectados en la etapa de floracion,

en campos conducidos organicamente.
Se realizaron las siguientes pruebas:

1. Pruebas de caracterizacion, pureza y autenticacion de las cepas.- Efectuadas en
el laboratorio de Ecologia Microbiana “Marino Tabusso”. Los resultados se presentan en el
Cuadro 03. Utilizandose el medio Levadura —Agar Manitol (LMA), para el aislamiento y

caracterizacion de los rizobios.
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CUADRO 03: Caracterizacion y tiempo de incubacion de cepas aisladas a partir del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) (Silvera, 2004).

Tiempo de -
Nro. |ldentificacion Origen Planta incubacion medio Caracteristicas
Hospedera culturales
LMA
1 C5-1R1C3 Huachipa |F. Caraota 4 dias g, red, gm, t
2 C9-1R1C1 Huachipa |F. Caraota 4 dias g, red, gm, t
3 C3-1R1C1 Huachipa |F. Caraota 3 dias g, red, gm, t
4 C5-1R1C2 Huachipa |F. Caraota 6 dias p, gm, t
5 C5-1R1C2-2 Huachipa |F. Caraota 3 dias g, red,gm, t
6 C6-1R1C1 Huachipa |F. Caraota 10 dias p, s, bt
7 Cl-1R2C1 Huachipa |F. Caraota 9 dias p,s, b,
8 C10-1R2C2 Huachipa |F. Caraota 4 dias g, gm, ros, t
9 C3-1R2C1-2 Huachipa |F. Caraota 8 dias p, gm, red, t
10 C6-1R2C2 Huachipa |F. Caraota 8 dias p, sec, |
11 C6-R2C1 Huachipa |F. Caraota 7 dias m, gm, red, t
12 C9-1R2C1-2 Huachipa |F. Caraota 4 dias m, red,gm,|
13 C7-1R2C1 Huachipa |F. Caraota 3 dias m, red, gm, t.
14 C8-1R2C1 Huachipa |F. Caraota 4 dias m, ros, ag, gm
15 C9-1R1C2-2 Huachipa |F. Caraota 3 dias g, red,gm,|
16 Cl-1R1C1 Huachipa |F. Caraota 4 dias p, red,gm,l
17 C3-1R2C1 Huachipa |F. Caraota 5 dias g, red, gm,l
0: grandes; red:redonda, gm: gomosa; t: transllcida; b: blancas; I: lechosas; s: secas; p:pequefias;
m: medianas
2. Prueba de pureza .- Este proceso se realizo bajo la Metodologia del CIAT (1987),

que permite descartar la presencia de microorganismos contaminantes, utilizandose las

siguientes pruebas:

Prueba de ketolactasa:(LLA= Levadura-Lactosa-Agar): Esta prueba permite

diferenciar las bacterias del género Agrobacterium de las pertenecientes al género

Rhizobium. Esta diferenciacién se efectda debido que el Agrobacterium, es un género

de bacterias que también pertenece a la familia Rhizobiaceae, y tiene caracteristicas

similares a las de los rizobios de crecimiento rapido. En algunas leguminosas puede

formar nddulos, pero que no tienen la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico (Cuadro

04).
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- Prueba Peptona-Glucosa (PG): Los rizobios no se desarrollan bien en este medio, por
tanto un crecimiento notorio en este medio acompafiado de un cambio de pH, indica la
presencia de un contaminante. Los contaminantes no crecen bien en el LMA y puede

confundirse que el cultivo esta puro, siendo necesario la prueba de PG (Cuadro 04).

CUADRO 04: Pruebas de pureza y seleccion de cepas de Rhizobium, aisladas a partir de

nodulos del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) (Silvera, 2004).

Orden Identificacién LLA PG
1| C10-R2C1 ++ +++
2| C5-1R1C2 ++ .-
3|/C5-1R2C1 | - ++
4|C5-1R1C3 +++ | e
5(C9-1R1C1 ++ -
6| C9-1R2C2-2 ++ ++
7(C1-1R1C1 + | e
8/C9-1R1C2-2 |  ———— | e
9(C5-1R1C2-2 ++ .-
10|C4-1R2C2 | - ++
11| C6-1R2C1 ++ | e
12| C3-1R1C1 ++ | e
13| C8-1R2C1 ++ | e
14| C6-1R1C1 + |
15| C7-1R2C1 + |
16| C1-1R2C1 + |
17| C3-1R2C1 N
18| C9-1R2C1-2 ++ | e
19| C6-1R2C2 ++ —-
20| C10-1R2C3 + +++
21|C3-1R2C1-2 + |
22 | C10-R2C2 ++ | e

LLA =Prueba de ketolactasa PG=Prueba de Peptona Glucosa
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3. Prueba de solubilizacion de Fosforo: Esta prueba fue realizada con la finalidad de
determinar la capacidad solubilizadora de las bacterias del genero Rhizobium. Los resultados

se presentan en el Cuadro 05.

3.1 Pruebas de solubilizacién con difosfato de Ca.

3.2 Pruebas de solubilizacion con fluorhidroxicarbonato de P: CagssNao2s
Mgo.02(PO4)3.12(CO3)0.88F1.79(OH)0.502

CUADRO 05: Prueba de solubilizacion de fosforo de diferentes cepas seleccionadas de
Rhizobium, aisladas a partir del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.).

Nro. Cepas 28/08/2003 01/11/2003
Difosfato Trifosfato Difosfato Trifosfato
1| C8-1R2C1 ++ ++4+ | e +++
2| C9-1R1C2-2 | -=---- +++ + +++
3| C3-1rR2C1-2 | ------ +++ + +++
4| C1-1R2C1 | ------ e I p— +++
5| C9-1R2C1-2 ++ +++ + ++
6 | C3-1R1C1 ++ ++ + ++
7| C5-1R1C2 | —m--- ++ | e +
8| C7-1R2C1 | - | mmemee e | e
9 | CIAT 899 + M e —
10 | C5-1R1C2-2 ++ +++ | e +++
11 | C9-1R1C1 e S p— +4++ | e
12 | CONTROL | s | | meeee ] oo
13 | C6-1R1C1 | == [ e | memeee ] e
14 | C6-1R2C2 | ———= [ emeee | meeeee e

= Ninguno; + = Crecimiento incipiente; ++=Crecimiento moderado; +++=Crecimiento alto
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Foto 01: Pruebas de solubilizacion de fosfato a nivel de laboratorio.

4. Seleccion de las cepas.- Una vez autenticadas las cepas aisladas del Frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.), para el experimento a nivel de invernadero, se seleccionaron las
siguientes cepas: Cepa C1-1R2C1, Cepa C3-1R2C1-2, C5-1R1C2-2 y C6-1R2C2.

3.2.1.2 Semilla
Se utilizaron semillas de Frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) adquiridas del
Programa de Leguminosas y Oleaginosas de Grano de la Facultad de Agronomia de la
UNALM.

3.2.2 Material no biolégico
3.2.2.1 Sustrato
Los sustratos utilizados para el presente estudio, fueron suelos procedentes de

campos de cultivos:

- Suelo Inceptisol acido ( Selva-Tingo Maria)
- Suelo Entisol ligeramente alcalino (Costa-Huerto UNALM)
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El analisis fisico-quimico de los suelos, fueron realizados en el laboratorio de analisis
de Suelos, Aguas, Plantas y fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria la Molina. Los

resultados se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO 06: Anélisis fisico quimico de los suelos utilizados en el experimento.

PARAMETRO CANTIDAD METODO
------------- SUELO COSTA--- SUELO SELVA

A0(%) 66 44 Hidrémetro

Li (%) 18 34 Hidrémetro

Ar (%) 16 22 Hidrémetro

Clase Textural Fco. Arenosa Franco Triangulo Textural

pH (1:1) 7.4 5.0 Potenciometro

CE (1:1) 2.6 0.92 Extracto acuoso

% Ca CO3 1.5 0.0 Gasovolumétrico

Mat. Org.(%) 1.35 2.51 Walkley y Black

Fésforo (ppm) 52.0 10.7 Olsen modificado

K(ppm) 146.0 55.0 Acetato NH4 pH7 1N

CIC (cmol/kg) 11.52 13.28 Acetato NH4 pH7 1N

Ca, (cmol/kg) 9.31 4.77 Acetato NH4 pH7 1N

Mg (cmol/kg) 1.39 1.10 Cuantificacion por foto-

K, (cmol/kg) 0.60 0.16 metria de llama y/o

Na (cmol/kg) 0.22 0.18 Absorcion atomica

Al+H (cmol/kg) 0.00 0.40 Extraccion con KCI, 1N

Fuente: Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas UNALM- La Molina.

Suelo Entisol de Costa:

La clase textural a la que corresponde el suelo es franco arenoso, con pH ligeramente
alcalino, con problema de sales (2.6 dSm/m (1.1)), presenta un bajo contenido de materia
organica, alta concentracion de fosforo (52ppm) y medio en potasio, presenta una CICe
medio (11.52cmol/kg). Este suelo fue utilizado para la siembra de cultivos de pan llevar,
bajo un sistema de produccién convencional. Para efectos del experimento se realizé un

lavado de sales.
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Suelo Inceptisol de Selva:

La clase textural a la que corresponde el suelo es franco, con pH fuertemente &cido,
con un PAI (6%), presenta un contenido medio de materia organica, fosforo y bajo en
potasio, presenta baja CICE (6.61cmol/kg). Este suelo ha sido utilizado anteriormente para
cultivos de hoja de coca y yuca, luego fue abandonado y e incorporado con Kudzd, y

permanecio asi hasta la extraccion del sustrato.

3.2.2.2 Fuente de fésforo
Se utiliz6 para el presente estudio la roca fosfatada de BayGvar, proveniente del Area
de Fertilidad de Suelos de la Facultad de Agronomia de la UNALM.

3.3 Componentes en estudio
- Cepa(C)
o Cl : CepaCl-1R2C1
o C2 : CepaC3-1R2C1-2
o C3 : Interaccion (C1+C2)

o C4 : Interaccion Cepas (C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2)
- Suelo (S)
o Si1 : Suelo Costa (Entisol ligeramente alcalino)

o S> : Suelo Selva (Inceptisol &cido)

- Dosis de Fosforo (P)

o Po 0 ppm de P20s
o Pio 100 ppm de P2Os
o Pao 200 ppm de P20s
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3.4 Tratamientos en estudio.

En el siguiente cuadro, se presenta los tratamientos en estudio, siendo un total de 30.

CUADRO 07: Disposicién de los tratamientos en estudio.
Niveles de Tipo de Codificacion
Nro. Cepas .
Fosforo suelo

1 (CO)Testigo 0ppmP Costa (S1) CoPoS1
2 (C1) Cepa C1-1R2C1 0ppmP Costa (S1) | C1PoS:
3 (C2)Cepa C3-1R2C1-2 0ppmP Costa (S1) | CaPoS:
4 (C3)Interaccion C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 0ppmP Costa (S1) | CsPoS:
5 (C4)Interaccion C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 0ppmP Costa (S1) | C4PoS:1
6 (CO)Testigo 100 ppm P Costa (S1) CoP100S1
7 (C1) Cepa C1-1R2C1 100 ppm P Costa (S1) C1P100S1
8 (C2)Cepa C3-1R2C1-2 100 ppm P | Costa (S1) | CzP100S:
9 (C3)Interaccion C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 100 ppm P | Costa (S1) | CsP100S:1
10 (C4)Interaccion C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 100 ppm P | Costa (S1) | C4P100S1
11 (CO)Testigo 200 ppm P | Costa (S1) | CoP200S:1
12 (C1) Cepa C1-1R2C1 200 ppm P | Costa(S1) | CiP20S1
13 (C2)Cepa C3-1R2C1-2 200 ppm P Costa (S1) C2P200S1
14 (C3)Interaccion C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 200 ppmP | Costa (S1) | CsP200S:1
15 (C4)Interaccion C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 200 ppmP | Costa (S1) | CsP200S:1
16 (CO)Testigo OppmP Selva (S2) CoPoS:
17 (C1) Cepa C1-1R2C1 0ppmP Selva (S2) C1PoS:
18 (C2)Cepa C3-1R2C1-2 0 ppmP Selva (S2) | C2PoS:
19 (C3)Interaccion C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 0ppmP Selva (S2) CsPoS:
20 (C4)Interaccion C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 0ppmP Selva (S2) C4P0oS:
21 (CO)Testigo 100 ppm P | Selva (S2) | CoP100S2
22 (C1) Cepa C1-1R2C1 100 ppm P | Selva (S2) | C1P100S2
23 (C2)Cepa C3-1R2C1-2 100 ppm P Selva (S2) C2P100S2
24 (C3)Interaccion C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 100 ppm P | Selva (S2) | CsP100S2
25 (C4)Interaccion C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 100 ppm P | Selva (S2) | CsP100S2
26 (CO)Testigo 200 ppm P Selva (S2) CoP200S2
27 (C1) Cepa C1-1R2C1 200 ppm P Selva (S2) C1P200S2
28 (C2)Cepa C3-1R2C1-2 200 ppmP | Selva (S2) | C2P200S2
29 (C3)Interaccion C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 200 ppm P Selva (S2) C3P200S2
30 (C4)Interaccion C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 200 ppm P Selva (S2) C4P200S2
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FOTO 02: Disposicion de los tratamientos

3.5 Parametros evaluados

- Materia Seca a la floraciéon (PSPA) )

- Peso seco de vainas a la floracion (PSV)
- Peso seco total parte aérea a la floracion (PTPA)
- Nodulacion (42 dias).

- mg N/planta y mg P/planta a la floracion.
- Nro. de vainas/planta. (95 dias)

- Nro. de granos/planta.(95 dias)

- Peso de granos/planta (g)

- Peso de 100 semillas (g)

- Rendimiento de grano (kg/ha)

- mg N y mg. P a nivel de grano.

3.6 Disefio experimental

Para analizar estadisticamente los parametros evaluados del presente estudio, se utilizé
un Disefio de Bloques Completo al Azar con arreglo factorial (5C x 3P x 2S) y 3
repeticiones.
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Los parametros evaluados en el presente experimento, se sometieron al andlisis de

variancia y la prueba de significacién de Duncan (o =0.05).

Modelo Aditivo Lineal:
Ym (ijkl) = g+ ai + Bj+ ¢k + (ap)ij + (ag)ik +(Bé)jk + (ape)ijk + Em(ijk)

Donde:

Ym(ijk) = Promedio de una unidad experimental.
M = Media general.

ai = Efecto de la i - ésima tipos de cepas.(C)
Bj = Efecto de la j — ésima niveles de fosforo.(P)
¢k = Efecto de la j — ésima tipos de suelo. (S)
(oP)ij = Efecto de la interaccion CP

(og)ik = Efecto de la interaccion CS

(Bé)jk = Efecto de la interaccion PS

(of¢)ijk = Efecto de la interaccion CPS

Em(ijk) = Error experimental

CUADRO 08: Esquema del Andlisis de variancia (ANVA)

Fuentes de Grados de

Variacion Libertad
Bloques 2
Tratamientos 29
Cepas (c)
Suelo (s)
Fosforo (f)
C*S
C*F
S*F
C*S*F
Error exp 58
Error total 89

OINN ORI DNFP P>
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3.7 Disposicion del campo experimental (Foto 02):

De los bloques:

Numero de bloques : 5
Largo del bloque : 10.0m
Ancho del bloque ; 50m
Area del bloque , 50.0 m?
Calle entre bloques : 1.0m
Numero de calles : 4

De la parcela:

Largo efectivo : 10.0m
Ancho efectivo : 0.5m
Area efectiva ; 5.0 m?
NuUmero total de macetas : 160.0
Numero de plantas/maceta 2.0

3.8 Metodologia.

3.8.1 Aislamiento y purificacion de las cepas:

De acuerdo a la metodologia del CIAT (1987), las cepas a probar en el presente
experimento, fueron aisladas, purificadas y autenticadas, determinandose su capacidad de
formar nddulos vy fijar nitrogeno en un estudio anterior (Silvera, 2004). Posteriormente con
las cepas seleccionadas se procedid a realizar las pruebas de solubilizacion de fésforo
utilizandose para ello dos fuentes fosfatadas; difosfato de calcio y fluorhidroxicarbonato de
P: Cag.64Nao.23 Mgo.02 (PO4)3.12 (CO3)0.88 F1.79 (OH) 0.502.

Una vez realizadas las pruebas de solubilizacion de fosforo, se procedié a la seleccion
de las cepas que presentaron mayor halo, indicador de uso de la fuente fosfatada en su
proceso metabdlico. Las cepas seleccionadas fueron: C1-1R2Cy, C3-1R2C1-2, Cs-1R2C2 y Cs-
1R:Cy-2.
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3.8.2 Prueba bioldgica en Invernadero

- Obtencion de las semilla.- La semilla a sembrar fue proporcionada por el
Programa de leguminosas, la variedad utilizada fue el frijol Caraota (Phaseolus
vulgaris L.), previo a la siembra fueron inoculadas con las cepas seleccionadas y

luego sembradas segun el tratamiento correspondiente.

- Preparacion del sustrato.- Obtenido los sustratos, previo a la siembra, fueron
secados y molidos, luego tamizados en una malla de 2 mm, obteniéndose tierra
fina seca al aire (TFSA). Se seleccionaron macetas con capacidad de 3.0 kilos de
suelo, las que fueron acondicionados y debidamente identificados, de acuerdo al
tratamiento respectivo.

- Aplicacion de la fuente fertilizante.- Se procedio6 a la homogeneizacion del suelo
con el fertilizante fosfatado en estudio (Roca fosfatada de Baydvar) en niveles de

0, 100 y 200 ppm, de acuerdo a los tratamientos correspondientes.

- Tratamiento de la semilla.- Previo a la siembra, se procedi6 a desinfectar a la
semilla en una solucion con hipoclorito de Sodio al 2%. Consistio en remojar las
semillas en la solucién por 3 minutos, desechar la solucion y lavar las semillas con

igual volumen de agua destilada, repitiéndose la accion de lavado por 6 veces.

- Multiplicacion de las cepas.- Las cepas de rizobios seleccionados, fueron
multiplicadas en medio LMA liquido.

- Inoculacion de la semilla.-La inoculacion de las semillas se realizd con
suspensiones densas, fueron inoculadas con una poblacion de bacterias 32 x10’

ufc/ml (Iml. /semilla).

- Siembra de la semilla.- Las semillas tratadas se sembraron en las macetas (4

semillas/maceta), segun el tratamiento correspondiente.

- Riego.- Los riegos se realizaron en forma diaria, llegando al 75% de su capacidad

de campo, para evitar el efecto de las sales se usé agua de pozo (agua dulce).

- Control Fitosanitario.- Se presento el ataque de insectos como la mosca blanca
(Trialeurodes vaporariorum) y la arafiita roja (Tetranychus sp.), las que fueron

controlados oportunamente.
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Floracion.- Aproximadamente entre los 38 y 42 dias después de la siembra,
presentaron el 50% de flores. Aqui se realizaron las evaluaciones de materia seca
parte aérea, materia seca total, nodulacion/planta. La forma de evaluacion fue
cuantitativa. Para este proceso se extrajeron las plantas de los tres primeros

bloques.

Fructificacion.- EI 50% de las plantas presentaron sus primeras vainas a los 52

dias después de la siembra.

Maduracion.- A los 85-90 dias despues de la siembra se registré la maduracion,
cuando aproximadamente el 95% de las vainas presentaron un color beige,

caracteristica tipica de madurez.

Cosecha.- Esta labor se realizd a los 95-100 dias después de la siembra en las
primeras horas de la mafiana a fin de evitar la dehiscencia de las vainas y/o caida

de los granos.

3.8.3 Determinaciones de laboratorio

3.8.3.1 Determinacion de Nitrogeno total (Método MicroKjeldahl)

Se realiz6 para determinar el contenido de N en la materia seca y grano del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.)

Se realiz6 3 procesos:

Digestion.- Se pes6 en un papel filtro 0.1 g. de muestra seca y molida, se envolvio
y se introdujo en un baldn kjeldahl de 100 ml; agregandose 2 ml. De H2SO4 y 0.5
g. de catalizador. Se coloco en el digestor microkjeldahl para su proceso, el color

claro verdoso, indica el término de la digestion de la muestra.

Destilacion.- Se afiadié 2 ml. de agua destilada para disolver los sélidos, luego
se pasa al balén de destilacién, afiadiéndose NaOH al 50% poco a poco hasta que
la solucion tome un color rojo carmesi. Antes de la destilacion se colocd un
erlenmeyer conteniendo 20 ml. de acido borico. EL punto final del proceso es

cuando la solucién tomd un color verde.
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- Titulacién.- Se realiz6 con HCI 0.1N hasta lograr un color gris azulado. El gasto
sirvid para realizar los calculos de N total y Proteina.

3.8.3.2 Determinacién de Fosforo total.-

Se realiz6 mediante el método del Olsen modificado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y autenticacion.-

Se puede observar en el Cuadro 05, que las diferentes cepas aisladas son mas eficientes
en la solubilizacion de fosfato tricalcico, Las cepas que lograron solubilizar fosfatos fueron:
C8-1R2C1, C9-1R1C2-2, C3-1R2C1-2, C1-1R2C1 y C5-1R1C2-2. Estos resultados nos
indican que dentro del nodulo, las cepas existentes son de capacidad metabolica variada,
algunas cepas pueden favorecer la solubilizacion de una fuente fosfatada de lenta
solubilidad, como otras que pueden solubilizar fuentes fosfatadas de aluminio o de fierro,
lo que permitiria un mejor desarrollo de las bacterias fijadoras de nitrégeno, las mismas que

requieren condiciones para desarrollar la actividad de fijacion de N (Condron, 2004).

4.2 Interacciones de funciones de las cepas aisladas de nédulos de frijol caraota.

En el cuadro 09, se muestran los resultados obtenidos sobre el comportamiento de las
cepas de Rhizobium como fijadoras de N realizado en un estudio anterior (Silvera, 2004),
asi como sus caracteristicas como promotoras de crecimiento. La respuesta obtenida como
solubilizadoras de fosfatos, nos indican que las cepas presentan especificidad funcional, es
decir puede presentar ciertas caracteristicas funcionales tal como refiere Sessitsch et al.
(2002), Rosas et al. (2006); Kirkby y Johnston, (2008).
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CUADRO 09: Comportamiento de las cepas de Rhizobium, aisladas de frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.), como fijadoras de nitrogeno, promotoras de

crecimiento y solubilizadoras de P.

Cepas Fijadoras de | Promotoras de Solubilizadoras
N Crecimiento de Fosforo
C5-1R1C3 e R i
C9-1R1C1 + ++ +++
C3-1R1C1 + | e —+
C5-1R1C2 I I —— +
C5-1R1C2-2 T I — 4
C6-1R1C1 ++ | e e
C1-1R2C1 N ++
C10-1R2C2 S e
C3-1R2C1-2 + ++ 4+
C6-1R2C2 e B e
C6-R2C1 ++ | e e
C9-1R2C1-2 e —+
C7-1R2C1 ++ | e e
C8-1R2C1 + ++ +++
C9-1R1C2-2 + | e e
Cl-1R1C1 + =+ | e
C3-1R2C1 s S i

+= Baja capacidad, ++=Moderada capacidad, +++=Alta capacidad

Este proceso asegura brindar nutrientes y promover el crecimiento a la planta mediante
la fijacion, solubilizacidén y segregacion de ciertas sustancias, demostrado por Toscano
(2001); Santillana (2005); Matos (2002). Al ser el elemento P un nutriente altamente
reactivo e inmovil, y de baja disponibilidad en la mayoria de los suelos, la solubilizacion
de P por cepas de Rhizobium optimiza la fijacion simbidtica de nitrogeno (Sessitsch et al.,
2002).
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4.3 Efecto en la materia seca.-

4.3.1 A nivel de cepas.

Acorde con las observaciones realizadas por Mullen (2005), se determind
diferencias estadisticas en el comportamiento de cepas a diferentes tipos de suelo (Cuadro
45 del anexo). Al realizar la prueba de Duncan en los diferentes componentes relacionados
a la floracion, (Cuadro 10; Figuras 02 y 03) se observa que en la acumulacion de materia
seca (Peso Seco Parte Aérea y Peso Seco Total) todas las cepas de Rhizobium, presentaron
resultados superiores frente al tratamiento no inoculado, presentan comportamientos
similares entre cepas. Estos resultados indican que la inoculacion con cepas de Rhizobium,
influye en la acumulacion de la materia seca en el frijol Caraota, mediante la solubilizacion

de P y otros nutrientes minerales no disponibles en el suelo (Loredo, 2004).

CUADRO 10: Efecto de las cepas de Rhizobium, en el contenido de materia seca a la
floracién, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) con diferentes niveles

de P aplicado, en ambos tipos de suelos.

Materia seca aérea de frijol Caraota

(g/planta)

Clave Cepas PSPA Peso seco Peso total

g/planta |vainas g/planta| g/planta

C1 C1-1R2C1 4.1679 a 0.51894 ¢ 4.6868 a

C2 C3-1R2C1-2 4.1923 a 0.58928 b 47816 a

C3(Mezcla | o) 1Roc1 +C3-1R2C12 | 41236 a | 070278 a | 48263 a
C1+C2)

C4Mezcla | o5 1R1C2-2 +C6-1R2C2 | 39437 b | 072613 a | 46699 a
Control)

Co Sin inoculacion 3.5532 b 0.24894 d 3.8022 b

En el Cuadro 11, los resultados determinan, que las cepas de Rhizobium, se
comportan acorde a las condiciones fisico-quimicas que presenta el suelo, la presencia de
Fosfato di célcico en el suelo Entisol de Costa, (52ppm P, pH: 7.4y 1.8 % CaCOs3) y la
materia organica presente, favorecio la actividad de las cepas solubilizadoras de P en la
acumulacién de materia seca, en sus diferentes componentes (PSPA, PSV), con resultados
superiores al tratamiento no inoculado. Al ser mezcladas las cepas C1y C2, se obtiene
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resultados numéricamente superior a las deméas cepas, similares a lo reportado por
Alagawadi y Gaur (1988), Rudresh et al. (2005).

CUADRO 11: Efecto de las cepas de Rhizobium, en el contenido de materia seca a la
floracion, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de
P (Roca fosfatada) aplicado, en el suelo Entisol de Costa.

Materia seca aérea de frijol Caraota
/planta
Clave Cepas @/p )
PSPA Peso seco Peso total
g/planta vainas g/planta | g/planta
C1 C1-1R2C1 5.8864 a 1.00746 a 6.8939 a
C2 C3-1R2C1-2 5.8041 a 1.13900 a 6.9431 a
Mezcl
C3 (Mezcla C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 |5.6286 a 1.33382 b 6.9624 a
C1+C2)
C4 (Mezcla C5-1R1C2-2 +C6-1R2C2 |55420 ab  |1.37393 b 6.9160 a
Control)
CO Sin inoculacién 5.0688 b 0.47898 ¢ 5.5478 b
7.000
6.000
5.000
© M Sin Inoculacion
£ 4.000 mCl
g C2
‘nﬁb 3.000 C3(C1+C2)
C4(Mezcla control)
2.000
1.000 I
0.000
Costa Selva Costa Selva Costa Selva
Oppm 100 ppm 200 ppm

FIGURA 02: Efectividad de las cepas de Rhizobium solubilizadoras de P, en la
acumulacién de materia seca parte Aerea (PSPA) a la floracion, del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.), con diferentes niveles de P, en dos tipos

de suelos.
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En el Cuadro 12, en el suelo Inceptisol de Selva, los resultados obtenidos en la
acumulacion de materia seca en sus diferentes componentes , refieren que las cepas de
Rhizobium, se comportan acorde a las condiciones fisico-quimicas que presenta el suelo, la
presencia de fosfatos precipitados e insolubles como P-Al, P-Fe o P-Mn, pH menor de 5.5
(10ppm P, pH: 5.0 ) y la materia organica presente, favorece la actividad de las cepas
solubilizadoras de P, es decir puede establecer relaciones simbioticas, adaptarse, colonizar y
persistir en la rizésfera, mediante la solubilizacion del P, resultados acordes con lo reportado
por Patifio (2010). La mezcla de las cepas C1 y C2, permitid obtener resultados
numericamente superior a las demas cepas, similares a lo reportado Alagawadi y Gaur

(1988), Rudresh et al., (2005).

CUADRO 12: Efecto de las cepas de Rhizobium, en el contenido de materia seca a la
floracion, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) con diferentes niveles
de P aplicado, en el suelo Inceptisol de Selva.

Materia seca aérea de frijol Caraota
(g/planta)
Cl
ave Cepas PSPA Peso seco Peso total
g/planta | vainas g/planta| g/planta
Cl Cl-1R2C1 2.4494 ab [0.030322 b 2.4797 ab
C2 C3-1R2C1-2 2.5804 a 0.039600 b 2.6200 a
C3(Mezcla | o1 1rac1 +C3-1R2C1-2 26187 a  |0071733 a  |2.6904a
C1+C2)
CaMezcla | g 1R1co-2 +C6-1R2C2 23453 ab  |0.078378 a  |2.4236 ab
Control)
Co Sin inoculacion 2.0375 b |0.018967 c 2.0564 b

Los analisis estadisticos (Cuadro 46 del anexo), en la formacién y peso de vainas,
determinaron que existen diferencias altamente estadisticas entre los diferentes factores en
estudio e interacciones cepa, niveles de P y tipo de suelo. Demuestra que las cepas de
Rhizobium sp solubilizadoras de P, pueden influir en la formacion y peso de vainas, en

diferentes condiciones de suelo, observaciones similares reportado por Rudresh et al. (2005).
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En la prueba de Duncan (Cuadro 11, y 12), las cepas de Rhizobium, muestran la
capacidad de promover la formacion y peso de vainas/planta, ,(Figura 03 y 04) sin embargo
no actuan de forma similar, resultando estadisticamente superior la combinacion de cepas
C4(C5-1R1C2-2+C6-1R2C2) y C3 (C1l-1R2C1+C3-1R2C1-2), demostrandose que la
mezcla combinada de cepas de Rhizobium, permiten la interaccion sinérgica, promoviendo
la formacién y mayor peso de vainas y otros componentes de la planta, reportes similares
por Matos (2002); Villegas y Fortin (2001).

1.2
B Sin Inoculacién
EC1
£ &)
& 08
o C3(C1+C2)
>
Ery C4(Mezcla control)
0.4
O _ = — ——
Costa Selva Costa Selva Costa Selva
Oppm 100 ppm 200 ppm

FIGURA 03: Efectividad de las cepas de Rhizobium solubilizadoras de P, en el peso seco
de vainas a la floracion (PSV) del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.), a

diferentes niveles de P, en dos tipos de suelos.
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3.000 -

1.000 -

Costa Selva Costa Selva Costa Selva
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FIGURA 04: Efectividad de las cepas de Rhizobium solubilizadoras de P, en el peso total
parte aérea a la floracion (PTPA) del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.),

a diferentes niveles de P, en dos tipos de suelos.

4.3.2 A diferentes niveles de fésforo aplicado.

En el proceso del experimento, se pudo observar que los anélisis estadisticos de
variancia (Cuadro 45 del anexo) no muestran diferencias significativas cuando se aplica
diferentes niveles de P (Roca fosfatada). En la prueba de Duncan (Cuadro 13), los resultados
demuestran que existen evidencias de solubilizacion de P por cepas de Rhizobium,
lograndose resultados de acumulacién de materia seca en 100 y 200 ppm de P, superiores al
tratamiento sin P, en ambos tipos de suelo. Esta accion puede deberse a varios factores:
liberacion de acidos organicos por las cepas de Rhizobium, logrando incrementar la
disponibilidad de P;i (Schneider et al., 2010). El P, influye relativamente en la acumulacion
de la materia seca, peso seco de vainas y peso seco total (gr/planta). Siendo este nutriente
muy importante en los procesos fisioldgicos de la planta (Calderon-Vasquez et al., 2009)
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CUADRO 13: Efecto de los niveles de P (Roca fosfatada) aplicado y cepas solubilizadoras

de P en el peso total de la parte aérea del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris

L.) en ambos tipos de suelos.

. Materia seca aérea de frijol Caraota (g/planta)
Niveles de .

Clave , PSPA Peso seco vainas Peso total
Fosforo

g/planta g/planta g/planta

P1 0 ppm P 3.9525 a 0.46474 b 44175 b

P2 100 ppm P 3.9678 a 0.57939 a 45472 a

P3 200 ppm P 4.0679 a 0.62752 a 4.6953 a

Los resultados en el Cuadro 14, a diferentes niveles de P aplicado en un suelo Entisol
de Costa, muestran que las cepas de Rhizobium han solubilizado P dicalcico presente en el
suelo, (52ppm P, pH: 7.4 y 1.8 % CaCOs), no presentando diferencias significativas en
acumulacién de materia seca entre 0 ppm, 100 y 200 ppm de P (Roca fosfatada) aplicada,
excepto en el peso seco de vainas, donde los tratamientos de 100 y 200 ppm de P fueron
superiores al tratamiento no aplicado. Se demuestra entonces que las cepas de Rhizobium, si
solubilizan P insoluble, generando mayor formacion y peso de vainas a la floracion, dado a

que algunas funciones del P es promover la floracién (Gros, 1996; Sufier et al., 2005).

CUADRO 14: Efecto de los niveles de P aplicado y cepas de Rhizobium, en la materia seca
del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo Entisol de Costa.

Niveles de Materia seca aérea de frijol Caraota (g/planta)

Clave , PSPA Peso seco vainas Peso total
Fosforo

g/planta g/planta g/planta

P1 0 ppm P 5.6616 a 0.90421 b 6.5658 a

P2 100 ppm P 5.6002 a 1.09892 a 6.6991 a

P3 200 ppm P 5.4962 a 1.19679 a 6.6930 a

Los resultados en el Cuadro 15, a diferentes niveles de P aplicado en un suelo
Inceptisol de Selva, muestran que las cepas de Rhizobium, han solubilizado P en los
diferentes niveles de roca fosfatada. Presenta diferencias significativas en la acumulacion
de materia seca (PSPA, PSV, PST) con 100 y 200 ppm frente al tratamiento no aplicado. Se

demuestra entonces que las cepas de Rhizobium si solubilizan P insoluble, proveniente de la
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roca fosfatada, generando mayor acumulacion de materia seca a la floracién, (Santillana,
2005; Matos, 2002)

CUADRO 15: Efecto de los niveles de P (Roca fosfatada) aplicado y cepas de Rhizobium,
en la materia seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo

Inceptisol de Selva.

Materia seca aérea de frijol Caraota (g/planta)
Clave Niveles de P PSPA Peso seco vainas Peso total
g/planta g/planta g/planta
P1 0ppmP 22439 b 0.025313 b 22691 b
P2 100 ppm P 2.3355 ab 0.059800 a 2.3953 ab
P3 200 ppm P 2.639%4 a 0.058287 a 2.6976 a
6.000
5.000
© 4.000
:—g-_ 3.000
% 2.000
1.000
0.000
Costa Selva Costa Selva Costa Selva
Oppm 100 ppm 200 ppm

FIGURA 05: Comparativo de la efectividad de las cepas solubilizadoras de P con
diferentes niveles de fésforo (Roca fosfatada) aplicado, en la acumulacion
de materia seca (PSPA) a la floracion, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris

L.) en dos tipos de suelos.
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FIGURA 06: Comparativo de la efectividad de las cepas solubilizadoras de P con
diferentes niveles de fésforo (Roca fosfatada) aplicado, en el peso seco de
vainas (PSV) a la floracion, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en

dos tipos de suelos.

7.000
6.000
5.000

4.000

grs/planta

3.000

1.000
Costa Selva Costa Selva Costa Selva

Oppm 100 ppm 200 ppm

FIGURA 07: Comparativo de la efectividad de las cepas solubilizadoras de P con diferentes
niveles de fésforo (Roca fosfatada) aplicado, en la acumulacion de materia
seca total (PTPA) del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de

suelos.

- 45 -



FOTO 03:  Comparativo de crecimiento en diferentes niveles de Fosforo aplicado.

4.3.3 Adiferentes tipos de suelo.

Los resultados obtenidos mediante el andlisis de varianza, (Cuadros 45, 46 y 47 del
anexo) muestran diferencias altamente significativas, en la acumulacion de materia seca
(Peso seco parte aérea, peso seco de vainas y peso total). En la prueba de Duncan (Cuadro
16 y Figura 08), demuestra que las cepas de Rhizobium solubilizadoras de P, se comportan
mejor en el suelo Entisol de Costa, por presentar menos restricciones para el crecimiento de
la planta, coincidentes con lo reportado por Rosas (2003), quien indic6 que el frijol se

desarrolla en suelos con pH 6.0 a 7.5 y susceptible a la acidez del suelo.
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CUADRO 16 Efecto del tipo de suelo en la acumulacion de materia seca a la floracién del

frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) inoculada con cepas de Rhizobium

solubilizadoras de P, a diferentes niveles de fosforo (Roca fosfatada)

aplicado.
Materia seca aérea de frijol Caraota (g/planta)
Tipo de Suelo PSPA Peso seco vainas Peso total
g/planta g/planta g/planta
Suelo Costa (Entisol) 5.5860 a 1.06663 a 6.6527 a
Suelo Selva (Inceptisol) 2.4063 b 0.04780 b 2.4540 b
7.00
6.00
5.00
L% 4.00
%300
B 2.00
1.00 1
0.00 nd
Selva Costa Costa Selva
PSV PTPA

FIGURA 08: Influencia de las cepas solubilizadoras de P, en la materia seca (Peso seco

parte aérea (PSPA), peso seco de vainas (PSV) y peso total (PTPA)) a la

floracion, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P

aplicado, en dos tipos de suelos.

4.4 Efecto en la nodulacion

4.4.1 A nivel de cepas

Se puede observar en los andlisis estadisticos (Cuadro 48 del anexo), presenta alta

significacion estadistica para la nodulacion del frijol Caraota, por la influencia de las cepas,

niveles de fosforo aplicado y tipo de suelo. La interaccion de los factores (C*P*S) refieren

diferencias en la formacion de nédulos/planta. Al realizar la prueba de Duncan (Cuadro 17
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y Figura 09), la nodulacién fue mayor en los tratamientos inoculados que el tratamiento no

inoculado, independiente del tipo de suelo. La mezcla de cepas de Rhizobium, tuvieron

mayor respuesta a la nodulacion/planta, resaltando las mezclas C3= (C1-1R2C1+ C3-

1R2C1-2) y C4= (C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2).

Estos resultados indican que las cepas

solubilizadoras de P, también influyen en la nodulacion y rendimiento del frijol comln
(Quintero, 2000).

CUADRO 17: Efecto de las cepas de Rhizobium, en la nodulacion del frijol Caraota

(Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado,

en ambos tipos de suelos.

Clave Cepas Nro. de ndédulos/planta
C1 C1-1R2C1 6.750 b
C2 C3-1R2C1-2 7583 ab
C3 (Mezcla C1+C2) | C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 7944 a
C4 (Mezcla Control) | C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 7.806 a
Co Testigo 0.833 c
14.000 . L.
B Sin Inoculacion
12.000 mCl
c2
10.000 C3(C1+C2)
*E C4(Mezcla control)
< 8.000
g

Costa

Oppm

Selva Costa Selva Costa

100 ppm

Ay

200 ppm

Selva

FIGURA 09: Efectividad de las cepas de Rhizobium en la nodulacion del frijol Caraota

(Phaseolus vulgaris L.), a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado,

en dos tipos de suelo.
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Los resultados en el Cuadro 18, muestran diferencias altamente significativas en el
suelo Entisol de Costa, (52 ppm P, pH: 7.4 y 1.8 % CaCOs). Las cepas de Rhizobium
solubilizadoras de P, influyen significativamente en la nodulacion, siendo superiores los
tratamientos inoculados, resaltando la mezcla de cepas hasta en un 270% frente al
tratamiento no inoculado. Los resultados demuestran, que existe simbiosis entre las cepas de
Rhizobium y el frijol Caraota, donde los rizobios demuestran la habilidad de formar nédulos
en las raices (Long, 1989).

CUADRO 18: Efecto de las cepas de Rhizobium, en la nodulacién del frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.), a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado,

en un suelo Entisol de Costa.

Clave Cepas Numero de nédulos/planta
C1 C1-1R2C1 52222 b
C2 C3-1R2C1-2 8.3889 a
C3 (Mezcla C1+C2) C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 8.0556 a
C4 (Mezcla Control) C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 8.6667 a
Co Sin inoculacion 0.3333 ¢

Los resultados en el Cuadro 19, muestran diferencias altamente significativas en el
suelo Inceptisol de Selva, (10.2ppm P y pH: 5.0). Las cepas de Rhizobium solubilizadoras
de P, influyen significativamente en la nodulacion, siendo superiores los tratamientos
inoculados, resaltando la mezcla de cepas hasta en un 600% frente al tratamiento no
inoculado. Los resultados demuestran, que existe simbiosis entre las cepas de Rhizobium y
el frijol Caraota, donde los rizobios demuestran la habilidad de formar nédulos en las raices,
a pesar de la acidez del suelo presente (Gibson et al., 2008; Long, 1989).
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CUADRO 19: Efecto de las cepas de Rhizobium, en la nodulacion del frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.) con diferentes niveles de P (Roca fosfatada)

aplicado, en un suelo Inceptisol de Selva.

Clave Cepas Numero de nddulos/planta
C1 C1-1R2C1 8.2778 a
C2 C3-1R2C1-2 6.7778 a
C3 (Mezcla C1+C2) C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 7.8333 a
C4 (Mezcla Control) C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 6.9444 a
Co Sin inoculacion 1.3333 b

4.4.2 A diferentes niveles de fosforo aplicado

Los resultados muestran (Cuadro 20 y Figura 10) que la aplicacion de una fuente
fosfatada de lenta solubilidad, promueven la actividad de las cepas de rizobios y por
consiguiente el incremento en la nodulacion, coincidente con lo reportado por Alagawadi y
Gaur (1988), quien al realizar un estudio similar con el uso de Rhizobium en frijol, obtuvo

resultados similares.

CUADRO 20: Comportamiento de las cepas de Rhizobium, inoculadas a diferentes niveles
de P (Roca fosfatada), en la nodulaciéon del frijol Caraota (Phaseolus
vulgaris L.) en dos tipos de suelos.

Clave Fuentes de Fésforo Numero de nodulos/planta
P1 0 ppmP 5.2833 b
P2 100 ppm P 6.5167 a
P3 200 ppm P 6.7500 a
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FIGURA 10: Comparativo de la efectividad de las cepas solubilizadoras de P con diferentes
niveles de fésforo (Roca fosfatada) aplicado, en la nodulacion del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelos.

Los resultados en el Cuadro 21, muestran diferencias altamente significativas en el
suelo Entisol de Costa, (52ppm P, pH: 7.4 y 1.8 % CaCO3). Las cepas de Rhizobium
solubilizadoras de P, incrementa significativamente la nodulacién a diferentes niveles de
roca fosfatada aplicada, siendo superiores los tratamientos 100 ppm y 200 ppm de P aplicado,
hasta en un 67% frente al tratamiento no inoculado. Los resultados demuestran, que la
presencia del elemento P es utilizado como fuente de energia para el proceso de nodulacién,
los rizobios demuestran la habilidad de solubilizar P y formar nodulos en las raices (Toscano,
2002; Rudresh et al., 2005).

CUADRO 21: Comportamiento de las cepas de Rhizobium, inoculadas a diferentes niveles
de P (Roca fosfatada) aplicado, en la nodulacion del frijol Caraota

(Phaseolus vulgaris L.) en un suelo Entisol de Costa.

Clave Fuentes de Fésforo Numero de nédulos/planta
P1 0 ppmP 4.8333 ¢
P2 100 ppm P 6.3000 b
P3 200 ppm P 7.2667 a
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Los resultados en el Cuadro 22, muestran diferencias altamente significativas en un
suelo Inceptisol de Selva. Las cepas de Rhizobium solubilizadoras de P, incrementa
significativamente la nodulacion a diferentes niveles de roca fosfatada aplicada, siendo
superiores los tratamientos 100 ppm y 200 ppm de P aplicado hasta en un 10% frente al
tratamiento no inoculado. Los resultados demuestran, que la presencia del elemento P, para
el proceso de nodulacion es necesario, siendo utilizado como fuente de energia, los rizobios
demuestran la habilidad de solubilizar P y formar nédulos en las raices (Rudresh et al. 2005;
Granda, 2014).

CUADRO 22: Comportamiento de las cepas de Rhizobium, en la nodulacion del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.) con diferentes niveles de P (Roca fosfatada)
aplicado, en un suelo Inceptisol de Selva.

Clave Fuentes de Fdsforo Numero de nodulos/planta
P1 0 ppmP 5.7333 a
P2 100 ppm P 6.7333 a
P3 200 ppm P 6.2333 a

4.4.3 A diferentes condiciones de suelo.

En el analisis de variancia (Cuadro 48 del anexo) y la prueba de Duncan (Cuadro 23),
no se encontrd significacion estadistica para la condicion suelo. Al respecto existen
evidencias donde se demuestra que la capacidad infectiva de las cepas de Rhizobium vy la
formacion de nddulos, es exclusivamente genética y especifica del rizobio y no depende

necesariamente de las condiciones nutricionales del suelo y medioambiente (Bushby, 1982).

CUADRO 23: Efecto del tipo de suelo, en la actividad de las cepas de Rhizobium
solubilizadoras de P, en la nodulacion del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris

L.) con diferentes niveles de fosforo (Roca fosfatada) aplicado.

Tipos de Suelo Nro. de noédulos/planta
Suelo Costa (Entisol) 6.1333 a
Suelo Selva (Inceptisol) 6.233 a
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Al respecto existen evidencias donde se demuestra que la capacidad infectiva de las
cepas de Rhizobium y la formacion de nddulos, es exclusivamente genética y especifica del
rizobio y no depende necesariamente de las condiciones nutricionales del suelo y
medioambiente (Bushby, 1982).

4.5 Contenido de Ny P en la materia seca a la floracién

4.5.1 A nivel de cepas

Los resultados obtenidos sobre el contenido de N y P en la materia seca obtenida en
la etapa de floracidn, podemos observar que existe significacion estadistica a nivel de cepas
y tipo de suelo. (Cuadros 49 y 50 del anexo). En la prueba de Duncan (Cuadro 24, Figura
11y 12), los mejores resultados se obtuvieron en los tratamientos inoculados, resaltando las
mezclas de cepas C3= (C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2) y C4= (C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2).
Esto se atribuye a la capacidad efectiva de la cepa de Rhizobium de fijar N y solubilizar
fosfatos. El contenido final de N y P extraido por la planta dependeria de la cantidad de
materia seca obtenida/planta, influenciada por las condiciones edéaficas del suelo (Fischer,
1994) y a la accion sinérgica de las mezclas de cepas de Rhizobium, promoviendo mayor
fijacion de Nitrdgeno (Sessitsch et al., 2002) y solubilizacién de fosfatos (Villegas, et al.,
2001; Schneider et al., 2010).

CUADRO 24: Efecto de las cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P acumulado en
la materia seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a la floracion, a

diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado en dos tipos de suelos.

Clave Cepas mg N/planta mg P/planta
C1 C1-1R2C1 131.122 a 10.0296 b
C2 C3-1R2C1-2 118.793 b 10.1064 b
C3 (MezclaC1+C2) | C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 140.060 a 11.2384 a
C4 (Mezcla Control) | C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 138.597 a 10.3594 b
Co Testigo 101.230 ¢ 7.2931 ¢
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FIGURA 11: Efectividad de las cepas de Rhizobium, en el contenido de N acumulado en
la materia seca (mg N/planta) del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L) en la
etapa de floracion, con diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en

dos tipos de suelos.
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FIGURA 12: Efectividad de las cepas de Rhizobium, en el contenido de P acumulado en la
materia seca (mg P/planta) del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a la
etapa de floracion, a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en dos

tipos de suelos.
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Con respecto a los valores obtenidos de N y P en la materia seca del frijol a la
floracion, en el suelo Entisol de Costa (Cuadro 25) podemos observar que la mezcla
combinada de cepas C3=(C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2) y el C4=(C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2),
presentd mejor caracteristica de fijacion de N y la cepa C3=(C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2)
como solubilizadora de P, frente a los demas tratamientos. Este comportamiento se puede
atribuir a la sinergia de las mezclas cepas de Rhizobium permite promover mayor fijacion de
Nitrogeno (Sessitsch et al., 2002), y la solubilizacion de fosfatos, (Villegas, et al., 2001,
Schneider et al., 2010). El contenido de N y P extraido, tendria relacion con la cantidad de
materia seca producida, promovida por la actividad de las cepas de Rhizobium (Sessitsch et
al., 2002; Matos, 2002; Santillana et al., 2005)

CUADRO 25: Efecto de las cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P acumulado en la
materia seca, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a la floracién, a
diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en un suelo Entisol de

Costa.
Clave Cepas mg N/planta | mg P/planta
C1 Cl-1R2C1 166.098 a 14.7046 b
C2 C3-1R2C1-2 142.465 b 14.6278 b
C3 (Mezcla C1+C2) |C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 171.818 a 16.4238 a
C4 (Mezcla Control) | C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 171.885 a 15.1046 b
Co Sin inoculacion 130.560 b 10.5661 ¢

Los valores de N y P obtenidos en la materia seca del frijol Caraota en la etapa de
floracion, en un suelo Inceptisol de Selva (Cuadro 26), demuestra la influencia de la cepas
de Rhizobium, en la cantidad de N y P acumulado en la biomasa total/ planta, siendo mayor
en los tratamientos inoculados. La accion combinada de las cepas de Rhizobium C3= (C1-
1R2C1 + C3-1R2C1-2) y el C4= (C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2) influyo positivamente en la
fijacion de N y solubilizacion de P, frente a la accion de las cepas inoculadas sin combinar.
Este comportamiento se puede atribuir a la interaccion sinérgica entre las cepas de
Rhizobium combinadas permiten promover mayor fijacion de Nitrogeno (Sessitsch et al.,
2002) y la solubilizacién de fosfatos ((Villegas, et al., 2001; Schneider et al., 2010; Villegas
y Fortin, 2001) en condiciones de suelos acidos.
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CUADRO 26: Efecto de las cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P acumulado en
la materia seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en la etapa de
floracion, a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en un suelo

Inceptisol de Selva.

Clave Cepas mg N/planta mg P/planta
C1 Cl-1rR2C1 96.145 a 5.3547 a
Cc2 C3-1R2C1-2 95.121 a 55848 a
C3 (Mezcla C1+C2) |C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 108.302 a 6.0532 a
C4 (Mezcla C5-1R1C2-2 + CB-1R2C2 105.310 a 5.6141 a
Control)

Co Sin inoculacion 71.899 b 4.0201 b

4.5.2 A diferentes niveles de fosforo aplicado

En el analisis de variancia (Cuadro 50 del anexo), se evidencia significacién
estadistica cuando se adiciona diferentes niveles de P proveniente de roca fosfatada. Lo que
corrobora lo reportado por Fernandez et al., (2005), donde refiere que la aplicacion fosfatada
en forma insoluble tiene influencia en la actividad de las cepas como solubilizadoras de P,
quienes pueden lograr mediante mecanismos la solubilizacion de P insoluble, mayor

disponibilidad de P para los procesos fisiologicos de la planta.

En la prueba de Duncan (Cuadro 27, Figuras 13 y 14) se evidencia que la aplicacion
fosfatada no influye significativamente en la capacidad de fijacion de N por las cepas de
Rhizobium y por consiguiente en el contenido de N en la materia seca. Lo que demuestra lo
referido por Pahuara y ZUfiga, (2002); Robleto (1988), quienes en un estudio realizado de
fertilizacion fosfatada a diferentes dosis de P2Os, no tuvo respuesta significativa en el
rendimiento y contenido de N fijado/planta. Sin embargo en presencia de fosforo insoluble,

las cepas de Rhizobium, solubilizan P no disponible (Toscano 2001).

-56 -



CUADRO 27: Efecto del P (Roca fosfatada) aplicado y la capacidad solubilizadora de las

cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P (mg/planta) acumulado en la

materia seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.), en la etapa de

floracién, en dos tipos de suelo.

Clave

Niveles de Fésforo

mg N/planta

mg P/planta

P1

0 ppmP

121.158 a

9.0792 b

P2

100 ppm P

128.865 a

10.2550 a

P3

200 ppm P

127.859 a

10.0820 a

160.00
150.00
140.00
130.00

£120.00

2110.00

>100.00

£ 90.00
80.00
70.00
60.00
50.00

Costa Selva

Costa Selva Costa

Selva

FIGURA 13: Comparativo de la efectividad de las cepas solubilizadoras de P con diferentes

niveles de fésforo (Roca fosfatada) aplicado, en la cantidad de N (mg N

/planta) acumulado en la materia seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris

L.) en dos condiciones de suelo.
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FIGURA 14: Comparativo de la efectividad de las cepas solubilizadoras de P con diferentes

niveles de fosforo (Roca fosfatada) aplicado, en la cantidad de P (mg P
Iplanta) acumulado en la materia seca el frijol Caraota (Phaseolus vulgaris
L.) en dos condiciones de suelo.

La aplicacién de P insoluble en un suelo en un suelo Entisol de Costa (Cuadro 28),

no influye en la actividad de las cepas de Rhizobium para la fijacion del N, sin embargo, si

influye positivamente en el contenido de P en la materia seca. Podria atribuirse a la capacidad

solubilizadora de P, hasta 100 ppm de P aplicado al suelo, coincidiendo con lo reportado por

Toscano (2001). Mientras que en el suelo Inceptisol de Selva (Cuadro 29), no influye la

cantidad P aplicado en el contenido de N y P acumulado en la materia seca del cultivo. Podria

atribuirse a la presencia de bajos niveles de P disponible y acidez del suelo, incrementando

la capacidad del Rhizobium para solubilizar P (Vassilev et al. 2003).

CUADRO 28: Efecto de la aplicacion fosfatada y la capacidad solubilizadora de las cepas

de Rhizobium, en el contenido de N y P (mg/planta) acumulado en la materia
seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.), en la etapa de floracion, en

un suelo Entisol de Costa.

Clave Fuentes de Fosforo mg N/planta mg P/planta
P1 0 ppmP 152.991 a 13.3590 b
P2 100 ppm P 161.277 a 14.9202 a
P3 200 ppm P 155.428 a 14.5769 a
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CUADRO 29: Efecto de la aplicacion fosfatada y la capacidad solubilizadora de las cepas

de Rhizobium, en el contenido de N y P (mg/planta) acumulado en la materia

seca del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.), en la etapa de floracion, en

un suelo Inceptisol de Selva.

Clave Fuentes de Fosforo mg N/planta mg P/planta
P1 0ppmP 89.325 a 4.7994 a
P2 100 ppm P 96.452 a 5.5897 a
P3 200 ppm P 100.290 a 5.5870 a

4.5.3 A diferentes tipos de suelo

El andlisis de variancia (Cuadro 49 y 50 del anexo), presenta diferencias estadisticas,
deduciéndose que las caracteristicas fisico quimicas del suelo influyen en el crecimiento y
desarrollo de la planta (Gibbson y Jordan, 1983). Al compararse los resultados (Cuadro 30,
Figura 15 y 16), la cantidad de N y P acumulado en la materia seca del frijol Caraota. El
suelo Entisol de Costa, presenta mayores niveles de N y P (mg/planta), con 64% en el
contenido de N y 168% en el contenido de P, comparado al suelo Inceptisol de Selva. Se
demuestra que las caracteristicas edaficas del suelo al cumplir los requerimientos del
cultivo, pueden influir en la acumulacién de materia seca y por consiguiente, en el contenido
de Ny P en la planta. (Robleto, 1988; Rosas, 2003)

CUADRO 30: Influencia del tipo de suelo en la capacidad solubilizadora de P de las cepas
de Rhizobium, a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en el
contenido de N y P (mg/planta) acumulado en la materia seca del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.)

Tipos de suelo mg N/planta mg P/planta
Suelo Costa (Entisol) 156.565 a 14.2854 a
Suelo Selva (Inceptisol) 95.356 b 53254 b
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FIGURA 15:

FIGURA 16:

180
160
140

mgN/planta
[
N B [e)] 0] o N
o o o o o o

o

Costa Selva

Influencia del tipo de suelo en la capacidad solubilizadora de P de las cepas
de Rhizobium, a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en el
contenido de N (mg/planta) acumulado en la materia seca del frijol Caraota

(Phaseolus vulgaris L.).
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Influencia del tipo de suelo en la capacidad solubilizadora de P de las cepas
de Rhizobium, a diferentes niveles de P (Roca fosfatada) aplicado, en el
contenido de P (mg/planta) acumulado en la materia seca del frijol Caraota
(Phaseolus vulgaris L.)
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4.6 Efecto de los factores en estudio en los componentes de rendimiento.

4.6.1 A nivel de cepas

En el analisis de variancia (Cuadro 51 del anexo), se puede observar que existen

incrementos en el nimero de vainas producidas, formacion y peso de granos (gr/planta) a

diferentes niveles de P aplicado y tipo de suelo. En la prueba de Duncan (Cuadro 31y Figura

17), la mezcla de cepas C4= (C5-1R1C2-2+C6-1R2C2), presentd mayor influencia en el

rendimiento de grano (kg/ha.) Podria atribuirse este resultado a la accion combinada y

sinérgica de las bacterias solubilizadoras de P, influyendo en el crecimiento y desarrollo de

la planta, por la disponibilidad de nutrientes (Villegas y Fortin, 2001).

CUADRO 31: Efecto de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del

frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P (Roca

fosfatada) aplicado, en dos tipos de suelos.

Componentes de rendimiento

Nro Peso de Peso
Clave Cepas . Nro. de 100 Rendimiento
vainas granos :
granos/planta semillas kg/ha.
/planta g/planta ©)
C1 Cl-1R2C1 475 b 16.75 b 3.2033b | 19.81 a| 32052 b
C2 C3-1R2C1-2 475 b 1579 b 3.0950 b | 1953 a| 30952 b
C3 (C1+C2) | Cl-1R2C1 + 462 b 16.58 b 3.4425b | 20.87 a| 344.36 a
C3-1R2C1-2
C4 (Mezcla | C5-1R1C2-2 525 a 18.83 a 3.6242 a | 20.22 a| 36231 a
Control) + C6-1R2C2
Co Testigo 446 b 13.67 ¢ 2.6233 ¢ | 1955 a| 262.34 c

-61 -




7.50
7.00
6.50 ] W Sin Inoculacién
6.00 mCl
5.50 ] ] ] oc2
© _
€ 5.00 | ] | O C3(C1+C2)
S 4.50
% ’ O C4(Mezcla control)
< 4.00 I
£
T 3.50
$ 3.00
o
= 2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
Costa Selva Costa Selva Costa Selva
Oppm 100 ppm 200 ppm

FIGURA 17 Efectividad de las cepas de Rhizobium en el nimero de vainas/planta en el
frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.), a diferentes niveles de P (Roca
fosfatada) aplicado, en dos tipos de suelo.

Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo, influyen en el crecimiento y desarrollo
de la planta (Gibbson y Jordan, 1983). Se demuestra al compararse los resultados (Cuadro
32 y 33) entre los suelos Entisol de Costa e Inceptisol de Selva, la influencia de las cepas
solubilizadoras de P fue mayor en la formacion y peso de granos (Figura 18 y 19), por
consiguiente en el rendimiento (kg/ha) (Figura 20). La mezcla de cepas C4 y C3 lograron
incrementos en el rendimiento entre 20.4% y 21.1 % en el suelo Entisol de Costay 29.1%
y 39.5% en el suelo Inceptisol de Selva frente al tratamiento no inoculado. Se demuestra que
las cepas de Rhizobium influye positivamente en los parametros de rendimiento del cultivo
de frijol Caraota, en mayor grado en suelos con baja disponibilidad de nutrientes, mediante
el uso de mecanismos de fijacion de N y solubilizacion de P (Rashid, et al., 2004) y lograr
la disponibilidad de N y P asimilable en la zona cercana de las raices (Hinsinger, 2001).
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CUADRO 32: Efecto de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del

frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P (Roca

fosfatada) aplicado, en un suelo Entisol de Costa.

Componentes de rendimiento
Peso
Nro. P .
Clave Cepas .ro Nro. de eso de 100 Rendimiento
vainas granos .
granos/planta semillas kg/ha.
/planta g/planta ©)
C1 Cl-1rR2C1 5.5000 a 23.250 a 4.1717a | 17.962 a 417.15a
C2 C3-1R2C1-2 | 5.4167 a 22.750 a 4.3900a | 19.378 a 438.94 a
C3 (C1+C2) | C1l-1R2C1+ | 5.4167a 23.000 a 45433 a | 19.988 a 454,53 a
C3-1R2C1-2
C4 (Mezcla | C5-1R1C2-2 | 5.0833 a 25.500 a 45033a | 17.742 a 450.25a
Control) + C6-1R2C2
Co Testigo 4.7500 a 18.833 b 3.5867 b | 19.107 a 358.63 b

CUADRO 33: Efecto de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del

frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P (Roca

fosfatada) aplicado, en un suelo Inceptisol de Selva.

Clave

Componentes de rendimiento

Cepas

Peso de

Peso 100

Nro. vainas Nro. de granos semillas Rendimiento
/planta granos/planta glplanta @) kg/ha.

C1 Cl-1R2C1 4.000 b 10.250 ab 2.2350 abc | 21.660ab | 223.64 abc
C2 C3-1R2C1-2 4.0833 b 8.833 b 1.8000 bc | 19.690b 180.09 bc
C3(C1+C2) | Cl-1R2C1 + 3.8333b 10.167 ab 2.3417ab | 21.752 ab 234.18 ab

C3-1R2C1-2
C4 (Mezcla | C5-1R1C2-2 5.4167 a 12.167 a 2.7450 a 22.697 a 274.37 a
Control) + C6-1R2C2
Cco Testigo 4.1667 b 8.500 b 1.6600c | 19.988 ab 166.05 ¢
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CUADRO 33: Efecto de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del

frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P (Roca

fosfatada) aplicado, en un suelo Inceptisol de Selva.

Componentes de rendimiento
Clave Cepas Nro. vainas Nro. de Peso de Peso_ 100 Rendimiento
/planta granos/planta granos semillas kg/ha
g/planta (9) '
C1 C1l-1rR2C1 4.000b 10.250 ab 2.2350 abc | 21.660 ab 223.64 abc
C2 C3-1R2C1-2 40833 b 8.833 b 1.8000 bc 19.690 b 180.09 bc
C3(C1+C2) | C1-1R2C1 + 3.8333b 10.167 ab 2.3417ab | 21.752 ab 234.18 ab
C3-1R2C1-2
C4 (Mezcla | C5-1R1C2-2 5.4167 a 12.167 a 2.7450 a 22.697 a 274.37 a
Control) + C6-1R2C2
Co Testigo 4.1667 b 8.500 b 1.6600 ¢ 19.988 ab 166.06
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FIGURA 18 Efectividad de las cepas de Rhizobium en la cantidad de granos/planta del

frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.), a diferentes niveles de P (Roca

fosfatada) aplicado, en dos tipos de suelos.
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FIGURA 19: Efectividad de las cepas de Rhizobium en el peso de granos/planta del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.), a diferentes niveles de P (Roca fosfatada)

aplicado, en dos tipos de suelos.
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FIGURA 20: Efectividad de las cepas de Rhizobium en el rendimiento (kg/ha) del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.), a diferentes niveles de P (Roca fosfatada)

aplicado, en dos tipos de suelos.
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4.6.2 A diferentes niveles de fosforo aplicado

El anlisis de variancia (Cuadros 51, 52 y 53 del anexo), para el factor fésforo
presenta significacion estadistica. La actividad de las cepas (Cuadro 34 y figura 21) con
200 ppm de P aplicado, tuvo resultados positivos en la formacion y produccion de
granos/planta y en el rendimiento con incrementos hasta 14.13% frente al tratamiento no
inoculado. Asimismo podemos observar que el tipo de suelo influye en la actividad de las
cepas de Rhizobium, lograndose incrementos en los pardmetros de rendimiento del cultivo
para ambos suelos. En el suelo Entisol de Costa (Cuadro 35), tuvo efectos positivos en la
formacion y produccién de granos con 100 y 200 ppm de fosforo aplicado, lograndose
incrementos en el rendimiento entre 8% al 10.1% frente al tratamiento no inoculado. Las
cepas de Rhizobium presentaron un comportamiento similar en el suelo Inceptisol de Selva,
(Cuadro 36) a niveles de 200 ppm de P aplicado, logrando incrementos en la formacion y
produccion de granos (Figura 22 y 23) y en el rendimiento (Figura 24) hasta en un 21.1%
frente al tratamiento no inoculado. Se puede atribuir a la habilidad que tienen estas bacterias
de proveer nutrientes como P y N a través de mecanismos de fijacion y solubilizacion,
promoviendo el crecimiento de las plantas a igual que su productividad (Loredo, 2004).
CUADRO 34: Efecto de los niveles de fosforo (Roca fosfatada) aplicado y la actividad
de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelos.

Niveles de P Componentes de rendimiento
Nro. Nro. de Peso de Peso 100 Rendimiento
vainas/planta | granos/planta | granos/planta | semillas kg/ha
0 ppm P 4.75 a 15.625 b 2.9960 b 19.53 a 299.48 b
100 ppm P 4.60 a 1550 b 3.1095 b 20.49 a 311.10 b
200 ppm P 4,95 a 17.85 a 3.4875 a 19.97 a 348.77 a
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FIGURA 21: Efectividad de las cepas solubilizadoras de P y diferentes niveles de fosforo

(Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelos.

(Roca fosfatada) aplicado, en la produccion de vainas/planta del frijol Caraota

CUADRO 35: Efecto de los niveles de fosforo (Roca fosfatada) aplicado y la actividad
de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo Entisol de Costa.
Niveles de Componentes de rendimiento
P Nro. Nro. de Peso de Peso 100 | Rendimiento
vainas/planta | granos/planta | granos/planta | semillas kg/ha
0 ppmP 4.9000 b 21.500 b 3.9790 b 18.5370 a 397.72b
100 ppm P 5.2000 b 22,500 b 4.3130 a 19.3350 a 431.52 a
200 ppm P 5.6000 a 24.000 a 4.4250 a 18.6340 a 442.46 a
CUADRO 36: Efecto de los niveles de fosforo (Roca fosfatada) aplicado y la actividad
de las cepas de Rhizobium, en los componentes de rendimiento del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo Inceptisol de Selva.
Niveles de Componentes de rendimiento
P Nro. Nro. de Peso de Peso 100 | Rendimiento
vainas/planta | granos/planta | granos/planta | semillas kg/ha
0 ppm P 4.6000 a 9.7500 ab 2.0130b 20.5190 a 201.24 b
100 ppm P 4.0000 a 8.5000 b 1.9060 b 21.6410a 190.68 b
200 ppm P 4.3000 a 11.7000 a 2.5500 a 21.3150 a 255.08 a
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FIGURA 22:
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FIGURA 23: Efectividad de las cepas solubilizadoras de P a diferentes niveles de fosforo

(Roca fosfatada) aplicado, en la produccion de granos (gr/planta) del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelos.
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FIGURA 24: Efectividad de las cepas solubilizadoras de P a diferentes niveles de fosforo
(Roca fosfatada) aplicado, en el rendimiento de grano (kg/ha) del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelo.

4.6.3 A diferentes tipos de suelo

La influencia de las condiciones del suelo en la actividad de las cepas de Rhizobium (Cuadros
54 y 55), presenta alta significacion estadistica. Al comparar ambos suelos (Cuadro 37) se
puede observar que en el suelo Entisol de Costa, las cepas de Rhizobium, presentan mayor
actividad solubilizadora de P, promoviendo la disponibilidad de nutrientes, logrando
mayores incrementos en el rendimiento de grano (kg/ha) hasta 49.6% mas que la produccion
alcanzada en el suelo Inceptisol de Selva (215.67 kg/ha). Estos resultados demuestran que
la condicidn suelo y la actividad fijadora de N y solubilizadora de P de las cepas Rhizobium,
permite la disponibilidad de N y P asimilable para la planta, incrementando la productividad
del cultivo (Kirby y Jhonston, 2008; Vassilev, et al 2003).
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CUADRO 37: Efecto del tipo de suelo y la actividad de las cepas de Rhizobium, en los

componentes de rendimiento del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) con

diferentes niveles de fosforo (Roca fosfatada) aplicado.

Tipos de Suelo

Componentes de rendimiento

Nro. Nro. de Peso de Peso de | Rendimiento

Vainas/ granos | granos/planta 100 kg/ha.

planta /planta (9) semillas

(9

Suelo Costa 5.2333a 22.67 a 4.2390 a 18.85b 423.90 a
(Entisol)
Suelo Selva 4.3000 b 9.98 b 2.1563 b 21.16 a 215.67 b
(Inceptisol)

4.7 En la cantidad de N y P extraido en el grano del frijol.

4.7.1 A nivel de cepas

Los analisis de variancia (Cuadros 56 Yy 57 del anexo), muestran diferencias

significativas para la cantidad de N y P extraido por el grano. En la prueba de Duncan

(Cuadro 38), al comparar los promedios de los tratamientos, se observa que la mezcla de
cepas C4= (C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2) presenta mayor cantidad de N (130.8 mg/planta) y

P (7.47 mg/planta) en el grano de frijol, siendo estadisticamente superior, con incrementos

de 45.7% para nitrégeno y 34.8% para fosforo frente al tratamiento no inoculado. Estos

resultados demuestran que la mezcla combinada de cepas de Rhizobium, permite una accion

sinérgica, originando mayor disponibilidad de nutrientes, mayor produccion de materia

seca y mayor contenido de N y P en la planta, coincidente con resultados reportados por
Rudresh et al. (2005) y Gutiérrez & Martinez (2001)

CUADRO 38: Efecto de las cepas de Rhizobium, en la cantidad de N y P acumulado en el

grano del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P

(Roca fosfatada) aplicado, en dos tipos de suelo.

Clave Cepas mg N/planta mg P/planta
C1 Cl-1R2C1 114.525 b 6.7367 a
Cc2 C3-1R2C1-2 109.851 b 6.8175 a
C3 (C1+C2) C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 122.323 b 7.3742 a
C4 (Mezcla Control) | C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 130.823 a 7.4708 a
Co Testigo 89.753 ¢ 5.5483 b
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En los Cuadros 39 y 40, se presenta los promedios de Ny P extraido (mg/planta)
segun el tipo de suelo. Al comparar ambos suelos, podemos observar que la mezcla
combinada de cepas C3, presenta los mejores resultados frente a los otros tratamientos, la
cantidad de N y P (mg/planta) extraido en el suelo Entisol de Costa fue de 20.7% en Ny
24% en P, frente al tratamiento no inoculado y en el suelo Inceptisol de Selva se logrd
incrementos de 42.4% en N y 40% en P frente al tratamiento no inoculado. Estos resultados
demuestran que la mezcla combinada de cepas de Rhizobium, son més efectivas. La accion
sinérgica de las cepas, permite la mayor disponibilidad de nutrientes, mayor produccion de
materia seca y contenido de N y P en la planta, coincidente con resultados reportados por
Quintero (2000) y Torres (2000).

CUADRO 39: Efecto de las cepas de Rhizobium, en la cantidad de N y P acumulado en el
grano del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P
(Roca fosfatada) aplicado, en un suelo Entisol de Costa.

Clave Cepas mg N/planta | mg P/planta
Cl Cl-1R2C1 124.853 b 8.6750 b
C2 C3-1R2C1-2 137.995 a 9.2117 ab
C3 (C1+C2) C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 143.778 a 9.6800 a
C4 (Mezcla Control) C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 133.492 ab 8.7533 b
Co Testigo 105.773 ¢ 7.3800 c

CUADRO 40: Efecto de las cepas de Rhizobium, en la cantidad de N y P acumulado en el

grano del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) a diferentes niveles de P

(Roca fosfatada) aplicado, en un suelo Inceptisol de Selva.

Clave Cepas mg N/planta | mg P/planta
C1 Cl-1R2C1 104.200 ab 4.7867 ab
C2 C3-1R2C1-2 81.710 bc 4.4167 b
C3 (C1+C2) C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2 100.870 b 5.0667 ab
C4 (Mezcla Control) C5-1R1C2-2 + C6-1R2C2 128.150 a 6.1883 a
Co Testigo 73.730 ¢ 3.7167 b
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4.7.2 A diferentes niveles de fosforo aplicado

El analisis de varianza (Cuadros 56 y 57), muestran significacion estadistica en el
contenido de N y P extraido en el grano. En la prueba de medias (Cuadro 41), al comparar
los promedios de los tratamientos, se observa que el tratamiento P200 (200 ppm de P) el
elemento Nitrégeno presenta un mayor incremento hasta 16.7% frente al testigo. En cuanto
a la acumulacion de P, no existen diferencias significativas entre los tratamientos en estudio.
Los resultados demuestran que la acumulacién de P en el grano en el tratamiento PO (0 ppm
de P), podria deberse a la capacidad de las cepas Rhizobium de solubilizar P del suelo en
ausencia de fosforo asimilable, mediante mecanismos de solubilizacion propio del rizobio
(Mullen, 2005; Chen et al., 2006).

CUADRO 41: Efecto de los niveles de P (Roca fosfatada) aplicado vy la actividad de las
cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P acumulado en el grano del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelos.

Clave Niveles de P mg N /planta mg P /planta
PO 0ppmP 105.989 b 6.7510 a
P100 100 ppm P 110.614 b 6.6115 a
P200 200 ppm P 123.762 a 7.0060 a

Al comparar ambos suelos (Cuadro 42 y 43), los resultados evidencian la capacidad
de solubilizacion por las cepas de Rhizobium hasta 100 ppm de P en el suelo Entisol de
Costa y hasta 200 ppm de P aplicado en el suelo Inceptisol de Selva. Se puede atribuir este
comportamiento debido a la forma y cantidad existente de P no disponible en el suelo Entisol
de Costa (52ppm P) y en el suelo Inceptisol de Selva (10.3 ppm de P), lo que demuestra que
las bacterias tienen mayor afinidad por solubilizar P proveniente de la roca fosfatada
(Toscano, 2001). El suministro de P asimilable, promueve el aumento de la concentracion
de este y de N en el tejido vegetal (Freire, 1984).
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CUADRO 42: Efecto de los niveles de P (Roca fosfatada) aplicado vy la actividad de las
cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P acumulado en el grano del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo Entisol de Costa.

Clave Niveles de P mg N /planta mg P /planta
PO 0 ppmP 122573 b 8.8270 ab

P100 100 ppm P 132.280 a 9.1700 a

P200 200 ppm P 132.682 a 8.2230 b

CUADRO 43: Efecto de los niveles de P (Roca fosfatada) aplicado vy la actividad de las
cepas de Rhizobium, en el contenido de N y P acumulado en el grano del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en un suelo Inceptisol de Selva.

Clave Niveles de P mg N /planta mg P /planta
PO 0 ppmP 89.405 b 46730 b

P100 100 ppm P 88.948 b 4.0480 b

P200 200 ppm P 114.841 a 5.7840 a

4.7.3 A diferentes tipos de suelo

Los Cuadros 56 y 57 del anexo, presenta significacion estadistica en el contenido
de Ny P a nivel de grano. Se demuestra la influencia edafica del suelo en el comportamiento
de las cepas de Rhizobium como fijadoras de N y solubilizadoras de P. En la prueba de
medias (Cuadro 44) al observar los promedios de los tratamientos y comparar ambos suelos,
el suelo Entisol de Costa (SC) presenta mayor acumulacion de N y P con 24.3% de N y
44.8% P respectivamente. Esto puede atribuirse que las propiedades fisico quimicas del
suelo Entisol de Costa, es acorde con los requerimientos del cultivo, teniendo como resultado
mayor rendimiento de grano y por consiguiente mayor acumulacion de N y P en el grano,
coincidente con lo referido por Robleto (1988).
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CUADRO 44: Efecto del tipo de suelo y la actividad de las cepas de Rhizobium, en el
contenido de N y P acumulado en el grano del frijol Caraota (Phaseolus

vulgaris L.) a diferentes de P (Roca fosfatada) aplicado.

Clave Tipo de suelo mg N/planta mg P/planta
SC Suelo Costa (Entisol) 129.178 a 8.7440 a
SS Suelo Selva (Inceptisol) 97.731 b 4.8350 b
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V. CONCLUSIONES

Las cepas de Rhizobium aisladas y seleccionadas del frijol Caraota (Phaseolus
vulgaris L.), presentan capacidad solubilizadora de P, con comportamiento diversos
a diferentes niveles de roca fosfatada aplicada y segun condicion suelo.

Las cepas de Rhizobium, aisladas y seleccionadas en el presente estudio, influyeron
positivamente en el crecimiento, en la acumulacion de materia seca, en la formacion
y produccion de grano/planta (gr/planta), rendimiento (kg/ha) y N y P extraido
(mg/planta).

En los diferentes parametros evaluados en la floracion y cosecha, se obtiene mejores
resultados con las mezcla de cepas C3= (C1-1R2C1 + C3-1R2C1-2) y C4= (C5-
1R1C2-2 + C6-1R2C2), proyectandose como biofertilizantes alternativos.

La mezcla combinada de cepas de Rhizobium, presentan caracteristicas
solubilizadoras de P y fijadores de N, incrementando el contenido de materia seca y
rendimiento de grano hasta un 21,1% en el suelo Entisol de Costay 49.5% en el

suelo Inceptisol de Selva.

La concentracion de N y P en el frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en la materia
seca y en el rendimiento de grano, constituye un criterio de evaluacion para
determinar la efectividad de las cepas de Rhizobium como fijadora de N vy

solubilizadora de P.

Las condiciones edéaficas del suelo Entisol de Costa, favorecieron la respuesta del
cultivo a la actividad de las cepas Rhizobium, lograndose incrementos de la materia

seca Yy rendimiento de grano del Frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.)

Las condiciones edéaficas del suelo Inceptisol de Selva, permitieron mayor actividad
de las bacterias Rhizobium como solubilizadoras de P, al incrementar la
disponibilidad de P asimilable, proveniente de la roca fosfatada, reflejado en el
incremento de materia seca, rendimiento de grano y P extraido (mg/planta).
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VI. RECOMENDACIONES

e Se sugiere realizar trabajos en suelos acidos con cepas de Rhizobium aisladas de

leguminosas alimenticias adaptadas a la zona.

e En proximos experimentos, se sugiere optar por la evaluacion de mezclas de cepas
de Rhizobium con caracteristicas de fijacion de N y solubilizacion de P, por ser mas

competitivos y eficientes frente a las cepas nativas del suelo.

e Validar la propuesta de uso de inoculantes mezcla para cultivos leguminosos
alimenticios en diferentes zonas del pais, con caracteristicas de fijacion de N y

solubilizacién de P.
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Abreviaturas:

VIII.

ANEXO

Fv Fuentes de variabilidad

GL Grados de libertad

SC Suma de Cuadrados

CM Cuadrados medios

Fcal Valor calculado del estadistico F
P : Probabilidad de significancia
Cv Coeficiente de variabilidad
PSPA Peso Seco parte aérea

CUADRO 45: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en la
acumulacién de materia seca a la floracion (PSPA), del frijol Caraota

(Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P

aplicado, en condiciones de invernadero.

FV GL sC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 2| 17078039 | 0.8539020 3.35 | 0.0420%
CEPAS (C) 4 5.0977786 | 1.2744447 5.00 | 0.0016*
SUELO (S) 1 227.4943393 | 227.4943393 892.49 | <.0001**
FOSFORO (F) |2 0.2348897 | 0.1174448 0.46 | 0.6331NS
C*S 4 0.5367346 | 0.1341837 0.53 | 0.7167NS
C*F 8 0.2961530 | 0.0370191 0.15 | 0.9966NS
S*F 2 1.2613592 | 0.6306796 2.47 | 0.0931INS
C*S*F 8 04291115 | 0.0536389 0.21 | 0.9879NS
ERROR EXP 58 | 14.7841472| 0.2548991

ERROR TOTAL 89 | 251.8423171

CV 12.63%
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CUADRO 46: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el peso
seco de vainas a la floracion (PSV), del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.)

en dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de

invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 2| 0.01957400 | 0.00978700 0.97 | 0.3853NS
CEPAS (C) 4 2.65041573 | 0.66260393 65.65 | <.0001**
SUELO (9) 1 23.35537874 | 23.35537874 2313.95 | <.0001**
FOSFORO (F) 2 0.41961260 | 0.20980630 20.79 | <.0001**
C*S 4 2.05427254 | 0.51356814 50.88 | <.0001**
C*F 8 0.26336583 | 0.03292073 3.26 | 0.0039*
S*F 2 0.25758364 | 0.12879182 12.76 | <.0001**
C*S*F 8 0.19295835 | 0.02411979 2.39 | 0.0267*
ERROR EXP 58 | 0.58541120 | 0.01009330
ERROR TOTAL 89 | 29.79857264
CVv 18.03%

CUADRO 47: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el peso
seco total parte aérea (PTPA), del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en

dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de

invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 2 1.3616442 0.6808221 2.80 | 0.0688NS
CEPAS (C) 4 13.0009438 3.2502360 13.38 | <.0001**
SUELO (9) 1 396.6367037 | 396.6367037 1633.16 | <.0001**
FOSFORO (F) 2 1.1591843 0.5795922 2.39 | 0.1009NS
C*S 4 2.9417566 0.7354392 3.03 | 0.0246*
C*F 8 0.6723752 0.0840469 0.35 | 0.9439NS
S*F 2 0.4647880 0.2323940 0.96 | 0.3901NS
C*S*F 8 0.2693806 0.0336726 0.14 | 0.9971NS
ERROR EXP 58 | 14.0861693 0.2428650
ERROR TOTAL 89 | 430.5929457
CVv 10.82%
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CUADRO 48: Anadlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en la
nodulacion a la floracién, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos

tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de

invernadero.

FVv GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 2 1.2666667 0.6333333 0.39 | 0.6812NS
CEPAS (C) 4 659.4611111 | 164.8652778 100.58 | <.0001**
SUELO (9) 1 0.2250000 0.2250000 0.14 | 0.7124NS
FOSFORO (F) 2 659.4611111 | 164.8652778 100.58 | <.0001**
C*S 4 71.5388889 | 17.8847222 10.91 | <.0001**
C*F 8 46.9555556 5.8694444 3.58 | 0.0019**
S*F 2 15.2666667 7.6333333 4.66 | 0.0133*
C*S*F 8 109.1777778 | 13.6472222 8.33 | <.0001**
ERROR EXP 58 95.066667 1.639080
ERROR TOTAL 89 | 1036.225000
CVv 20.70511

CUADRO 49: Analisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en la
acumulacion de N en la materia seca a la floracion (mg/planta), del frijol
Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelo y a diferentes niveles

de P aplicado, en condiciones de invernadero.

FV GL sC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 2| 1836.49426 | 918.24713 3.24 | 0.0462 *
CEPAS (C) 4 18866.21868 | 4716.55467 16.66 | <.0001**
SUELO (S) 1 84299.10368 | 84299.10368 297.75 | <.0001%*
FOSFORO (F) |2 1053.08874 |  526.54437 1.86 | 0.1649NS
C*S 4 1391.86586 | 347.96646 1.23 | 0.3085NS
C*F 8 316.47533 39.55942 0.14 | 0.9970NS
S*F 2 419.68059 |  209.84029 0.74 | 0.4810NS
C*S*F 8 419.00452 52.37556 0.18 | 0.992INS
ERROR EXP 58 | 16420.7400 283.1162
ERROR TOTAL 89 | 125022.6717
CV 13.36%
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CUADRO 50: Anadlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en la

acumulacion de P en la materia seca a la floracion (mg/planta), del frijol

Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelo y a diferentes niveles

de P aplicado, en condiciones de invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 2 7.180704 | 3.590352 2.97 | 0.0590 NS
CEPAS (C) 4 158.639781 | 39.659945 32.83 | <.0001**
SUELO (S) 1 1806.362880 | 1806.362880 | 1495.41 | <.0001**
FOSFORO (F) 2 24.181531 | 12.090766 10.01 | 0.0002**
C*S 4 37.158073 | 9.289518 7.69 | <.0001**
C*F 8 2.380525 | 0.297566 0.25 | 0.9799NS
S*F 2 2.238122 | 1.119061 0.93 | 0.4017NS
C*S*F 8 5.338864 | 0.667358 0.55 | 0.8119NS
ERROR EXP 58 70.060381 | 1.207938
ERROR TOTAL 89 2113.540861
CVv 11.21%

CUADRO 51: Analisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en la

produccién de vainas/planta, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en

dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de

invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 1 0.150000 0.150000 0.33 | 0.5689NS
CEPAS (C) 4 4.19166667 | 1.04791667 2.32 | 0.0806NS
SUELO (S) 1 13.066667 13.066667 28.93 | <.0001**
FOSFORO (F) 2 1.233333 0.6166667 1.37 | 0.2713NS
C*S 4 7.8916667 | 1.97291667 4.37 | 0.0069*
C*F 8 11.058333 | 1.38229167 3.06 | 0.0127*
S*F 2 3.033333 | 1.51666667 3.36 | 0.0488*
C*S*F 8 10.008333 | 1.25104167 2.77 | 0.0209*
ERROR EXP 29 13.100000 | 0.45172414
ERROR TOTAL 59 63.733333
CVv 14.1%
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CUADRO 52: Anadlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en la
produccion de granos/planta, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en

dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de

invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 1 5.104167 5.104167 1.00 | 0.3260NS
CEPAS (C) 4 166.683333 41.670833 8.15 | 0.0002**
SUELO (9) 1 2413.004167 | 2413.004167 471.95 | <.0001**
FOSFORO (F) 2 69.925000 34.962500 6.84 | 0.0037*
C*S 4 22.766667 5.691667 1.11 | 0.3693NS
C*F 8 82.116667 10.264583 2.01 | 0.0812NS
S*F 2 13.758333 6.879167 1.35 | 0.2762NS
C*S*F 8 52.783333 6.597917 1.29 | 0.2869|NS
ERROR EXP 29 | 148.270833 5.112787
ERROR TOTAL 59 | 2974.412500
CVv 13.85%

CUADRO 53: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el peso
de granos/planta, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de
suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de invernadero.

FV GL sC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 1| 0.74816667 | 0.74816667 4.66 | 0.0392*
CEPAS (C) 4 6.98732333 | 1.74683083 10.89 | <.0001**
SUELO (S) 1 65.06250667 | 65.06250667 405.51 | <.0001**
FOSFORO (F) |2 2.64892333 | 1.32446167 8.25 | 0.0015**
C*S 4 1.26717667 | 0.31679417 1.97 | 0.1249NS
C*F 8 5.81602667 | 0.72700333 453 | 0.0012*
S*F 2 0.80964333 | 0.40482167 2.52 | 0.0977NS
C*S*F 8 464677333 | 0.58084667 3.62 | 0.0049%
ERROR EXP 29 | 4.65293333 | 0.16044598
ERROR TOTAL 59 | 92.63947333
CV 12.53%
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CUADRO 54: Anadlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el peso
100 semillas, del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos de suelo

y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de invernadero.

FV GL sC CM Feal. P(0.05)
BLOQUES 1| 87020417 | 8.7020417 2.30 | 0.1398 NS
CEPAS (C) 4 15.1378233 | 3.7844558 1.00 | 0.4223NS
SUELO ( S) 1 80.9449350 | 80.9449350 21.44 | <.0001**
FOSFORO (F) |2 9.2309633 | 4.6154817 1.22 | 0.3093**
C*S 4 45.8066233 | 11.4516558 3.03 | 0.0332*
C*F 8 88.8089867 | 11.1011233 2.94 | 0.0156*
S*F 2 1.2236700 | 0.6118350 0.16 | 0.8512NS
C*S*F 8 123.4307467 | 15.4288433 4.09 | 0.0023**
ERROR EXP 29 | 109.4983083 | 3.7758037
ERROR TOTAL 59 | 482.7840983
CV 9.72%

CUADRO 55: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el
rendimiento (kg/ha) del frijol Caraota (Phaseolus vulgaris L.) en dos tipos
de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en condiciones de invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 1| 7462.2493 | 7462.2493 4.63 | 0.0398*
CEPAS (C) 4 69818.6587 | 17454.6647 10.84 | <.0001**
SUELO (S) 1 650418.8990 | 650418.8990 403.98 | <.0001**
FOSFORO (F) |2 26557.1643 | 13278.5822 8.25 | 0.0015*
C*S 4 12651.6622 | 3162.9155 1.96 | 0.1264NS
C*F 8 58141.2608 | 7267.6576 451 | 0.0012*
S*F 2 8178.6386 | 4089.3193 2.54 | 0.0963NS
C*S*F 8 46516.3924 | 5814.5490 3.61 | 0.0050%
ERROR EXP 29 | 46690.2518 | 1610.0087
ERROR TOTAL 59 | 926435.1770
CV 1254752
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CUADRO 56: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el
contenido de N a nivel de grano (mg N/planta), del frijol Caraota (Phaseolus
vulgaris L.) en dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en

condiciones de invernadero.

FV GL SC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 1 979.05362 979.05362 3.78 | 0.0617NS
CEPAS (C) 4 11474.64979 | 2868.66245 11.07 | <.0001**
SUELO (S) 1 14833.70713 | 14833.70713 57.22 | <.0001**
FOSFORO (F) 2 3400.72758 | 1700.36379 6.56 | 0.0045*
C*S 4 4640.81882 | 1160.20471 4.48 | 0.0061*
C*F 8 8093.63110 | 1011.70389 3.90 | 0.0031*
S*F 2 1646.69151 823.34576 3.18 | 0.0566NS
C*S*F 8 10941.60151 | 1367.70019 5.28 | 0.0004*
ERROR EXP 29 | 7517.95364 259.23978
ERROR TOTAL 59 | 63528.83470
CVv 14.19148

CUADRO 57: Andlisis de variancia de la efectividad de las cepas de Rhizobium, en el
contenido de P a nivel de grano (mg P/planta) del frijol Caraota (Phaseolus
vulgaris L.) en dos tipos de suelo y a diferentes niveles de P aplicado, en

condiciones de invernadero.

FV GL sC CM Fcal. P(0.05)
BLOQUES 1| 5.4060017 | 5.4060017 6.02 | 0.0204*
CEPAS (C) 4 28.2014433 | 7.0503608 7.85 | 0.0002**
SUELO (S) 1 229.2042150 | 229.2042150 255.28 | <.0001%*
FOSFORO (F) | 2 1.6007700 | 0.8003850 0.89 | 0.4210NS
C*S 4 9.4861767 | 2.3715442 2.64 | 0.0539NS
C*F 8 27.0573467 | 3.3821683 3.77 | 0.0039%
S*F 2 18.4537900 | 9.2268950 10.28 | 0.0004**
C*S*F 8 31.4684933 | 3.9335617 4.38 | 0.0015*
ERROR EXP 29| 26.0376483 | 0.8978499
ERROR TOTAL 59 | 376.9158850
CV 13.95610
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