Yegs??

UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CARRERA DE INGENIERIA HORTICULTURA Y FRUTICULTURA

Proyecto de Investigacion previo
a la obtencion del titulo de
Ingeniero en Horticultura 'y
Fruticultura.

Titulo del Proyecto de Investigacion:

“EFECTO DE INOCULACION CON RIZOBACTERIAS EN EL CRECIMIENTO
Y PRODUCCION DE TRES VARIEDADES DE SOYA (Glicyne max L) EN EL
CANTON QUEVEDO”

Autor:

Damian Antonio Cedefio Saavedra
Director del Proyecto de Investigacion:

DR. Hayron Fabricio Canchignia Martinez

Quevedo - Los Rios - Ecuador

2016



DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

Yo, Damian Antonio Cedefio Saavedra, declaro que el trabajo aqui descrito es de mi
autoria; que no ha sido previamente presentado para ningun grado o calificacion profesional;

y, que he consultado las referencias bibliogréficas que se incluyen en este documento.

La Universidad Técnica Estatal de Quevedo puede hacer uso de los derechos
correspondientes a este trabajo, segun lo establecido por la Ley de Propiedad Intelectual, por

su Reglamento y por la normatividad institucional vigente.

Damian Antonio Cedefo Saavedra
Autor



CERTIFICACION DE CULMINACION DEL PROYECTO DE
INVESTIGACION

El suscrito, Dr. Hayron Fabricio Canchignia Martinez, Docente de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, certifica que el estudiante Damian Antonio Cedefio Saavedra,
realizo el Proyecto de Investigacion de grado titulado “EFECTO DE INOCULACION
CON RIZOBACTERIAS EN EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TRES
VARIEDADES DE SOYA (Glicyne max L) EN EL CANTON QUEVEDO?, previo a la
obtencion del titulo de Ingeniero en Horticultura y Fruticultura, bajo mi direccion,

habiendo cumplido con las disposiciones reglamentarias establecidas para el efecto.

Dr. Hayron Fabricio Canchignia Martinez

Director del Proyecto de Investigacion



CERTIFICADO DEL REPORTE DE LA HERRAMIENTA DE
PREVENCION DE COINCIDENCIA Y /O PLAGIO ACADEMICO

Urkund Analysis Result

Analysed Document: URKUN damian tesis.docx (D19517406)
Submitted: 2016-04-27 17:56:00

Submitted By: hcanchignia@uteq.edu.ec
Significance: 9%

Sources included in the report:

HFC PGPR genes de activacién.docx (D14962281)

TESIS Doctorado HFCM ter.pdf (D9920851)

COSECHA ROBADA CAP. 2.docx (D12751109)

GUERRA PROYECTO DE INVESTIGACION 25-02-2016.docx (D18180626)
LUIS ALBERTO BAUTISTA PALMA.pdf (D11288605)

Dr. Hayron Fabricio Canchignia Martinez

Director del Proyecto de Investigacion



g

Srs®?

UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CARRERA DE INGIENERIA EN HORTICULTURA'Y FRUTICULTURA

Certificacion de aprobacion por tribunal de sustentacion
PROYECTO DE INVESTIGACION
Titulo:

Efecto de inoculacién con rizobacterias en el crecimiento y produccion de tres
variedades de soya (Glicyne max L) en el Canton Quevedo

Presentado a la Comision Académica como requisito previo a la obtencion del titulo de

Ingeniero en Horticultura y Fruticultura.

Aprobado por:

PRESIDENTE DEL TRIBUNAL DE TESIS

Ing. Ramiro Gaibor

MIEMBRO DEL TRIBUNAL DE TESIS MIEMBRO DEL TRIBUNAL DE TESIS

Ing. Cesar Bermeo Ing. Luis Llerena

QUEVEDO - LOS RIOS - ECUADOR

2016



AGRADECIMIENTO

Deseo expresar mis mas sinceros agradecimientos a Dios por haberme dado la vida y
permitirme el haber llegado hasta este momento tan importante de mi formacion

profesional.

A mis padres Félix Cedefio y Rosa Saavedra por ser mis pilares y fortaleza en mi crecimiento
y formacion como persona y profesional, y a mis hermanos Jenny, Tomas, y Vanessa por su

apoyo y lucha incondicional a mi lado.

A mis sobrinos: Joselyn, Ricardo, Kevin, Thomas, Oscarito y Anthony, quienes han sido esa
fuente de motivacion para ser un ejemplo de lucha y constancia mostrando que querer es

poder.

A la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Facultad de Ciencias Agrarias Carrera
Ingenieria Horticultura y Fruticultura y el cuerpo de Docente que colaboraron en mi

formacion como profesional.

Al Director de Tesis, Fabricio Canchignia, por su orientacion técnica y oportuna en el

transcurso y culminacion de la presente investigacion.

A la empresa Rizobacter S.A. por permitirme desarrollar mi tema con la cobertura brindada

y su aportacion de las muestras de los inoculantes fabricados por los mismos.

Damian Antonio Cedefo Saavedra

Vi



DEDICATORIA

A mis padres y a Dios

porque le debo todo lo que soy.

Damian Antonio Cedefo Saavedra

Vi



RESUMEN

La produccion de soya se ha visto afectada por la variabilidad climética, que se ha hecho
visible en la fluctuacion de los niveles de produccién, por lo que fue necesario realizar una
investigacion en condiciones de humedad remanente en la zona de Quevedo en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Vegetal del Departamento de Biotecnologia de
la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, con el objetivo de determinar el efecto de
inoculacién con rizobacterias en el crecimiento y produccién de tres variedades de soya
(Glicyne max L), cuantificando el caracter morfoldgico de longitud y nimero de raices en
tres variedades de soya, tratadas con Bradyrhizobium japonicum y Pseudomona spp in vitro,
verificando la formacion de nodulos en tres variedades de soya al ser inoculadas por
Bradyrhizobium japonicum y Pseudomona spp, en invernadero, y analizando la respuesta
morfoldgica por rizobacterias para la etapa fisiologica de produccion. Los tratamientos
ensayados estuvieron constituidos por dos factores: tres variedades y cuatro cepas
(rizobacterias) con los cuales se establecieron doce tratamientos que fueron sometidos al
analisis de varianza y la prueba de Tukey al nivel 0.05. Se evaluaron los caracteres, longitud
de radicula y numero de raicillas, altura de planta, longitud de raiz principal, numeros total
de nodulos, dias a floracion, nimero de vainas, peso de 100 semillas, rendimiento. Del
analisis e interpretacion de los resultados se concluye: La bacteria Bradyrhizobium
japonicum tuvo un efecto positivo en el desarrollo radicular a los 7 dias en germinacion in-
vitro en la variedad de soya ICA-P34 e Iniap 307, no asi en Iniap 308, los inoculos
bacterianos Pseudomona fluorescens CHAO y Pseudomona veronii R4 mostraron un efecto
significativo para el estudio de esta variable se observd mayor nimero de raicillas en la
variedad Iniap 307 al ser tratadas con Bradyrhizobium japonicum. En nodulacién la bacteria
Bradyrhizobium japonicum presento la mayor cantidad de numeros de nddulos en la
variedad Iniap 308 viendo su eficacia en la interaccion genotipo — cepa, y la no formacion
de nddulos al ser expuesta a solucion que contenia Pseudomona fluorescens CHAO vy
Pseudomona veronii R4. Cuando se aplica la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum
acelero ligeramente el nimero de dias a la floracion en comparacion con cada variedad sin
rizobacteria. EI mayor nimero de vainas se obtuvo cuando se aplica Bradyrhizobium
japonicum ratificando lo positivo de Bradyrhizobium japonicum en las variedades ICA-P34

e Iniap-307 en lo que tiene que ver al peso de 100 semillas.
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Abstract

Soy production has been affected by climate variability, which has become visible in the
fluctuation of production levels, so it was necessary to investigate in wet conditions
remaining in the area of Quevedo in the Laboratory of Microbiology environmental and
Plant Biotechnology Department of the State Technical University of Quevedo, in order to
determine the effect of inoculation with rhizobacteria on growth and production of three
varieties of soybean (Glicyne max L), quantifying the morphological character length and
number roots in three soybean varieties, treated with Bradyrhizobium japonicum and
Pseudomonas spp in vitro, verifying the formation of nodules in three soybean varieties to
be inoculated Bradyrhizobium japonicum and Pseudomonas spp, in greenhouses, and
analyzing the morphological response rizobacterias for physiological stage of production.
The treatments tested were constituted by two factors: three varieties and four strains
(rizobacterias) with which twelve treatments were subjected to analysis of variance and
Tukey test at 0.05 level were established. Characters, radicle length and number of rootlets,
plant height, main root length, the total number of nodules, days to flowering, number of
pods, and weight of 100 seeds performance were evaluated. Analysis and interpretation of
the results it is concluded: The bacterium Bradyrhizobium japonicum had a positive effect
on root growth at 7 days germinating in- vitro in soybean variety ICA-P34 and Iniap 307,
but not in Iniap 308, the CHAOQ bacterial inoculants Pseudomonas fluorescens and
Pseudomonas veronii R4 showed a significant effect for the study of this variable highest
number of rootlets was observed in 307 Iniap variety when treated with Bradyrhizobium
japonicum. In nodulation bacteria Bradyrhizobium japonicum present as many numbers of
nodules in the variety Iniap 308 seeing its effectiveness in the interaction genotype - strain,
and no nodule formation when exposed to solution containing Pseudomonas fluorescens
CHAO and Pseudomonas veronii R4. When applied rizobacteria Bradyrhizobium japonicum
slightly sped up the number of days to flowering compared with each variety without
rizobacteria. The highest number of pods was obtained when applied Bradyrhizobium
japonicum confirming the positive of Bradyrhizobium japonicum in the ICA-P34 and Iniap-

307 varieties in what you have to do the weight of 100 seeds.
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Resumen:

La produccion de soya se ha visto afectada por la variabilidad climatica, que se ha
hecho visible en la fluctuacion de los niveles de produccion, por lo que fue necesario
realizar una investigacion en condiciones de humedad remanente en la zona de
Quevedo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Vegetal del Departamento
de Biotecnologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, con el objetivo de
determinar el efecto de inoculacion con rizobacterias en el crecimiento y produccion
de tres variedades de soya (Glicyne max L), cuantificando el caracter morfoldgico de
longitud y niimero de raices en tres variedades de soya, tratadas con Bradyrhizobium
Jjaponicum 'y Pseudomona spp in vitro, verificando la formacion de nédulos en tres
variedades de soya al ser inoculadas por Bradyrhizobium japonicum y Pseudomona
spp, en invernadero, y analizando la respuesta morfoldgica por rizobacterias para la
etapa fisiologica de produccion. Los tratamientos ensayados estuvieron constituidos
por dos factores: tres variedades y cuatro cepas (rizobacterias) con los cuales se
establecieron doce tratamientos que fueron sometidos al analisis de varianza y la
prueba de Tukey al nivel 0.05. Se evaluaron los caracteres, longitud de radicula y
nimero de raicillas, altura de planta, longitud de raiz principal, numeros total de
nédulos por planta, dias a floracion, nimero de vainas, peso de 100 semillas,
rendimiento. Del analisis e interpretacion de los resultados se concluye: La bacteria
Bradyrhizobium japonicum tuvo un efecto positivo en el desarrollo radicular a los 7
dias en germinacion in- vitro en la variedad de soya ICA-P34 e Iniap 307, no asi en
Iniap 308, los indculos bacterianos Pseudomona fluorescens CHAQ y Pseudomona
veronii R4 mostraron un efecto significativo para el estudio de esta variable se observo
mayor numero de raicillas en la variedad Iniap 307 al ser tratadas con Bradyrhizobium
Jjaponicum. En nodulacion la bacteria Bradyrhizobium japonicum presento la mayor
cantidad de numeros de nodulos en la variedad Iniap 308 viendo su eficacia en la
interaccidon genotipo — cepa, y la no formacion de nddulos al ser expuesta a solucion
que contenia Pseudomona fluorescens CHAO y Pseudomona veronii R4. Cuando se
aplica la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum acelero ligeramente el nimero de dias
a la floracion en comparacion con cada variedad sin rizobacteria. El mayor numero de
vainas se obtuvo cuando se aplica Bradyrhizobium japonicum ratificando lo positivo
de Bradyrhizobium japonicum en las variedades ICA-P34 e Iniap-307 en lo que tiene
que ver al peso de 100 semilla.
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Introduccion

El cultivo de la soya es una oleaginosa de alto valor nutritivo siendo consumida por nifios y
adultos por su alto nivel proteico y nutricional. Tiene una demanda importante en el pais,
siendo el mayor consumidor el sector avicola debido a que la torta de soya representa

alrededor del 15 al 20 % de la composicion de los alimentos balanceados.

En el Ecuador la soya es cultivada generalmente en suelos pobres en nitrogeno lo cual
repercute en sus bajos rendimientos y para incrementar estos, una alternativa es la utilizacion

de microorganismo con efectos benéficos para la planta y el medio ambiente.

El uso excesivo de agroquimicos interfiere en el equilibrio ecoldgico y ocasiona dafio en la
salud de los seres vivos, como intoxicaciones cuando se consume vegetales que han sido
irrigados, y contaminacion del agua, cuando se infiltran hacia aguas subterraneas que surten

a rios y lagos.

Mas de 120 especies conforman el grupo Pseudomonas spp., incluyendo bacterias con un
amplio espectro y caracteristicas diferentes, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
Pseudomona veronii R4 y CHAO y rizobios como Bradyrhizobium japonicum que crecen
en asociacion con las plantas y estimulan su crecimiento. Los cuales cumplen diferentes
funciones benéficas y por lo general logran cuando se combinan en una misma aplicacion,

efectos sinérgicos.

Las rizobacterias inducen al desarrollo de raices al estar en contacto con ellas, el acido
indolil-3-acético (AIA) es la principal auxina en plantas, al controlar muchos procesos
fisiologicos, division y alargamiento celular, diferenciacion de tejidos. La sintesis del AIA
por la bacteria en asociacion con la planta, captan el triptéfano del producto de degradacion
en raices y los exudados radiculares y mejoran la proliferacion de raices por la produccion

de AIA.

En cambio la interaccion rizobios - leguminosa le permite a la planta disponer de N
asimilable para sus diferentes requerimientos metabdlicos y adaptarse bien a suelos
empobrecidos con este nutriente, contribuyendo al crecimiento y a la productividad de las

plantas.

El beneficio del uso de microorganismo esta enmarcado dentro de una agricultura sostenible

que a largo plazo, contribuye a mejorar la calidad ambiental y los recursos béasicos de los



cuales depende la agricultura, satisfaciendo las necesidades basicas de fibra y alimentos

humanos, mejorando calidad de vida del productor y de la sociedad.

El presente trabajo plantea el uso de Rizobacteria Pseudomonas veronii R4, CHAO y
Bradyrhizobium japonicum para su inoculacion en semillas de soya y promover la
germinacién, en ambiente controlado. También se evalu6 desarrollo y produccién para:
altura de planta (cm), longitud de raiz principal (cm), niamero de nddulos por plantas, peso
de nddulos por planta (g), dias a floracion, numero de vaina por planta, peso de 100 semillas,
en gramo (g), rendimiento por planta (g) a fin de determinar parametros para evaluaciones
posteriores.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1 Problema de investigacion

1.1.1 Planteamiento del problema

En Ecuador la degradacion y contaminacion de los recursos naturales para la produccion
agricola es el mayor problema ambiental del pais, lo que supone un serio riesgo para la

seguridad alimentaria de la poblacion.

La creciente e inevitable demanda de alimentos en el mundo ha llevado a que los agricultores
utilicen cada vez mas grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados en sus cultivos para

aumentar los rendimientos.

La falta de informacién técnica por parte del agricultor en cuanto a la cantidad y momentos
de su aplicacion. Esto ha provocado efectos negativos en la salud humana y en el medio
ambiente por contaminacion de aguas superficiales y subterraneas. Por otra parte, ocasionan

desequilibrio nutricional en el suelo que afectan su fertilidad y su uso agricola.

El inadecuado uso y manejo de los suelos para los cultivos como la aplicacion intensiva de
agroguimicos a nivel mundial, ha provocado en éstos, severos procesos de deterioro
ambiental que se reflejan en su desactivacion biologica y en la pérdida de sus condiciones

para producir, lo que pone en serio riesgo la seguridad alimentaria de la sociedad.

1.1.2 Formulacion del problema

(Como incide el efecto de inoculacion con rizobacterias en el crecimiento y produccion de

tres variedades de soya (Glicyne max L) en el canton Quevedo?
1.1.3 Sistematizacion del problema.

e Como cuantificar los caracteres morfoldgicos de longitud y nimero de raices en tres

variedades de soya con Bradyrhizobium japonicum 'y Pseudomona spp, in vitro?

e Como verificar la formacion de nddulos en tres variedades de soya al ser inoculadas

por Bradyrhizobium japonicum 'y Pseudomona spp, en invernadero?

e CoOmo determinar el resultado de las tres variedades de soya de mejor respuesta a la

inoculacién con rizobacterias durante el crecimiento y produccion?



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Determinar el efecto de inoculacion con rizobacterias en el crecimiento y produccién de tres

variedades de soya (Glicyne max L) en el canton Quevedo.

1.2.2 Objetivos especificos

e Cuantificar el caracter morfolégico de longitud y nimero de raices en tres variedades

soya, tratadas con Bradyrhizobium japonicum y Pseudomona spp, in vitro.

e Verificar la formacion de nddulos en tres variedades de soya al ser inoculadas por

Bradyrhizobium japonicum y Pseudomona spp, en invernadero.

e Analizar la respuesta morfologica a la inoculacion por rizobacterias para la etapa

fisiolégica de produccion.



1.3 Justificacion

El trabajo de investigacion tiene como objetivo desplazar o minimizar el empleo excesivo
de agroquimicos en la fertilizacion del cultivo de soya. El estudio se focaliza al empleo de
tres rizobacterias que poseen caracteristicas funcionales distintas a la produccion de

metabolitos secundarios.

Dentro de este grupo de microorganismo, se destacan las rizobacterias no patogénicas del

género Pseudomonas spp y Bradyrhizobium japonicum.

El empleo de Bradyrhizobium japonicum, fluorescens CHAOQ y veronii R4 en la agricultura
mantiene funciones especifica que mejoran la productividad de las plantas, estos beneficios
se ven atribuidos por la capacidad de fijacion de nitrégeno la produccion de fitohormonas y
metabolitos secundarios que promueven el desarrollo en las plantas. De esta manera se quiere
corroborar si la inoculacion de estos microorganismos favorece al desarrollo e incremento
en la productividad en tres variedades de soya ICA- P34 — INIAP 308 — INIAP 307.

La simbiosis que se establece entre las bacterias Pseudomona spp y Bradyrizobium
japonicum en la soya es muy beneficiosa, no solo para las bacterias y las plantas, sino
también para el productor, dado que es factible esperar un incremento de rendimiento de la

soja (Glicyne max L) con un costo muy bajo.

Asi mismo la aplicacion al cultivo de forma conjunta de bacterias PGPR con bacterias
fijadoras de nitrogeno, presenta efecto benéfico que incluyen mejoras en el establecimiento

del sistema nodular, promocion del cultivo, y aumento de rendimiento.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1 Marco Conceptual

2.1.1 Inoculacion

Cuando un suelo no contiene naturalmente los Rhizobium o Bradyrhizobium especificos para
una leguminosa que se quiere cultivar, las cepas bacterianas necesarias tienen que ser
agregadas a ese suelo. Esta operacion, es facilmente llevada a cabo durante la siembra

Rhizobium (como un inoculante) sobre la semilla o en el surco de la siembra (Roma, 1995).

El término “inoculacion” se refiere a la incorporacion de una sustancia en un organismo los
cuales al ser aplicados al suelo o a las semillas pueden favorecer el aprovechamiento de los

nutrimentos en asociacion con una planta y su rizosfera (Redesmicrobianas, 2016).

2.1.2 Rizobacterias

Rizobacterias es el término que se utiliza para designar las bacterias capaces de colonizar las
raices de las plantas. Como una forma mas corta de designarlas se usa la sigla PGPR, la cual

corresponde a la expresion en inglés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (Hoyos, 2011).

2.1.3 Crecimiento

Es un aumento irreversible de las dimensiones del organismo y de la masa celular, la

formacion de nuevas estructuras de células y en toda la planta (Vegetal, 2012).

2.1.4 Produccion.

La produccién es la actividad a través de la cual los seres humanos actuamos sobre la
naturaleza, modificandolo para adaptarla a nuestras necesidades, o, lo que es lo mismo, el
proceso mediante el cual se transforman materiales en productos o se realiza un servicio
(Luque, 2010). También se puede decir que es la cantidad de producto primario obtenido de
un cultivo en el periodo de referencia, ciertos productos requieren un tratamiento preliminar

para su comercializacion o almacenamiento (INEC, 2010).



2.1 Marco Referencial

2.2.1 Produccion de Soya

Segun (BCE, 2013) el representante de laempresa APROCICO en el canton Quevedo, indic
que la superficie cosechada se mantuvo igual al periodo del afio pasado; en cambio los
rendimientos fueron menores y la produccion también decrecid en -20%. Los que manejan
dicha empresa no se encuentran optimista en cuanto a la produccién, pues prevé que la
superficie sembrada se va a mantener igual, tampoco experimentara cambios en su
produccion. Fue unanime al manifestar que la superficie cosechada fue menor, con un
decrecimiento de entre el 25% y 40%, en relacion a similar periodo del afio 2012. De igual

forma, consideran que el volumen de produccion también decrecid en el mismo porcentaje.

2.2.2 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), se caracterizan por lo
siguiente distintivos intrinsecos que deben ser competentes para colonizar la superficie de la
raiz, deben sobrevivir, multiplicarse y competir con otras microbiotas, al menos por el
tiempo necesario para expresar sus actividades de promocion / proteccion crecimiento de las

plantas, y se debe promover un crecimiento de las plantas (Kloepper, 1994).

2.2.3 La Presencia de Rizobacterias en la Planta

Las PGPR son bacterias de suelo que tienen la capacidad de colonizar raices y estimular el
crecimiento en las plantas se pueden encontrar en los diferentes generos bacterias:
Arthrobacter, Chryseobacterium, Curtobacterium, Gluconacetobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, y por los cuales las PGPR promueven mecanismos de
defensa tales como la resistencia sistematica inducida actualmente estan siendo investigados
intensamente desde el punto de vista de las vias de transduccién dentro de las plantas
(Solano, 2008).

2.2.4 Efectos de las PGPR en las Plantas

Dentro de los efectos benéficos que las PGPRs pueden tener sobre las plantas hay dos
grandes posibilidades: promocion del crecimiento (biofertilizacion) y reduccion en el dafio
causado por enfermedades (biocontrol). Con respecto a la promocion del crecimiento
vegetal, los beneficios reportados incluyen incrementos en las tasas de germinacion, peso,

altura, desarrollo radical, productividad, area foliar, contenido de clorofila, contenido de



magnesio, contenido de nitrégeno, contenido de proteina, actividad hidraulica, tolerancia a

la sequia y retraso en la senescencia foliar (Hoyos, 2011).

2.2.4.1 PGPR Promotoras en el Desarrollo de Raices

Las rizobacterias del suelo tienen la capacidad de colonizar raices y estimular el crecimiento
en plantas. Esta capacidad de promover el crecimiento ha sido relacionada con diferentes
actividades fisiologicas: 1) La sintesis de fitohormonas, como son citoquininas, giberelinas
y auxinas; 2) Mejora los factores que afectan la nutricion mineral, como la solubilizacion de

fosforo; 3) Proteccion de plantas hacia fitopatégenos (Rodriguez. D, 2007).

2.2.4.2 Fisiologia de la Promocién del Crecimiento

La actividad de los microorganismos promotores de crecimiento vegetal en general se inicia
con mecanismos de quimiotaxis que estan relacionados con la presencia de flagelos,
quimiorreceptores y sistemas de regulacion codificados genéticamente. Estos factores tienen
gran importancia sobre la habilidad de colonizar la rizosfera y mantener la comunicacion
entre las células de la raiz con los microorganismos presentes en el suelo las bacterias
capaces de interactuar con las raices de las plantas son extraidas por sustancias excretadas
por la raiz, que ocasionan el movimiento de la bacteria hacia el rizoplano de la planta 'y de

esta forma dar inicio a una relacion de beneficio mutuo. (Camelo M. , 2011).

2.2.4.3 Mecanismos Promocion del Crecimiento Vegetal

Los mecanismos directos de promocidn vegetal encierran varios procesos en los cuales, las
bacterias alteran el desarrollo vegetal. Estos mecanismos, empleados por bacterias, son muy
diversos y en algunos casos poco estudiados, sin embargo, se pueden diferenciar claramente
dos procesos esenciales: el primero consiste en la produccion de sustancias organicas,
producto del metabolismo secundario de las bacterias, que son capaces de promover
respuestas fisiologicas especificas en las células vegetales. El segundo mecanismo se puede
encontrar en la intervencion directa de los microorganismos en los ciclos biogeoquimicos,
en los cuales pueden hacer disponibles compuestos organicos e inorganicos que son

aprovechados por las plantas (Camelo, 2012).

2.2.5 Produccion de Fitohormona del Tipo AIA (Acido 3 indol acético)

La sintesis microbiana de las fitohormonas auxina (acido indol acético/AlA) ha sido

conocido por mucho tiempo. Se reporta que el 80% de los microorganismos aislados de la
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rizosfera de diversos cultivos poseen la capacidad de sintetizar y liberar las auxinas como
metabolitos secundarios (Ahemad, 2013). Generalmente, AlA es secretada por rhizobacteria
e interfiere con la planta en muchos procesos de desarrollo endogeno en la planta (Glick,
2012).

En general, IAA afecta la division celular vegetal, la extension y la diferenciacion; estimula
las semillas y la germinacion de los tubérculos; aumenta la tasa de xilema y desarrollo de las
raices; controla los procesos de crecimiento vegetativo; inicia la formacion de raices laterales
y adventicias; media las respuestas a la luz, y la gravedad de fluorescencia; afecta a la
fotosintesis, la formacién de pigmento, la biosintesis de varios metabolitos, y la resistencia
a condiciones de estrés. Acido indo acético, producido por rizobacterias probablemente
interfiere en los procesos fisioldgicos de las plantas superiores, cambiando la piscina planta
auxina. Por otra parte, IAA bacteriana aumenta el area de superficie de la raiz y la longitud,
y por lo tanto proporciona a la planta un mayor acceso a los nutrientes del suelo. (Ahemad,
2013).

2.2.6 Las PGPR como Biofertilizantes

La rizosfera es la zona bajo influencia directa de la raiz, es una zona rica en microflora y
nutrientes que provienen de los procesos fotosintéticos de la planta. Los microorganismos
que componen esa micro flora estdn fuertemente regulados tanto por las sefiales que envia
la planta como entre las que envian ellos mismos, existe un gran “dialogo molecular” en
toda la zona. Las PGPR colonizan el sistema radicular incrementando en muchos casos
la superficie de la rizosfera a la vez mejoran la disponibilidad de nutrientes al alcance de
la planta. Por si fuera poco expulsan de la rizosfera a posibles patogenos que podrian

dafiar a la planta (GAIA, 2012).

2.2.7 Pseudomona veronii R4

Las Pseudomonas spp son un grupo de bacterias con importantes propiedades de
biodegradacion y/o de control bioldgico pueden ocurrir por varias cepas en el grupo. Entre
éstos, los aislados de Pseudomonas veronii (es decir, R4), tiene actividad nematicida por la
generacion de los metabolitos secundarios, tal como 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4 DAPG) y

enzimas liticas extracelulares (Siddiqui, 2005).

La capacidad de enraizamiento en hojas adultas de vid. Para la cepa RE4 presentd una
importante correlacién entre la produccion de &cido indolacético e induccién de raices
secundarias Estudio sugieren que Pseudomonas fluorescens RE4 puede ser para bio-
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controlador de X. index y adicionalmente promover el desarrollo de raices de las plantas con

las que interacciona. (Canchignia, 2014).

2.2.8 Pseudomona fluorescens CHAO

Rizobacterias como Pseudomonas fluorescens CHAOQ, promueven el crecimiento de la planta
e inducen la respuesta defensiva a RSI, a diferencia de RSA. La respuesta defensiva RSA en
particular es inducida por un patégeno (Meziane, 2005). Y se ha comprobado que
contribuyen a la produccion de AIA y suprime una variedad de enfermedades de la raiz
causadas por patogenos de hongos del suelo (Stutz et al, 1986) y produce varios metabolitos
secundarios, en particular HCN, 2,4-diacetilfloroglucinol, pyoluteorin e indol - &cido 3-

acético (IAA) (DCfagoet al & .. DCfago & Haas, 1990).

2.2.9 Bradyrhizobium japonicum

Es una bacteria fijadora de nitrégeno gram negativa, en forma de barra, que desarrolla una
simbiosis con la planta de soya Glicyne max, pertenece a la familia, Rhizobiaceae que
incluye otras bacterias fijadoras de nitrogeno que se desarrollan simbiosis con leguminosas

(Misooury, 2008).

2.2.9.1 Rizobios

Las bacterias denominadas comunmente rizobios presentan varias formas de vida; pueden
comportarse como saprofitos en el suelo establecer una asociacion simbiotica y formar
nodulos con las raices y tallos de las leguminosas, donde tiene lugar la reduccion del
nitrogeno atmosférico en amonio, el cual es transportado a la planta y convertido en
biomoléculas esenciales, o bien estar presentes como endofito en raices de diferentes

especies vegetales, donde ejercen efectos promotores del crecimiento (Wang, 2001).

e Taxonomia

En 1888, fueron demostrado los origenes bacterianos de la fijacion de nitrégeno en nodulos
de las de leguminosas, nédulos que ya fueron descritos por Malpighi en 1679, y de donde
Beijerinck en el afio 1888 obtuvo el primer cultivo bacteriano puro, que lo llamo Bacillus
radicicola. Posteriormente, Frank en 1889, propuso el nombre de Rhizobium para estos

aislados, (Bastida, 2014).
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e Sistematica

Los rizobios estdn agrupados sistematicamente en la familia Rhizobiaceae en reino
Procariotas, que se caracteriza porque sus miembros tienen la capacidad de interactuar con

plantas, ya sea formando simbiosis estrechas, o dando origen a interacciones patogénicas.

Con el conocimiento de la existencia de cierta selectividad rizobios/ leguminosa, se habian
reconocido seis especies teniendo en cuenta la especie principal de leguminosa que nodulan.
Esto permiti6 definir dos grupos de acuerdo a su tasa de crecimiento, y se designaron como
Bradyrhizobium a los rizobios de crecimiento lento. Mientras que los de crecimiento rapido
se separaron en cuatro géneros: Azorhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium

(Garcia, 2004).

e Morfologia

Los rizobios son bacilos gram-negativos, madviles con flagelacion peritrica, polar o subpolar
se los encuentra aislados, de a pares, y a veces en disposicion estrellada formando rosetas.
No forman esporos y en cultivos de células en estado estacionario pueden contener granulos
de poli-P- hidroxibutirato (PHB). Los rizobios son bacterias que viven tanto en vida libre en
el suelo o dentro de los nddulos de las leguminosas en una forma Illamada bacteroide. Ambas
formas difieren en su morfologia y en su metabolismo (Quispel & Lodwig y Poole, 2003).
Principalmente, en vida libre son bacilos mdviles, incapaces de fijar N2 y utilizan una
variedad de fuentes de C, mientras que los bacteroides tienen formas irregulares, son
inmaviles, fijan N2 y solo pueden utilizar acidos dicarboxilicos como succinato o malato
como fuentes de C. La diferenciacion del rizobio a bacteroide va acompariada de profundos
cambios en el patron de expresion génica, que se traduce en los cambios morfolégicos y
fisiolégicos mencionados (Oke y Long & Natera et al., 2000) Los bacteroides son totalmente

dependientes de la planta hospedadora (Garcia, 2004).

2.2.9.2 Especificidad y diversidad de rizobios

Segun (Ferrera R. Cerrato, 2010), la relacion entre los rizobios y su hospedero es especifica,
es decir, cada especie nodula a un ntimero definido de hospederos y cada hospedero nodula
con un numero determinado de especies de rizobios. El grado de especificad varia
ampliamente entre las especies de rizobios, de tal forma que algunas tienen un amplio rango
de hospederos y nodulan leguminosas de diferentes tribus y subfamilias; otras tienen rangos

mas estrechos, nodulan géneros relacionados o solo especies de un género. En el caso mas
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extremo de especificidad ocurre cuando las cepas de rizobios discriminan hospederos dentro

de una misma especie de leguminosa.

2.2.10 La provision del Nitrégeno

Los suplementos del nitrogeno o fertilizantes cargados de proteinas en formas organicas,
usualmente son liberados de manera sustancial durante el primer afio después de su

aplicacion (Ramirez, 2007).
2.2.10.1 El nitrégeno del suelo

El nitrégeno del suelo es uno de los elementos de mayor importancia para la nutricion de las
plantas y mas ampliamente distribuido en la naturaleza. Se asimila por las plantas en forma
cationica de amonio NH4" 0 amonico de nitrato NO3 -. A pesar de amplia distribucion en la
naturaleza se encuentra en forma inorganica por lo que no se pueden asimilar directamente.
Ademas existen las formas gaseosas de N pero son muy pequenas y dificiles de detectar
como 0xido nitroso (N20), o 6xido nitrico (NO), didxido de nitrogeno (NO3), amoniaco

(NH3) y nitrégeno molecular presente en la atmosfera del suelo (N2) (FAO, 2010).

2.2.11 Lafijacion Bioldgica del Nitrogeno

La fijacion biologica del nitrégeno implica que la mayor parte del nitrogeno de N2
atmosférico es fijado a amonio, representando un punto clave de la entrada del n2 molecular
en el ciclo biogeoquimico del nitrogeno. En esta seccion describiremos las propiedades de
los enzimas nitrogenasas que fijan el nitrogeno y plantas superiores, las estructuras
especialisadas que forman las raices cuando son infectadas por una bacteria fijadora de
nitrogeno y las interacciones genéticas y de sefalizacion que regulan la fijacion en los

procariotas simbidticos y sus huéspedes (Zeiger L. T., 2006)

2.2.11.1 El nitrégeno es Fijado por Bacterias Libres y Bacterias Simbioticas

Como se sefiala anteriormente, algunas bacterias pueden convertir el nitrégeno atmosférico
en amonio. La mayoria de estos procariotas fijadores de nitrégeno viven libremente en el
suelo. Unos pocos forman asociaciones simbidticas con plantas superiores, la bacteria aporta
a la planta hospedadora nitrégeno fijado y lo intercambia por otros nutrientes y
carbohidratos. Dicha simbiosis tiene lugar en los nédulos que se forman en las raices de la

planta y que contienen las bacterias fijadoras de nitrogeno.
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El tipo més comun de simbiosis se produce en los miembros de la familia Leguminosae y
las bacterias del suelo del género Azorhizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium,
Rhizobium y Sinorhizobium (llamados generalmente rizobios). Otro tipo comun de simbiosis
se produce entre algunas especies vegetales lefiosas como los arboles aliso y las bacterias
del suelo del género Frankia. Hay también otro tipo de relacién simbidtica entre las
herbaceas Gunnera de Sud América y un pequefio helecho de agua Azolla con las

cianobacterias Nostoc y Anabaena, respectivamente (Zeiger L. T., 20006).

2.2.11.2 LaFijacion de Nitrogeno Necesita Condiciones Anaerobicas

Asi que el oxigeno inactiva irreversiblemente a la nitrogenada implica en la fijacion del
nitrogeno, el proceso de fijacion de nitrégeno tiene lugar en condiciones anaerdbicas. Cada
uno de los organismos fijadores de nitrogeno funcionan bien bajo condiciones anaerobicas

o bien crean un entorno interno anaerdbico en presencia de oxigeno.

En las cianobacterias, las condiciones anaerdbicas se crean en unas células especializadas
llamadas heterocistos. Los heterocistos son células de gruesas paredes celulares que se
diferencian cuando las bacterias filamentosas se ven privadas de NH4. Estas células, entre
otras adaptaciones, carecen de fotosistemas II, el fotosistema productor de oxigeno en la
fotosintesis, por lo que se genera oxigeno. Los heterocistos son una adaptacion para la
fijacion de nitrogeno ya que estan extendidos en cianobacterias filamentosas aerdbicas que

fijan nitrégeno (Zeiger L. T., 2006).

2.2.12 LaPlantaen la Simbiosis

2.2.12.1 Las Leguminosas Noduladas

La familia de las leguminosas es un grupo muy diverso con cerca de 20000 especies, la
mayoria fija nitrégeno en simbiosis con los rizobios del suelo. Se cree que la familia tuvo su
origen en las regiones tropicales, probablemente en Africa. No se tiene certeza de cuando
aparecieron las leguminosas; no obstante, se tienen evidencias fosiles de que las leguminosas

ya eran abundantes entre 35 y 54 millones de afios atrds (Ferrera R. Cerrato, 2010).

2.2.12.2 El proceso de Infeccion y Formacion del Nédulo

El proceso de infeccion se inicia de dos maneras diferentes que dependen de la especie de
planta. El mas estudiados es el proceso mediante el cual los rizobios penetran por los pelos
radiculares a través de un canal que se prolonga hasta las zonas subcorticales (Gage y

Margolin & LImpens y Bisseling, 2003). En el otro proceso, compartido con los nodos de
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infeccion en sistemas de fijacion simbiodtica de N2 en no leguminosas, los rizobios penetran
por roturas que generalmente ocurren en las axilas de raices secundarias emergentes y se
dispersan luego por los espacios intercelulares (Rossum, 1997). Dado que el primer proceso

es el que ocurre en soya, los expondremos con mas detalles a continuacion (Garcia, 2004).

wt * /
-
» v -
Figural. Micrografia de un hilo de infeccion la flecha Figura 2. Micrografia electronica original demostrando
simple sefiala el enrulado en la punta del pelo radicular y el enrulado de un pelo radicular

flecha doble el hilo o canal de infeccion, por donde los
rizobios migran hacia las células subcorticales de la raiz

El proceso de infeccion y nodulacién es complejo e involucra mecanismo de comunicacion
entre la raiz de la planta hospedera y los rizobios. Las bacterias se multiplican en la rizosfera.
Debido a la disponibilidad de material organico de facil asimilacion liberado por la raiz; la
interaccion inicia por el intercambio de sefiales quimicas entre ambos organismos. La raiz
libera flavonoides que activan la expresion de los (genes Nod) de los rizobios, que conduce
a la sintesis de oligosacaridos especificos denominados factores Nod (Ferrera R & Shultze

y Kondorosi, 2010).

Estos factores son liberados por la bacteria e inducen respuestas en la raiz, que incluyen la
despolarizacion de la membrana celular la deformacion de los pelos radicales y la induccion
de la expresion de los genes de la planta relacionados con la formacion y funcion de los
nodulos. Las respuestas ocurren solo en una pequefia area de la raiz donde los pelos radicales

estan creciendo (Ferrera R & Shultze y Kondorosi, 2010).

En las etapas tempranas de la interaccion los rizobios se adhieren firmemente al pelo radical,
el cual se deforman y se curvan. También en estas etapas tempranas, se forma el meristemo
nodular. En nédulos indeterminados, el meristemo nodular se forma en el cortex interno vy,
los nddulos determinados, este se forma en el cortex externo, justo debajo de la epidermis la

infeccion se inicia cuando los rizobios inducen una hidrolisis localizada de la pared celular,
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mientras que la membrana celular se invagina y se sintetiza nueva pared, dando origen al
hilo de la infeccion, una estructura tubular por donde penetran los rizobios. Al final del
proceso, los sistemas vasculares del nddulo y del tejido radical se juntan, completando asi la

formacion del nédulo (Ferrera R & Shultze y Kondorosi, 2010).

Los nédulos determinados detienen la division celular en etapas tempranas de desarrollo y
continan creciendo por expansion de las células hasta que alcanzan su tamafo. La mayor
parte de estas células son infectadas casi desde el principio por la division de células ya
infectadas. Los nodulos indeterminados, por el hecho de tener un meristemo apical,
continuan creciendo por division celular y continuamente adicionan nuevas cé€lulas al tejido
nodular. En este caso, las células son infectadas por los rizobios a medida que se van

diferenciando, por lo que se establece un gradiente de células (Ferrera R C. M., 2010).

2.2.12.3 EIl Proceso de Fijacion y Asimilacion de Nitrogeno

La fijacion de nitrégeno inicia entre los primero 15 a 20 dias después de la emergencia,
cuando los primeros nodulos se han formado (Ferrera R C. M., 2010). En esta etapa los
nodulos se transforman en una demanda activa de carbono a tal punto que cuando alcanzan
su mayor actividad pueden recibir entre 13 y 28 % del carbono neto producido por la planta

(Ferrera R. Cerrato, 2010)

La leghemoglobina le confiere el color rojo a los nédulos y puede alcanzar hasta 30 % del
total de las proteinas solubles. En nodulos muy activos hay una alta proporcion de esta
proteina, la cual se incrementa un poco antes de que inicie la actividad de la encima
nitrogensa el amonio producido es liberado por el bacteroide y es asimilado el citoplasma de

las células infectadas (Ferrera & Whipps, 2010).

2.2.13 Soya (Glicyne max L)

2.2.13.1 Origen

La soya se origino en el norte y centro de China y esta considerado como uno de los cultivos
mas antiguos. Las evidencias historicas y geograficas sugieren que la soya fue domesticada

primero en la mitad oriental de China entre los siglos XVII y XI a.C (Gomez, 2014).

2.2.13.2 Descripcion Morfoldgica

La soya pertenece a la familia de las papiliondceas y es una planta de ciclo anual que tiene

una altura de 20 centimetros a 2 metros. Las hojas son trifoliadas con hasta 4 foliolos por
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hoja, finos pelos de color gris y marron cubren vainas, tallos y hojas de esta planta, y su fruto
estd compuesto por una vaina que contiene de una a cuatro semillas. Son: entre 400 a 600
mm de lluvia durante el ciclo de la planta, 12 horas de luz por dia, una temperatura de 22 a
30 °C, y un suelo de franco arenoso o franco arcilloso con un pH que oscile entre 5,5 a 7,0.
La cosecha de esta planta puede ser utilizada como vegetal o como oleaginosa. Por lo tanto
la soya como oleaginosa tiene un alto contenido de aceite de aproximadamente el 20%, su

cantidad de proteinas bordea del 38 al 45% (Gomez, 2014).

2.2.13.3 Variedad de Soya ICA-P34

La soya ICAP-34 es el resultado del mejoramiento genético adelantado por el ICA en el
centro Experimental Palmira (Colombia). Es una variedad de alto rendimiento. Es resistente
a la mancha de ojo (Cercospora sojina), al mildui velloso (Pernospora manchurica) y la
mancha purpura (Cercospora kikuchii). Se comporta tolerante a pustula baceterial

(Xanthomonas phaseoli) al complejo viroso y a los crisomélidos.
Nombre Varietal y comercial: Soyica P-34

Genealogia: Davis x [AGS 129 x 568-(3)-1-7M...] (Ledesma, 2009).

e Caracteristica Agronomica

Tabla 1. Caracteristicas agronémicas ICA- P34

Agronémicas

Habitos de crecimiento Indeterminado
Dias a floracion 35a40

Dias a cosecha 100 a 110
Altura de planta (cm) 70 a 80

Altura de ler vaina 15a17
Acame de planta Tolerante
Vaina por planta 49a74
Semillas por vaina 2a4
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Semillas por planta 109 a 150
Peso de 100 semillas (g) 18 a20
Rendimiento promedio ( kg ha ') 2400 — 2700

Fuente: (Ledesma, 2009).

2.2.13.4 Variedad de Soya INIAP 308

La variedad INTIAP 308 es una variedad mejorada por seleccion de un grupo de cultivares

que fueron introducidos en el 2000 desde Santa Cruz de la Sierra, Bolivia. A la linea

seleccionada en 24 ensayos en las zonas de: Buena Fe, San Carlos, Pichilingue, Ventanas
San Juan, Montalvo, Pueblo Nuevo y en la Estacion Experimental del Litoral Sur “Dr.
Enrique Ampuero Pareja” (Boliche). La nueva Variedad supera los 3900 Kg/ha, y por otro

lado presenta una moderada resistencia a la enfermedad fungosa Mildiu (Pernospor

manshurica) (Jimenez, 2009).

e Caracteristicas Agronémicas

Tabla 2 Caracteristica agronomica INIAP 308

Agronémicas

Habitos de crecimiento Determinado
Dias a floracion 40 a 46
Dias a cosecha 110a 120
Altura de planta (cm) 67a78
Altura de ler vaina 14al6
Acame de planta Tolerante
Vaina por planta 49 a 74
Semillas por vaina 2a3
Semillas por planta 109 a 150
Peso de 100 semillas (g) 17 a20
Rendimiento promedio (kg ha ') 3984

Fuente: (Jimenez, 2009).
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2.2.13.5 Variedad de Soya INIAP 307

Esta variedad fue desarrollada por PRONAOL durante el periodo 1993-2003. Proviene del
cruce AGS-269 x UFV-10, con el pedigree Es546F2-39-3-2M y experimentalmente fue
denominada como linea 10528, se caracteriza por su alto rendimiento, no susceptible al
acame, adaptabilidad a las zonas altas y bajas, resistencia a cercosporosis, virosis, en menor
grado al nematodo agallador de las raices. Este material es de buena altura de planta y de
carga, lo que facilita la cosecha mecanizada, ademas, presenta un promedio de 48 vainas por

planta, misma que en mas de 50% presenta tres semillas (Guaman J, 2004).

e Caracteristicas Agronémicas

Tabla 3. Caracteristica agronomica INIAP-307

Agronomicas

Habitos de crecimiento Determinado
Dias a floracion 43 a 48
Dias a cosecha 105 a 120
Altura de planta (cm) 60 a78
Altura de ler vaina 14a18
Acame de planta Tolerante
Vaina por planta 40 a 60
Semillas por vaina 2a3
Semillas por planta 80 a 180
Peso de 100 semillas (g) 16 a 20
Rendimiento promedio ( kg ha ') 4467

Fuente: (Guaman J, 2004).
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2.2.14 Exigencia de la Nutricion de la Soya

La soya, presenta una alta acumulacion de proteinas en las semillas que la convierte en el
cultivo con la mayor demanda de Nitrégeno (N) y la menor produccién de biomasa de
semilla por foto asimilado producido. Por eso, el N es el nutriente mas critico para el cultivo.
Se estima que se requieren entre 70 y 80 kg de N para producir una tn de grano de soja. Es
decir, un rendimiento promedio de aproximadamente 3000 kg/ha es equivalente a una
demanda de 240 kg/ha de N (Guaman J, 2004).

2.2.15 Inoculacién de la Soya

Para dar respuesta a esta problematica, la ciencia y la industria desarrollaron la tecnologia
de inoculacion que, por su demostrado desempefio, se constituye como forma maés eficiente
para garantizar una adecuada provision de nitrogeno necesario en la composicion de
proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares; afectando positivamente sobre

los rendimientos y la sustentabilidad del sistema productivo (Rizobacter, 2015).

2.2.16 Rizo LiqTOP

Tecnologia Osmo Protectora, representa una evolucidon en inoculantes, es un inoculante

bacteriano que promueve un alto rendimiento metabolico y fisiologico de las bacterias.

La inclusion de sustancias Osmo Protectoras en su composicion y el manejo diferencial de
sus procesos de fabricacion, permiten mejorar el estado fisioldgico de las bacterias; a la vez
que aumentan la concentracion y la supervivencia bacteriana sobre la semilla y en el envase.
Contiene 1 x 10'° bacterias/mL a la fecha de elaboracion y 1 x 10° bacterias/mL a la fecha
de vencimiento. Su formulacion en base a Bradyrhizobium japonicum, asegura que la
radicula de la semilla germinada se infecte rapidamente, acelerando asi el proceso de
Fijacion Bioldgica del Nitrogeno. Permite el tratamiento anticipado de la semilla sin la

necesidad de agregar ningln tipo de aditivo extra. (Rizobacter, 2015).

2.2.17 Ventajas de la Inoculacion

La inoculacién es una practica fundamental sobre todo en areas donde antes no se ha
cultivado soya, aun cuando puede haber crecido en el mismo sitio otras fabaceas. La ventaja
de una buena inoculacion es proveer a cada semilla de una cantidad adecuada y suficiente
cantidad de bacterias en excelente estado fisiologico para lograr una efectiva nodulacion

(Cruz, 2012).
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2.2.18 Importancia de la Tecnologia de Inoculacion en las Leguminosas

A través de la inoculacion se agregan — sobre la semilla o directamente en el suelo —
microorganismos de la familia de los rizobios, especialmente seleccionados por su capacidad

para fijar nitrogeno, contenidos en los inoculantes.

Estos microorganismos poseen una enzima gracias a la cual inducen en la leguminosa las
formaciones nodulares fijadoras del nitrégeno del aire, el que se incorpora al organismo del

vegetal para su proceso metabodlico y desarrollo saludable.

La soya se abastece de N principalmente por la fijacion bioldgica. Si el suelo no dispone de
los rizobios adecuados para una eficiente FBN en simbiosis, se recurre a la inoculacion.
Mediante esta practica se agregan sobre la semilla o directamente en el suelo gran cantidad
de Rizobios que fijaran el nitrogeno adecuadamente. La obtencion de altos rendimientos en

soja requiere de una adecuada provision de nitrogeno (Rizobacter, 2015).
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CAPITULO 111

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1 Localizacion

3.1.1 Ubicacion del Ensayo

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Vegetal del Departamento de Biotecnologia de la de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicado en la Av. Quito Km 1 % via a Santo

Domingo de los Tsachilas de la provincia de Los Rios.

3.2 Tipo de Investigacion

Se realiz6 una investigacion de tipo experimental en la cual se evaluaron diferente material
vegetal de soya (Glicyne max L), ICA-P34, INIAP 307, INIAP 308 y rizobacterias
Bradyrhizobium japonicum (extranjeras) donadas por Rizobacter S.A., Argentina y P.

veronii R4, P. fluorescens CHAO del laboratorio de biotecnologia de la UTEQ.

3.3 Meétodos de la Investigacion

Se utilizé el método observacion y analitico partiendo de los resultados obtenidos en cada

proceso.

3.4 Fuentes de Recopilacion de Informacion.

En esta investigacion se recopilo informacion de fuentes primaria mediante la observacion
directa del experimento realizado, donde se mide la diferentes variables, sumandose a esto

(textos, revistas cientificas, documentos y otros) fuente secundaria.

3.5 Disefio de la Investigacion

Se empled un disefio completamente al azar con arreglo factorial con doce tratamientos cada

uno con tres repeticiones y 4 unidades experimentales.

3.6 Instrumento de la Investigacion

Los instrumentos de investigacion empleados en este trabajo se basan en procedimientos
experimentales validados por el efecto de las rizobacterias en el crecimiento y produccién
de la soya, analisis de datos mediante la aplicacion de software estadisticos y registro de

datos, en funcion del disefio experimental aplicado.
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3.6.1 Lainvestigacion se Condujo en Tres Fases Experimentales.

3.6.1.1 Capacidad Germinacién de las VVariedades Glycine max L. por Inoculacién de
las Rizobacterias.

a.- Preparacion del medio de cultivo 1L de King B, (peptona, 20,0; glicerol, 15 ml; KzHPOs4,
1,5; MgSQO4 x 7H20, 1,5; agua destilada (pH 7,2).

b.- Los aislados bacterianos crecieron en 250 ml de King B, a 28°C y 200 RPM hasta
alcanzar una concentracion de células de 1,11%° células/mL, por las 24 horas. Se
distribuyeron 150 ml en tubos falcon de 15 ml ** del medio de cultivo y fueron centrifugados
a 3000 x g por 10 min.

c.- Las bacterias fueron lavadas dos veces con un mismo volumen de PBS (Cloruro de sodio
NaCl, 8g; Cloruro de potasio KCI, 0,2g; Fosfato de disodio NaoHPO4 , 1.44 g; Fosfato de
potasio monobéasico KH2PO4, 0,24g, para 1L) estéril (pH 6,5 min) y re suspendidas en la

misma solucién.

d.- Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% durante tres minutos y
lavadas con agua destilada estéril por tres veces para retirar el exceso de agua fueron secadas

con papel toalla estéril.

e.- Las semillas de las tres variedades fueron sumergidas por 30 min en 10 ml de la solucion
PBS que contenian las rizobacterias: P. veronii R4, P. fluorescens CHAOQ. Del inoculante
RIZO — LIQ TOP que contenian como ingrediente activo Bradyrhizobium japonicum
(3ml/kg) de semillas, y del protector PREMAX (Iml/kg), las dos soluciones fueron

homogenizadas para una correcta distribucion del inoculante, sumergidas por 30 min.

f.- Para evaluar la respuesta de germinacion de las semillas por efecto de los inoculantes se
ubicaron 4 semillas por cajas Petri que contienen Agar agua equivalente al 7%, para

después proceder a evaluar a los 7 dias post inoculacion (dpi).

g.- Las variables registradas fueron: longitud de radicula (LR) y namero de raicillas (NR),
las variables longitud de radicula se midi6 desde el brote hasta el extremo final con una cinta
métrica expresando en centimetro los resultados y nimero de raicillas se hizo mediante un

conteo manual.

h.- Se realiz6 un Disefio Completamente al Azar doces tratamientos cada uno con tres

repeticiones y 4 unidades experimentales. Los datos fueron sujetos al ANOVA, los
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promedios fueron separados por procedimiento de comparacion multiple de Tukey SD con

un nivel de significancia del 5%, empleando Statgraphics.

3.6.1.2 Evaluacion de los Caracteres Morfologicos por Aplicacion de las Rizobacterias
a los 30 Dias.

a.- La desinfeccion de semillas y la preparacion de los inoculantes bacterianos fueron
realizados como se describe en el apartado (1d - 1e), para su inoculacion en recipiente con
un volumen 158,5 (g) que contenian (50 y 50 %) de turba y sustrato de tierra estéril.

b.- Fueron registrados las variables de crecimiento como: altura de planta (cm) AP, y
longitud de raiz principal (cm) LRP, nimero de nddulos por plantas NNP, peso de nédulos
por planta (g) PNP, evaluados a los 30 dias pos-inoculacién de las rizobacterias.

c.- Las variables altura de planta (cm), desde la base de la planta (cuello), hasta el dltimo
crecimiento apical. Longitud de la raiz principal desde la base de la planta (cuello) hasta el
final de la cofia de la raiz se emple6 una cinta métrica. Se realizo el conteo de peso de
nddulos por planta, para peso de nddulos en (g) se empled una balanza Scout Pro de 2,000

g con una precision de £ 0.1.

d.- Se realiz6 un Disefio Completamente al Azar con doces tratamientos cada uno con tres
repeticiones y cuatro unidades experimentales. Los datos fueron sujetos al ANOVA, los
promedios fueron separados por procedimiento de comparacion multiple de Tukey SD con

un nivel de significancia del 5%, empleando Statgraphics.

3.6.1.3 Evaluacién de Productividad por Aplicacion de las Rizobacterias a los 120

Dias.

a.- El siguiente ensayo fue realizado en fundas de vivero de 10 * 12 para evaluar variables
de produccién a los 120 dias, el proceso de desinfeccion e inoculacién fue realizado como

lo descrito anteriormente en el apartado (1d - 1e),

b.- La desinfeccion de semillas y la preparacion de los inoculantes bacterianos fueron
realizados como se describe anteriormente, para su inoculacion en recipiente con un volumen
de 1328,0 g con (50 y 50 %) de turba y sustrato de tierra estéril.

c.- Fueron registradas las variables de produccién como: dias a floracién (DF), numero de

vainas por planta (NVP), peso de 100 semillas en gramo (g), rendimiento (g).
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d.- Lavariable dias a floracion se determiné el niamero de dias transcurridos desde la siembra
hasta cuando el 50% mas una del total de las plantas de cada tratamiento presento por lo
menos una flor abierta. EI nimero de vainas por planta se la hizo tomando doce plantas al
azar, la variable semillas por vaina se realiz6 tomando 20 vainas y dividida por el nimero
de vainas por planta. El peso de 100 semillas (g) se utiliz6 una balanza Scout Pro de 2,000 g
con una precision de £ 0.1, para cuantificar esta Gltima variable se ajustd la humedad de la
semilla al 13%. Y el rendimiento por parcela se peso la produccion (g) de la parcela util a
final del experimento al 13% de humedad.

e.- Se realizé un Disefio Completamente al Azar con doces tratamientos cada uno con tres
repeticiones y 4 unidades experimentales. Los datos fueron sujetos al ANOVA, por la prueba
de comparacion multiple Tukey SD 95% de probabilidad, empleando Statgraphics.

3.6.2 Datos registrados y formas de evaluacion

3.6.2.1 Capacidad Germinacion de las Variedades Glycine max L por Inoculacion de
las Rizobacterias.

En donde se evaluaron las siguientes variables

e Longitud de Radicula Evaluados 7 (dpi) cm

Se tomo doce semillas germinadas tomadas al azar y se midio desde el brote de la radicula

hasta el extremo final con una cinta métrica expresado en centimetro.

e Numero de raicillas (NR)

Se toméd 12 semillas germinadas tomadas al azar y se realizo el conteo de las raicillas de

forma manual.

3.6.2.2 Evaluacion de los Caracteres Morfologicos por Aplicacion de las Rizobacterias

a los 30 dias.

Para poder analizar los caracteres morfologicos se evaluaron las siguientes variables.

e Altura de Planta (AP) (cm)
Se midieron doce plantas de cada tratamiento, tomando desde la base de la planta (cuello),
hasta el ultimo crecimiento apical usando una cinta métrica, se expreso en centimetro. Los

datos se registraron con base al promedio de plantas de cada tratamiento.
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e Longitud de la raiz (LRP) (cm)

Se midieron doce plantas de cada tratamiento, tomando desde la base de la planta (cuello)
hasta el final de la cofia de la raiz, usando una cinta métrica, se expreso en centimetro. Los

datos se registraron con base al promedio de plantas de cada repeticion.

e Numeros total de nédulos por planta (NTNP)

Se contd el nimero de nddulos de cada unidad experimental, dando como resultado el
numero total de nddulos de los tratamientos, este trabajo se realizoé cuando la planta tenia 30

dias.

e Peso de nédulos (PN) (g)

El registro de peso de nodulos en (g) se realizdé tomando 100 nddulos al azar del tratamiento
se empled una balanza Scout Pro de 2,000 g con una precision de + 0.1., este trabajo se

realizo cuando la planta tenia 30 dias.

3.6.2.3 Evaluacion de Produccion por Aplicacion de las Rizobacterias a los 120 dias.
Para Evaluar los Caracteres Morfologicos a Produccion.

e Dias a la floracion (DF)

Se determiné el niUmero de dias transcurridos desde la siembra hasta cuando el 50% mas una

del total de las plantas de cada repeticion presento por lo menos una flor abierta.

e Numero de vainas por planta (NVP)

Se tomaron doce plantas por tratamiento y se determiné el nimero de vainas por planta se

promedio.
e Peso de 100 semillas (g)

Se tomaron al azar cien semillas enteras por tratamiento. El dato fue expresado y ajustado al
13 % de humedad.

e Rendimiento

Se peso la produccidn por tratamiento (g) de la parcela util final del experimento ajustado al 13%
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3.7 Tratamientos de los datos

Se empleod un disefio Completamente al Azar con arreglo factorial 3*4 con doce tratamientos
cada uno con tres repeticiones y 4 unidades experimentales. Todos los datos fueron
sometidos al ANOVA, los promedios fueron separados por procedimiento de comparacion

multiple Tukey SD con un nivel de significancia del 5%, empleando Statgraphics.

3.8 Combinacion de los tratamientos:

Tabla 4. Combinacidn de los factores Genotipo — Cepa establecidos en doce tratamientos

Tratamiento Variedad Cepa Descripcion

T1 P34 Bj Bradyrhizobium japonicum
T2 P34 CHAO Pseudomona fluorescens
T3 P34 RE4 Pseudomona fluorescens
T4 P34 ) Sin aplicacion

TS5 INIAP 308 Bj Bradyrhizobium japonicum
T6 INIAP 308 CHAO Pseudomona fluorescens
T7 INIAP 308 RE4 Pseudomona fluorescens
T8 INIAP 308 3 Sin aplicacion

T9 INIAP 307 Bj Bradyrhizobium japonicum
T10 INIAP 307 CHAO Pseudomona fluorescens
T11 INIAP 307 RE4 Pseudomona fluorescens
T12 INIAP 307 ) Sin aplicacion

Autor: Damian Cedefio S.
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3.9 Recursos humanos y materiales

Esta investigacion se llevo a cabo con la direccion del Dr. Fabricio Canchignia Martinez, y

los gastos derivados de esta investigacion fueron del tesista y equipos e insumos del

Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Vegetal del Departamento de Biotecnologia de

la de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo.

Materiales

Materiales de oficina

Laptop hp

Impresora

Carpeta varilla de color
Resmas de papel bond A4
Libreta de campo

Internet

Material de campo

Algodon

Cajas Petri

Papel de aluminio
Papel de cocina

Gafa transparente
Lépiz demografico
Mechero de alcohol
Pinzas

Mascarilla

Pipetas

Picetas

Probetas graduadas
Vasos de precipitacion
Tubos eppendorf 1,5 ml
Guantes de examinacion

Tubos Falcon 15 ml
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Micro-pipetas 1000 uL, 200 uL,

Reactivos De Laboratorio

Bacto Agar

Fosfato de Potasio K2HP04
Sulfato de Magnesio MgS0O47H20
Glicerol

Peptona

Alcohol

Cloruro de sodio NaCl

Cloruro de potasio KCI

Fosfato de disodio Na;HPO4

Fosfato de potasio monobasico KH2PO4

Insumos

Vasos de 10 onz

Semillas

Sustrato y tierra esteril

Fundas de vivero 10 * 12
Inoculante bacteriano

- Bradyrhizobium japonicum

- Pseudomona fluorescens CHAO

- Pseudomona veronii R4

Equipos

Centrifugadora
Balanza de precision
Agitador y calentador
Autoclave

Flash memory (hp)

Camara fotografica Sony

Camara de flujo laminar
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CAPITULO IV

RESULTADO Y DISCUSION
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4.1 Resultado

4.1.1 Germinacion de Variedades Glicyne max L. por Efecto de Inoculacion de
Rizobacterias.

4.1.1.1 Longitud de Radicula Evaluados 7 (dpi) cm.

La capacidad de regeneracion del sistema radicular fue evaluada para la variable longitud de
raiz, encontrando diferencia significativa entre los tratamientos. Los resultados en la
variedad ICA- P34 por aplicacion de B. japonicum mejora la repuesta fisiologica con el
aumento del sistema radicular con 5.00 cm, a diferencia de las semillas no tratadas que se
obtuvieron longitudes de 3.67 cm. Por el contrario la aplicacion de P. veronii R4 y P.
fluorescens CHAO, inhibieron la formacion tejido radicular con longitudes de 0.6 y 0.00 cm

respectivamente.

Las semillas de INIAP 308, al no ser tratadas con los inoculantes bacterianos, respondieron
con el mayor promedio de longitud radicular de 5 cm, a diferencia de las semillas expuestas
con Bradyrhizobium japonicum, la formaciéon de tejido disminuye con longitudes promedios
de 3 cm. La aplicacién de P. veronii R4 y P. fluorescens CHAO repercute en el proceso de

germinacion no existiendo la formacion de tejido radicular.

Las semillas de soya INIAP 307 que fueron tratadas B. japonicum, mejoran la formacion de
raices con longitudes de 8.67 cm. Y las semillas al no estar inoculadas presentd formacion
radicular de 6 cm, disminuyendo la formacion de raices al estar las semillas tratadas con las
cepas P. veronii R4 y P. fluorescens CHAO, con promedios de longitudes de 4 y 1 cm.

respectivamente.
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Grafico 1 Prueba de germinacion de variedades de semillas de soya con o sin rizobacterias.
Longitud de radicula: variedad ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias.

Figura 3 Longitud radicular: a. ICA- P34 con B. japonicum; b. ICA- P34 con CHAQ; c.
INIAP-308 con R4; d. ICA-P34 con R4; e. INIAP-307.

Prueba de germinacion de variedades de semillas de soya con o sin rizobacterias. A)

Longitud de radicula: variedad ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias B.
japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4. Evaluado a los 7 dias. B) Longitud
radicular: a. ICA- P34 con B. japonicum; b. ICA- P34 con CHAQO; c. INIAP-308 con R4; d.
ICA-P34 con R4; e. INIAP-307 con B. japonicum Germinacion de Los valores con letras
similares no presentan diferencia estadistica a nivel de (P<0,05), por el procedimiento de

comparaciones multiples de Tukey. Las barras de error indican la desviacion estandar (DS).
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4.1.1.2 Numero de Raicillas a 7 (dpi)

La formacion al ndmero de raices secundarias por semilla germinada, muestra alta
significancia estadistica entre las variedades de soya e los inoculantes bacterianos. Los
resultados obtenidos en la variedad ICA-P34 por aplicacion B. japonicum, no mejoro la
respuesta fisioldgica en el aumento de raicillas de 2 por semilla, a diferencia de las semillas
no tratadas que obtuvieron mayor nimero de raicillas de 3 para esta variedad. Por el contrario
la aplicacion de P. fluorescens CHAO y P.veronii R4 inhiben en formacion de tejido

radicular.

Los resultados obtenidos en la variedad INIAP-308 en el control gener6 el mayor promedio
de 4 raices por semilla, a diferencia de las semillas tratadas con B. japonicum que disminuyo
a 2 raices por semilla. Las exposiciones de las semillas de INIAP-308 a P. fluorescens CHAOQ
y P. veronii R4, no permite la generacion de sistema radicular, inhibiendo completamente la

formacion de raices.

Las semillas de soya INIAP-307 que fueron tratadas con las rizobacteria B. japonicum,
mejoran en formacion de 9 raicillas por semilla germinada. Las semillas de INIAP-307 como
control regeneran un promedio de 5 raices por semilla. La aplicacion de P. fluorescens CHAOQ
y P. veronii R4 disminuye en regeneracion de tejido radicular con un promedio de 1y 4

raices por semilla, respectivamente.
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Grafico 2 Numero de Raicillas de Variedades de Soya ICA- P34; INIAP- 308; 307 con 0 sin
rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAQO, P. veronii R4. Evaluado a los 7 dias.

Figura 4 Numero de raicillas a. ICA-P34 con B. japonicum; b. INIAP-307 con B.
japonicum; c. INIAP-307 con P. veronii R4

Numero de raicillas de variedades de semillas de soya con o sin rizobacterias B.
japonicum, P. fluorescens CHAQ, P. veronii R4. Evaluado a los 7 dias. B) a. ICA-P34 con
B. japonicum; b. INIAP-307 con B. japonicum; c. INIAP-307 con P. veronii R4
Germinacion de Los valores con letras similares no presentan diferencia estadistica a nivel
de (P<0,05), por el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey. Las barras de error

indican la desviacién estandar (DS).
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4.1.2 Evaluacion de los caracteres morfologicos por aplicacion de las rizobacterias a
los 30 dias.

4.1.2.1 Altura de planta

La altura que se generd por cada variedad de soya tratada con las rizobacterias evaluada a
los 30 dias en la fase de vivero, presento diferencia estadistica significativa entre las
variedades y los inoculantes bacterianos. En la variedad ICA-P34 los inoculantes B.
japonicum y P. fluorescens CHAO genera el mayor promedio de altura de planta de (21,33
y 20,67 cm). A diferencia de las semillas tratadas con P. veronii R4 o sin la bacteria

disminuye en altura de planta (18,67 - 18,33 cm) respectivamente.

Los resultados en la variedad INIAP-308 al inocular las semillas con B. japocicum se obtuvo
la mayor altura por planta con un promedio de 18,00 cm, en igualdad estadistica al
tratamiento sin el inoculante bacteriano con 17,60 cm. La aplicacion de P. fluorescens CHAOQ
y P. veronii R4, disminuye en altura con promedios entre 16.00 y 14,33 cm respectivamente.

La aplicacion de la rizobacteria Pseudomona fluorescens CHAO en la variedad INIAP-307
incremento la altura de planta de soya con 22,00 cm, seguido de los tratamientos que
contuvieron rizobacterias Pseudomona veronii R4 con 21,67 cm y Bradyrhizobium
japonicum con 21,33 cm. Observando la menor altura de planta sin inoculante bacteriano

con 17,00 cm.
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Grafico 3 Variedad ICA- P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias B. japonicum, P.
fluorescens CHAO, P. veronii R4. Evaluado a los 30 dias.

ki

Figura 5 a. Variedad ICA-P34 con B. japonicum;
b. ICA- P34 con P. fluorescens CHAQ.

A). Caracteres morfoldgicos por aplicacion de las rizobacterias altura de planta a los
30 dias. ICA- P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias B. japonicum, P.
fluorescens CHAO, P. veronii R4. Evaluado a los 30 dias. B) a. ICA-P34 con B. japonicum;
b. ICA- P34 con CHAO. Valores con letras similares no presentan diferencia estadistica a
nivel de (P<0,05), por el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey. Las barras

de error indican la desviacion estandar (DS).
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4.1.2.2 Longitud de raiz principal por planta de soya

Al analizar longitud de raiz por planta se determind diferencias estadisticas entre los
tratamientos a los 30 dias después de la inoculacion, la variedad ICA-P34, al ser expuesta a
la rizobacteria P. veronii R4 y sin el inoculante genera el mayor promedio en longitud con
(14 y 13 cm). La disminucion del sistema radicular se verifico en presencia de la rizobacteria

B. japonicum y P. fluorescens CHAOQ con promedios de 12 y 11 cm respectivamente.

En la variedad INIAP-308, las semillas inoculadas con B. japonicum, P. veronii R4 y sin el
inoculante las plantas generan el mayor promedio en longitud del sistema radicular con 15
cm respectivamente, siendo similares estadisticamente entre si pero difiriendo
estadisticamente de la rizobacteria P. fluorescens CHAO que obtuvo el promedio més bajo
con 11 cm de longitud de raiz.

La variedad INIAP-307, se determind la mayor longitud de raiz por aplicacion de P.
fluorescens CHAOQ y P. veronii R4 con (20 - 21 cm). Se verifico la disminucion del sistema
radicular por aplicacion de B. japonicum y el control con promedios entre (17 y 15 cm)

respectivamente.
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Grafico 4 Longitud de raiz principal por planta de soya a los 30 dias variedad ICA-P34, INIAP
308, 307, expuestas a las rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAQ, P. veronii R4.
Evaluado a los 30 dias.
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Figura 6 Variedad a. ICA-P34 con B. japonicum; b. INIAP — 308 con P.
fluorescens CHAQ; c. INIAP-307- P. veronii R4.

A) Longitud de raiz principal por planta de soya a los 30 dias variedad ICA-P34, INIAP 308,
307, expuestas a las rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.
Evaluado a los 30 B) a ICA-P34 con B. japonicum; b. INIAP — 308 con CHAQ; c. INIAP-
307- P. veronii R4. Los valores con letras similares no presentan diferencia estadistica a
nivel de (P<0,05), por el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey. Las barras

de error indican la desviacion estandar (DS).
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4. 1.2.3 Numero de noédulos por planta

El nimero de nddulos que se generd para cada variedad de soya tratada con las rizobacterias
evaluadas a los 30 dias en la fase de vivero, se determind diferencias estadisticas entre los
tratamientos. En la variedad ICA-P34 y la rizobacteria B. japonicum presento un promedio
de 10 nédulos/planta. La exposicion de las semillas a P. fluorescens CHAO, P.veronii R4 y

el control no existe generacion de nddulos en el sistema radicular.

La variedad INIAP 308 se observa capacidad de nodulacion al ser tratadas con B. japonicum
presentando un promedio de 14 nodulos/planta, a diferencia de los demas tratamientos P.

fluorescens CHAO, P. veronii R4, y el control que no presentaron nédulos respectivamente.

La variedad INIAP 307 que fueron tratadas B. japonicum, presento un promedio de 10
nodulos / plantas donde los demas inoculantes bacterianos como P. fluorescens CHAO, P.

veronii R4, no presentaron formacién de nédulos.
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Grafico 5 Numero de nddulos por planta variedad ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las
rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4. Evaluado a los 30 dias.

S GOR d
Figura 7 Variedades. a. ICA-P34 con B. japonicum; b.
INIAP - 308 con R4; c. INIAP- 307 con P. fluorescens
CHAO.

A) Numero de nédulos por planta ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias B.
japonicum, P. fluorescens CHAQ, P. veronii R4. Evaluado a los 30 dias. B) a. ICA-P34 con
B. japonicum; b. INIAP - 308 con R4; INIAP- 307 con P. fluorescens CHAO. Los valores
con letras similares no presentan diferencia estadistica a nivel de (P<0,05), por el
procedimiento de comparaciones multiples de Tukey. Las barras de error indican la

desviacion estandar (DS).
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4.1.2.4 Peso de nédulos

El peso de nodulos que se generd para cada variedad de soya tratada con las rizobacterias
evaluadas a los 30 dias en la fase de vivero, se determind diferencias estadisticas entre los
tratamientos. En la variedad ICA-P34 y la rizobacteria B. japonicum presento un promedio
de 4,27 g. La exposicidon de las semillas a P. fluorescens CHAOQ, P.veronii R4 y el control no

existe generacion de nddulos en el sistema radicular.

La variedad INIAP 308 se observa que el inoculante bacteriano B. japonicum presentando
un promedio de peso de nodulos de 6,51 g, a diferencia de los demas tratamientos P.
fluorescens CHAO, P. veronii R4, y el control que no presentaron nddulos respectivamente.

La variedad INIAP 307 que fueron tratadas B. japonicum, presento un promedio de 5,20 g,
donde los demas inoculantes bacterianos como P. fluorescens CHAO, P. veronii R4, no hay

formacion de nédulos.

6,51 5,20

Peso de nodulos a los 30 dias (g)
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Grafico 6 Peso de nddulos, inoculados con Bradyrhizobium japonicum en balanza Scout Pro de
2,000 g con una precision de £ 0.1.
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4.1.3 Evaluacion de caracteres morfolédgicos al desarrollo vegetativo en la etapa de

produccion

4.1.3.1 Dias a floracion

Los dias a floracién en la variedad ICA-P34 por respuesta a la aplicacion de rizobacterias,
se determind diferencias estadisticas entre los tratamientos. Las semillas que fueron tratadas
con B. japonicum reduce los dias a floracion a 35 dias. A diferencia de rizobacterias P.
fluorescens CHAO vy las no tratadas con inoculante bacteriano que los dias a floracién
aumentan con 42 dias y mientras que P.veronii R4 mostro promedio de 40 dias/floracion.

La variedad INIAP 308, que fue tratada con el inoculante B. japonicum se reduce los dias de
45 en comparacion al tratamiento sin inocular con 50 dias/floracién. Mientras que las
rizobacterias P. fluorescens CHAOQO y P. veronii R4 mostraron promedio entre (47 — 46

dias/floracion) respectivamente.

La variedad INIAP 307, tratadas con B. japonicum reduce en 43 dias/floracion y en
comparacion a los demas tratamientos P. fluorescens CHAO., P. veronii R4., y sin inocular

que presentaron promedios entre 42 — 45 - 47 dias.
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Grafico 7 Dias a floracion de soya variedades ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las
rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.

Figura 8 Variedad de soya a. ICA-P34 con B .japonicum;
b. INIAP- 308 con CHAQO; c. INIAP-307 con P. veronii
R4.

A). Dias a floracién de soya de ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias B. japonicum,
P. fluorescens CHAO, P. veronii R4. B) a. ICA-P34 con B. japonicum; b. INIAP- 308 con P.
fluorescens CHAO; INIAP-307 con P. veronii R4. Los valores con letras similares no presentan
diferencia estadistica a nivel de (P<0,05), por el procedimiento de comparaciones multiples de

Tukey. Las barras de error indican la desviacion estandar (DS).
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4.1.3.2 Numero de vainas por planta

Para evaluar el nimero de vainas por planta, muestran alta significancia estadistica para los
tratamientos. La aplicacion de rizobacteria en las variedades de soya se observa el aumentd
en nimero de vainas por planta en ICA- P34 por la aplicacion del inoculante B. japonicum
que presento el mejor promedio con 49 vainas/planta, seguido P. fluorescens CHAO., P.
veronii R4 que presentaron promedios entre 36 — 31 vainas/plantas obteniendo el promedio
mas bajo el tratamiento sin inocular con 27,67 % para esta variedad.

La aplicacion de B. japonicum en la variedad INIAP-308 se observa el mejor promedio para
esta variedad con 46 vainas/plantas. A diferencia de la aplicacion de P. fluorescens CHAO,
P. veronii R4 con 38 — 32 vainas/planta en el orden respectivo, donde el tratamiento sin
inocular difirio estadisticamente de los demas tratamientos presentando el promedio mas

bajo con 28 vainas/planta.

Los resultados observados en INIAP-307 por aplicacion de B. japonicum se obtiene el mayor
numero con 50 vainas/plantas. A diferencia de la aplicacion de P. fluorescens CHAO — P.
veronii R4 con promedios que van desde 37 — 35 vainas/plantas que fueron superiores al

tratamiento sin inocular con 21vainas planta respectivamente.
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Grafico 8 Numero de vainas por planta de soya A) ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las
rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.

Figura 9 Variedad de soya a. ICA- P34 con P. fluorescen
CHADO, b. INIAP-308 con B. japonicum, c¢. INIAP-307 con
P.veronii R4.

A). Numero de vainas por planta de soya A) ICA-P34, INIAP 308, 307, expuestas a las rizobacterias
B. japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4. B) a. ICA- P34 con CHAO, b. INIAP-308 con
B. japonicum, INIAP-307 con P. veronii R4. Los valores con letras similares no presentan diferencia
estadistica a nivel de (P<0,05), por el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey. Las

barras de error indican la desviacion estandar (DS).
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4.1.3.3 Peso de 100 semillas de soya en (g)

En relacion al peso de 100 semillas, plantas tratadas con la rizobacteria en fase de vivero,
presento diferencia estadistica significativa entre las variedades e inoculantes bacterianos.
La variedad ICA-P34 con B. japonicum registré el mejor promedio mas alto con 17,34 g, y
P. fluorescens CHAO con 15,89 g. A diferencia de las semillas tratadas con P. veronii R4 y

el control que presentaron promedios entre (15,81 — 14,49 g) respectivamente.

La variedad INIAP-308 tratadas con P. veronii R4 presentd el promedio més alto con 15,78
g seguido del tratamiento P. fluorescens CHAO con 15, 41 g comportandose estadisticamente
similar. La aplicacion de B. japonicum registro un promedio de 12,08 g, y sin el inoculante

bacteriano con 11,38 g fueron los promedios mas bajos para esta variedad.

Al observar los resultados de peso de 100 semillas en la variedad INIAP-307 con el
inoculante bacteriano B. japonicum presento el promedio mas alto con 17,35 g. A diferencia
P.veronii R4 y P. fluorescens CHAOQ presentaron promedios de (15,789 y 14,65 Q)
respectivamente siendo similares estadisticamente. EI promedio méas bajo lo obtuvo el

tratamiento sin inocular con 12,00 g para esta variedad.
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Grafico 9 Peso de 100 semillas ICA-P34, INIAP-308, 307, expuestas a las rizobacterias B.
japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.

Figura 10 Peso de 100 semillas
variedad INIAP-307 en balanza Scout
Pro de 2,000 g con una precision de +
0.1.

A). Peso de 100 semillas ICA-P34, INIAP-308, 307, expuestas a las rizobacterias B. japonicum,
P. fluorescens CHAO, P. veronii R4. B) a. peso de 100 semillas variedad INIAP-307 en balanza
Scout Pro de 2,000 g con una precision de £ 0.1. Los valores con letras similares no presentan
diferencia estadistica a nivel de (P<0,05), por el procedimiento de comparaciones mdltiples de

Tukey. Las barras de error indican la desviacion estandar (DS).
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4.1.3.4 Rendimiento

En relacion al rendimiento las plantas con la rizobacterias en fase de vivero la variedad ICA-P34 con
B. japonicum registro el mejor promedio mas alto con 18,50 g, y P. fluorescens CHAO con 15,40 g.
A diferencia de las semillas tratadas con P. veronii R4 y el control que presentaron promedios entre
(12,24 — 13,19 g) respectivamente.

La variedad INIAP-308 tratadas con P. fluorescens CHAO presento el promedio més alto con 15,50
g seguido del tratamiento P. veronii R4 con 15,39 g comportandose estadisticamente similar. La
aplicacién de B. japonicum registro un promedio de 12,65 g, y sin el inoculante bacteriano con 11,55
g fueron los promedios mas bajos para esta variedad.

Al observar los resultados de rendimiento en la variedad INIAP-307 con el inoculante bacteriano B.
japonicum presento el promedio mas alto con 21,09 g. A diferencia P. veronii R4 y P. fluorescens
CHAO presentaron promedios de (16,33 y 15, 02 g) respectivamente siendo similares

estadisticamente. EI promedio mas bajo lo obtuvo el tratamiento sin inocular con 9,03 g para esta

variedad.
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Grafico 10 Eendimiento por tratamiento ICA-P34, TNIAP-308, 307, expuestas a las
rizobacterias B. japonicum, P. fluorescens CHAQ, P. veronii R4.

50



4.2 Discusioén

Germinacion de Glicyne max L. por Efecto de Inoculacion de Rizobacterias

El proceso de germinacion de variedades de soya al ser expuesta a las rizobacterias se
determind longitud de raiz in vitro a los 7 dias, encontrando la mayor longitud radicular de
9 cm para INIAP 307 con B. japonicum, estos resultados concuerdan con los obtenidos por
(Cassén, 2009), verificando longitud radicular con 9 cm, de semillas de soya expuesta a B.
japonicum con las cepas (E109 y Az39). La no inoculacion de B. japonicum en semillas de
INIAP-307, reduce la longitud a 6 cm, concordando con (Cassan, 2009), que las semillas sin

el inoculante bacteriano disminuye la longitud radicular.

La inoculacion de P- fluorescens CHAO y P. veronii R4 reduce la longitud radicular con un
promedio de 2 - 4 cm en las variedades de soya INIAP 307, 308 y ICA- P34 obteniendo
resultados inferiores a los de (Dey, 2004) que reporto el aumento en longitud de raiz de
cacahuete, JL24 cultivar de Pseudomona fluorescens PGPR1, PGPR2, PGPR4, PGPRS5,
PGPR6 y PGPR7 con 8,4 cm y no fluorescens PGPR3, PGPR8, PGPR9 cony 7,6 cm. En

la variedad ICA-P34 la adicion de B. japonicum mejora el desarrollo radicular con 5 cm.

La aplicacion de B. japonicum a las semillas de soya de las tres variedades, mejoran en
longitud y ndmero de tejido radicular. Las rizobacterias en contacto con las raices de las
plantas son capaces de sintetizar reguladores de crecimiento de tipo auxinico. Las auxinas
como el AIA favorecen al desarrollo del sistema radicular, estos reguladores de crecimiento

son sintetizados por las rizobacterias (Garcia, 2004).

La altura de soya a los 30 dias post inoculacion con las rizobacterias en las tres variedades
de soya INIAP- 307, 308 y ICA-P-34 alcanzaron longitudes inferiores entre 14 — 22 cm a
los encontrados por (Dey, 2004) que obtuvo en sus resultados entre 30.60 — 28.60 cm
utilizando Pseudomona spp obteniendo asi mayor altura de planta a los controles. Al inocular
las semillas con B. japonicum los resultados alcanzados en este trabajo fueron superiores a
los valores reportados por (Sotelo, 2006) en su investigacion emplearon B. japonicum +

Cianobacterias en soya evaluado a los 30 dias, con la altura de planta de 10,58 cm.

La longitud del sistema radicular por variedades de soya, mejora la habilidad de las plantas
con la absorcidn de nutrientes disponible del suelo, que ejercen cambios en las propiedades
morfoldgicas y fisioldgicas del sistema radicular. Donde la variable longitud de raiz por

planta a los 30 dias el mejor resultado lo obtuvo la variedad INIAP- 307 inoculada con la
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rizobacteria P. veronii R4 con 21 cm, siendo inferiores a obtenidos por (Dey, 2004)
observando parametros de crecimiento en la longitud de raiz utilizando Pseudomona
fluorescens en cultivo de mani que obtuvo entre 33,40 — 38,90 siendo superiores a los
resultados obtenidos en este ensayo.

La produccidn de auxinas por las PGPR incide en la estructura de la arquitectura del sistema
radicular. Rizobacterias sobre-productoras del AlA inciden en la formacion excesiva de las
raices adventicias. (Pietrarelli & J.L. Zamar, 2008).

La formacion al nimero de nodulos por planta a los 30 dias post-inoculacion de las
rizobacterias, en las tres variedades de soya se observa la formacion de esta caracteristica
por la inoculacién de B. japonicum. En la variedad INIAP-308 inoculada con B. japonicum
se obtuvo promedio de 14 nodulos. Caso contrario la aplicacion de B. japonicum en Lotus
corniculatus L. (Barrientos, 2002) obtuvo 9,6 nodulos a los 30 dias. La formacién de nddulos
en las raices son responsabilidad de los microorganismos y si no existe la presencia de ellos
no hay plantas que formen nodulos (UPNA, 2008). No se mostro formacion de nddulos por

aplicacion de P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.

El peso de nédulos es un indicador que existe presencia de N? en ellos mientras mas pesa el
nddulo méas cantidad de N? en su interior en ser liberado (Racca, 2010). En relacion al peso
de nodulos se encuentran entre 4,27 y 6,51 g, por aplicacion de B. japonicum. Los resultados
alcanzados en este trabajo fueron superiores a lo reportado por (Palma, 2014), quien empleo
turba estéril + B. japonicum no alcanzaron los valores promedios encontrados en la presente
investigacion a los 30 dias post-evaluacion con 5,47g. Segun (IPNI, 2012) indica que el color
rojo al interior de los nddulos es producido por la presencia de un inoculo, el mismo que
obliga a la planta a provocar una proteina llamada Leghemoblobina esta proteina especial
contiene hierro y molibdeno y es responsable por inmovilizar el oxigeno del nédulo lo que

permite un ambiente favorable para las bacterias permitiéndoles vivir y fijar nitrogeno.

Los aspectos morfoldgicos a la edad productiva de la soya, la cantidad de numero de vainas
alcanzados en esta investigacion fueron superiores con 50 vainas en la variedad de soya
INIAP — 307 inoculadas con B. japonicum siendo superior a los reportados por (Franco,
2015) que obtuvo 25,2 en la variedad de soya Vernal utilizando B. japonicum. Y (Hernandez,
2008) utilizando Bradyrhizobium japonicum + Vitavax en la variedad Verdnica con

promedio de 36,59 nimero de vainas por planta.
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En relacion al peso de 100 semillas los resultados obtenidos en las tres variedad de soya la
que mejor promedio mostro en relacién a esta variable fue la variedad INIAP - 307 con
17,359 siendo superior a los reportados por (Hernandez, 2008) con promedios 16,93 g,
utilizando Bradyrhizobium japonicum + Vitavax en la variedad Veronica, y siendo inferiores
a los de (Mejia, 2012) que registro promedios de 19,26 utilizando Micorrizas +B. japonicum

en soya.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1 Conclusiones

e La bacteria Bradyrhizobium japonicum mostro su mayor eficacia en el desarrollo
radicular a los 7 dias en germinacion in-vitro en las variedades de soya ICA-P34 e
INIAP 307, no asi en INIAP-308.

e Los inoculos bacterianos Pseudomona fluorescens CHAOQ y Pseudomona veronii R4
mostraron un efecto no significativo para el estudio de esta variable. Se observa mayor
numero raicillas en la variedad INIAP-307 al inocularla con Bradyrhizobium japonicum.

e En nodulos, la bacteria Bradyrhizobium japonicum presento la mayor cantidad de
numero de nodulos en la variedad INIAP 308 viendo su eficacia en la interaccion
genotipo - cepa, y la no formacién de nddulos al ser expuestas al inoculo Pseudomona

fluorescens CHAO y Pseudomona veronii R4.

e Se determin0 que la rizobacteria Pseudomona veronii R4 aumento la longitud de raiz en
las variedades de soya ICA-P34. INIAP 307, a los 30 dias.

e Cuando se aplica la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum acelero ligeramente el

numero de dias a la floracién en comparacion con cada variedad sin rizobacterias.
e EIl mayor numero de vainas se obtuvo cuando se aplica Bradyrhizobium japonicum
ratificando lo positivo de Bradyrhizobium japonicum en las variedades ICA-P34 e

INIAP-307 en lo que tiene que ver el peso de 100 semillas.

e Se comprobd que la variedad de soya INIAP-307 inoculado con Bradyrhizobium

japonicum genera un mayor rendimiento en la produccién de esta variedad.
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5.2 Recomendaciones

e Utilizar la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum para el desarrollo radicular a los 7
dias en germinacion in-vitro en las variedades de soya ICA-P34 e INIAP 307.

e Usar la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum por su efecto en la formacién nédulos

en plantas de soya INIAP-308 gracias a su eficacia en la interaccion genotipo- cepas.

e Aplicar la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum de tipo comercial para acelerar

ligeramente los dias de floracion.

e Emplear la rizobacteria Bradyrhizobium japonicum para aumentar el nimero de vainas

en las variedades ICA-P34 e INIAP-307 en lo que tiene que ver al peso de 100 semillas.
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CAPITULO VII

ANEXO
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Anexo 1 Trabajo de Campo

B Cr i o7

Suspensidn bacteriana en Buffer PBS de cepas P. fluorescens CHAQ; P. veronii
R4.

Siembra de semillas de soya dentro de la cabina de flujo laminar
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Plantulas de soya ICA-P34, INIAP -308, INIAP-307. Inoculada con Bradyrhizobium
japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.

Plantas de soya en fase vegetativa ICA-P34, INIAP -308, INIAP-307. Inoculada con
Bradyrhizobium japonicum, P. fluorescens CHAO, P. veronii R4.
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Peso de 100 semillas (g). Balanza Scout Pro de 2,000 g con precisién
de = 0.1- INIAP-307. Inoculada con Bradyrhizobium japonicum, P.
fluorescens CHAO, P. veronii R4.
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Anexo 3 Costos de la investigacion

DESCRIPCION DE GASTOS

VAL

CAN SUBTO v
MATERIALES DE OR IVA TOTA
FECHA LABORATORIO RAZON SOCIAL TIDA UNIT TAL A 12% L
D 12% 0%
ARIO
PROQUILIM productos
20/8/2015 | ALCOHOL POTABLE Quimicos de Limpieza 4 1,56 6,24 0,75 6,99
DISTRIBUIDORA
ALGONDON MOCACHE 2 25 25 5,00
GUANTES DE LA VICTORIA Distribuidor
30/6/2015 | EXAMINACION de productos farmacéuticos 1 75 75 0,90 8,40
GAFAS TRANSPARENTE 1 1,43 1,43 0,17 1,60
CLORO 5% 2 1,15 2,3 0,28 2,58
15/17/201 | MASCARILLA BLANCA
5 DESECHABLE CASA FERRETERIA FONG 3 0,09 0,27 0,03 0,30
MASCARILLA BLANCA
20/8/2015 | DESECHABLE CASA FERRETERIA FONG 1 0,09 0,09 0,01 0,10
MASCARILLA BLANCA
19/8/2015 | DESECHABLE CASA FERRETERIA FONG 1 0,09 0,09 0,01 0,10
MASCARILLA BLANCA
9/7/2015 | DESECHABLE CASA FERRETERIA FONG 2 0,09 0,18 0,02 0,20
MASCARILLA
12/8/2015 | DESCARTABLE CINTA BOTICA INGLESA S. A 1 0,18 0,18 0,02 0,20
MASCARILLA
12/8/2015 | DESCARTABLE CINTA BOTICA INGLESA S. A 1 0,18 0,18 0,02 0,20
MASCARILLA
24/8/2015 | DESCARTABLE CINTA BOTICA INGLESA S. A 1 0,18 0,18 0,02 0,20
MASCARILLA
PLASTICA FILTROS
25/6/2015 | SENCILLA CASA FERRETERIA FONG 1 3,53 3,53 0,42 3,95
CORPORACION EL
29/7/2015 | MASCARILLA ROSADO S. A 1 0,13 0,13 0,02 0,15
9/5/2015 | MANDIL PATO’S ORIGINAL 1 175 15,63 1,88 17,51
Suma= | 4748
MATERIALES DE
OFICINA
CARPETA BARILLA DE
8/8/2015 | COLOR MUNDO OFFICE 3 0,31 0,93 0,11 1,04
CARPETAS DE CARTON 10 0,27 2,7 0,32 3,02
CD 2 15 3,00
ESFERO BIG FINA
21/9/2015 | AZUL/NEGR MUNDO OFFICE 2 0,31 0,62 0,07 0,69
MARCADOR
DEMOGRAFICO 2 15 0,00 3,00
RESMA DE HOJA 1 34 3,40
Suma= 14,15
MATERIALES VARIOS
29/4/2016 | COPIA /ANILLADO 18 18,00
COORPORACION EL
14/8/2015 | CINTA DE EMBALAJE ROSADO S.A 1 0,53 0,53 0,06 0,59
COORPORACION EL
14/8/2015 | CINTA DE EMBALAJE ROSADO S.A 2 0,58 1,16 0 0,14 1,44
3/10/2015 | CINTA METRICA JUAN MARCET 2 1,07 2,14 0,26 2,40
CORPORACION EL
6/8/2015 | CLAVOS ROSADO S.A 1 1,95 1,95 0,23 2,18
COMISARIATO LA
8/7/2015 | EMBUDO FORTUNA 1 0,85 0,85 0,10 0,95
19/7/2015 | PAPEL ALUMINIO TIA 3 1,78 5,34 0,64 5,98
PAPEL DE ALUMINIO
8/7/2015 | GOLD COMERCIAL PENAFIEL 1 12 12 0,14 1,34
25/11/201 DISTRIBUIDOR SUPER
5 PAPEL DE COCINA TIENDA QUEVEDO 2 15 3 0,36 3,36
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PAQUETE DE MOLDE

14/7/2015 | ALUMINIO JIMSANPLASTIC 1 | 134 134 0,16 1,50
VASOS DE 10 ONZ 4 | 075 3 0,36 2,22
SUMA
= 39,96
MOVILIZACION
TRANSPORTE 1340 x 0,25 335,00
FLETES 15 15 15,00
SUMA
= 350,00
COMPRA DE LAPTO
30/8/2013 | COMPRA DE LAPTO CLARO 1 430 | 383,12 46,07 | 430,00
TOTA
L= | 430,00
REPARACION DE
LAPTO
REPARACION DE LAPTO
19/5/2016 | EN PLACA NIVEL 3 AXA PC 1 62,5 750 | 70,00
SUMA
= 70,00
INSUMOS
CORPORACION EL
3/8/2015 | TIERRA ROSADO S. S. A 1 | 155 | 155 1,55
CORPORACION EL
4/8/2015 | TIERRA Y MASCARI ROSADO S. A 1 1,68 0,20 1,88
CORPORACION EL
26/7/2015 | TIERRA ABONADA ROSADO S. A 2 | 168 | 336 0,00 3,36
COORPORACION EL
13/7/2015 | TIERRA ABONADA ROSADO S.A 2 | 168 | 336 0,40 3,76
FUNDAS PARA VIVERO
10*10 1 3 3 0,36 3,36
FUNDAS PARA VIVERO
28/9/2015 | 8*12 JIMSANPLASTIC 1 | 179 | 179 021 2,00
BIO-ESTIMULANTE
14/8/2015 | EVERGREEN 250CC AGRIPAC S. A 1 | 674 6,40
SEMILLAS
9/6/2015 | ECUAQUIMICA
KILO
SEMILLAS AGRIPC S. A S
ENVIO DE INOCULANTE
BACTERIANO RIZOBACTER S. A 70,00
SUMA
= 92,31
INTERNET CNT
CORPORACION
NACIONAL DE
TELECOMUNICACION SUMA
10/07/201 | \NTERNET CNT CNT 21 | 2024 L= | 42504
4- VALOR
29/04/201 TOTAL
6 = 1468,94
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Apero 4. Analisis de varianza de prueba de germinacion - longitud de radicula
evaluada a los 7 dias en el estudio del efecto de inoculacion com rizobacteria en fres
variedades de sova — Quevedo. 20146

Fuente de Crados de Sumade  Coasdrados F pvalor
variacion Libertad Cuadrados Medios Calculada

Total 35 3948200

Variedad 2 95,3200 48,0000 10,0000 (L30T =
Cepas 3 171.8300 57,0000 13,0000 <1001 =*
Variedad * Cepas 6 20 2500 30000 1.0 (L5226 M5
Error 24 108 4200 5,000

Coelcienie de variacon 36,00 %

5 = Mo sipmificaiive
** = Alomants wpmificative

Ampexo 5. Amalisis de varianza del numero de raicillas a los 7 dias en el estudio del efecto
de inoculacion con rizobacteria en tres variedades de sova — Quevedo. 2016

Fuente de CGrados de Suma de Cuosdrados F p-valor
variacion Libertad  Cuadrados Medios Calculada
Total 35 438, 2000 35,0000
Variedad 2 1646,0600 830000 17,0000 < 0001 *=
Cepas 3 104, 4400 35,0000 7,0000 0,0015 KS
Variedad * Cepas 6 49,7200 8, 0000 2,0000 0,1702 NS
Error 24 118 6700 5, 0000

Coeficiente de variacion 42.77 %

N5 =Mo dmmficathre
** = Altemante arzificatve

Apexo 6. Analisis de varianza de altura de planta a los 30 dias en el estudio del efecto
de inoculacion con rizobacteria en tres variedades de sova — Quevedo. 2016

Fuente de CGrados de Suma de Coadrados F p-valor
variacion Libertad Cuadrados Aedios Calculada
Taotal 35 287, 0800
Variedad 2 1287200 64,0000 **  1E,0000 <0.0001 **
Cepas 3 35,0000  12,0000N5  3,0000 0,0401 NS
Variedad * Cepas 6 375000  GO0000NS  2,0000 0,1570 NS
Error 24 56,5700 4,0000

Coeficiente de variacion 10.03 %

N5 =Mo dmmficathre
** = Altemante arzificatve
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Apexo 7. Analisis de varianza de longitud de raiz por planta a los 30 dias en el estudio
del efecto de inoculacion con rizebacteria en tres variedades de soya — Quevedo. 2016

Fuente de Crados de Suma de  Cuadrados F p-valor
variacion Libertad Cuadrados Medios Calculada
Taotal 35 4763700
Variedad 2 201, 7600 04,0000 17,0000 <0.000] **
Cepas 3 30, 5000 13,0000 2, 0000 0,1173 N5
Variedsd * Cepas & B9, 3500 15,0000 2,0000 0,0541 N5
Error 24 145 6700 5, N0

Coeficiente de variaciom  16.44 %

N5 =No dpmficario
** = Alemants sgmficiie

Anexo 5. Analisis de varianza del numere de nodulos por planta de sova en el estudio
del efecto de inoculacion con rizebacteria en tres variedades de soya — Quevedo. 2016

Fuoente de Grados de Suma de Cuadrados F p-valor
variacion Libertad Cuadrade: Medios Caloulada
Total 33 857,9100
Variedad 2 7.2000 3 6000 §91,0000  <0.0001 **
Cepas 3 28,1500 2750000 53002,0000  <00001 *
Variedad * Cepas & 22,4400 3.7400 718, 0000 00001 *+*
Error 24 0,1300 0.0010

Coeficiente de variaciom 2.57 %

**+ = Alrants sipmfiame

Anexo O Analisis de varianza del peso de nodules por planta en el estudio del efecto de
inoculacion con rizebacteria en tres variedades de sova — Quevedo. 2016

Fuoente de Crado: de Sumade Cuadrados F p-valor
variadon Libertad Cuadrados Aledios Caloalada
Total 35 23 5
Variedad 2 0,0800 0,00 25035 5000 <0 (001 =
Cepas 3 23,1900 77300 4637040000  <0,0001 **
Variedad * Cepas 6 0,2500 0,000 2503,5000  <0,0001 *=*
Error 24 0,1300 0,0010

Coeficiente de variacion 047 %

** = Ahomanie dpmifiaie

72



Apero 10. Analisis de varianza de dias a floracion en el estodio del efecto de inecnlacion
con rizobacteria en tres variedades de sova — Quoevedo. 2014

Fuente de Grados de Sumea de Coadrados F p-valor
variacon Libertad Cuadrados MMedios Calculada
Total 35 1468, 2400
Variedad 2 E15, 5500 ANE OO0 52,0000 <0L000] *
Cepas 2598 5700 100, DO 130000  <00001 =*
Variedad * Cepas & 164, 7700 27,0000 4,0000 0,0148 N5
Error 24 1E8 2500 &, i

Coeficiente de variaciom 6.00 %

N5 =No sgmbcatno
** = Altaments dpmficate

Apexro 11. Analisiz de varianza del numers de vainas por planta en el estudio del
efecto de inoculacion con rizobacteria en tres variedades de sova — Quevedo. 20146

Fuente de Grados de Suma de Coadrados F pvalor
Vvariacion Libertad Cuadrados AMedios Calculada
Total 35 3401,2600
Variedad 2 41,9600 2,0000 0,0000 1.0000 M5
Cepas 3 22705800 7430000 160000  <0,0001 **
Variedad * Cepas & 52,3400 14 0000 0, 0000 1.0000 NS
Error 24 10843800 45,0000

Coeficiente de variaciom 1857 %%

N5 =No sigmficathva
** = Altamanis dgnificimoe

Anpexo 12 Analisic de varianza del peso de 100 semillas en el estudio del efecto de
inoculacion con rizebacteria en tres variedades de sova — Quevedo. 2016

Fuente de Grados de Sumia de Coadrados F p-valor
variacon Libertad Cuadrados Medios Calculada
Total 35 145 4100
Variedad 2 34,6500 173400  187.7800 <0.0001 **
Cepas 3 65,0500 216800 2348100  <0,0001 **
Variedad * Cepas & 44 4600 7,4100 02400 <0001 **

Error 24 22200 0. DS00

Coeficiente de variaciom 2.05 %
** = Altaments dpmficate
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Apexo 13, Analisiz de varianza del rendimiento por planta en el estudio del Efecto de
inoculacion con rizebacteria en tres variedades de sova — Quevedo. 2016

Fuente de Crados de Snma de Cnadrados F p-valor
variacion Libertad Cuadrades: Medios Calculada
Total 35
Variedad 2 0, 2 B0 0, 1400 0.3200 0,7301 M5
Cepas 3 2,7200 {1, 9200 20400 03,1356 M5
Variedad * Cepas ] 1,200 0,3100 0, 5300 0,66504 M5
Error 24 10,5800 0, 2400

Coeficiente de variaciom 17.43 %%

N5 =Np dpmfcatm
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