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RESUMEN

Se evaluo la eficiencia en la fijacion bioldgica de nitrégeno de Bradyrhizobium asociado a
la absorcion del fosforo de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en soya, se
realizaron tres experimentos dos a nivel de laboratorio y uno en campo, combinando los
beneficios de la utilizacion de Bradyrhizobium y micorrizas en plantas de soya. A nivel de
laboratorio, se evaluaron dos factores: cepas con cinco niveles y variedades con dos
niveles, se usd un disefio completamente al azar en arreglo factorial 7 x 2 con tres
observaciones; los tratamientos fueron la combinacion de los factores cepas y variedades
comerciales P-34 e Iniap-307.Para la comparacion de medias se utiliz6 la prueba de Tukey
al 5% de probabilidad. Se utiliz6 el disefio de blogues completos al azar (DBCA) en
arreglo factorial 4 (Indculos) x 2 (Variedades), con cuatro repeticiones, cada uno
conformado por la mejor cepa de micorrizas a nivel de campo y se aplicé la prueba de
Tukey al 5% de probabilidad. En el primer experimento se evalu6 la eficiencia en la
fijacion bioldgica de nitrogeno de Bradyrhizobium. La variedad de soya P-34 inoculada
con los aislamientos de Mocache, Montalvo, Milagro y Babahoyo mostro los mas altos
valores respecto a esta variable (0.49; 0.42; 0.39 y 0.37 mg N kg™, respectivamente). En el
segundo experimento se evalud la absorcion de P de las micorrizas arbusculares,
obteniéndose que los in6culos de HMA procedentes de las localidades de Montalvo y
Valencia, se alcanzo6 las mayores concentraciones de P (0.23%) a nivel tisular, seguido de
los in6culos procedentes de Babahoyo y Buena Fe (0.22%). Finalmente en el tercer
experimento que se realiz6 a nivel de campo se utilizd la combinacion de Bradyrhizobium
y micorrizas, la rentabilidad de los tratamientos se calcul6 con la relacion beneficio-costo.
Los mejores rendimientos lo registraron los tratamientos: INIAP-307 con hongo (2826.53
kg ha™), sequido de los tratamientos INIAP-307 con bacteria e INIAP-307 con bacteria y



XV

con hongos (2727.15 y 2665.0 kg ha™ en su orden). Resultados similares se obtuvieron en
la relaciéon beneficio-costo, los valores mas altos lo tuvieron los tratamientos INIAP-307
con hongo (1588.99 USD ha), seguido de los tratamientos INIAP-307 con bacteria e
INIAP-307 con bacteria y con hongos (1533.12 y 1498.18 USD ha™ en su orden). El uso de
micorrizas y Bradyrhizobium como estimuladores del crecimiento de las plantas y
mejoradores de la calidad del suelo son muy eficientes segun los resultados obtenidos en la
presente investigacion.

Palabras claves: Micorrizas, Bradyrhizobium, Glicyne max, variedades, inoculacion.
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SUMMARY

Efficiency in biological nitrogen fixation by Bradyrhizobium associated with the
phosphorus absorption by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in soybean was evaluated
in this research. Three experiments - two at the laboratory and one field - were performed.
In the first trial six strains Bradyrhizobium with a standard and two varieties (P-34 and
INIAP-307) in a completely randomized design in 7 x 2 factorial arrangement with three
observations were evaluated; in the second test six mycorrhizal isolates and a standard
inoculated in the same two varieties with an experimental design similar to the one it test 1
were evaluated. In the third trial, conducted in the field, eight treatments which consisted
in inoculating the best Bradyrhizobium strains and the best mycorrhizal isolates, both
individually and combined, in the two previously mentioned varieties with the cost -
benefit ratio evaluation. A complete block randomized designed (DBCA) in factorial
arrangement 4 (inoculants) x 2 (Variety) with four replications was used in this trial.
Tukey's test was used in all three tests to compare means at 5% probability. In the first
experiment, soybean variety P-34 inoculated with Mocache, Montalvo, Milagro and
Babahoyo isolates showed the highest N (0.49; 0.42; 0.39 and 0.37 mg kg™ N,
respectively) content. In the second experiment P concentrations at the tissue level were

statistically equal in the two varieties with all isolates and the standard, but differences
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between the inoculum and the witness in relation to wet and dry leaf area and root weight
were observed. Finally in the third experiment, the best grain yields were recorded with
treatments: INIAP-307 with fungi (2566.33 kg ha™), followed by INIAP-307 treatments
with bacteria and INIAP-307 with bacteria and fungi (2558.60 and 2428.30 kg ha™ in that
order). Similar results were obtained in the cost-benefit ratio, being the highest values
recorded for INIAP-307 treatments with fungus (2826.53 usd ha™), followed by INIAP-
307 treatments with bacteria and INIAP-307 with bacteria and fungi (2727.15 and 2665.0
usd ha’in this order). The use of mycorrhiza and Bradyrhizobium as plants growth
enhancers and soil quality improvers was very effective, according to the results obtained

in this investigation.

Keywords: mycorrhizae, Bradyrhizobium, Glicyne max, varieties, inoculation.



CAPITULO |

INTRODUCCION

La soya por su alto valor nutritivo, su bajo costo, su aportacion de nutrientes al suelo y
usos en la elaboracion de varios productos elaborados, es una de las mejores opciones de
siembra para los pequefios y medianos agricultores (Criollo, 2010). Este cultivo se
encuentra distribuido en el 90% de la superficie de la region costa, mayormente en la
provincia de Los Rios (Fiallos & Luna, 2011). Aunque los ultimos afios esta siendo
desplazado por monocultivos, como el maiz y el arroz entre otros, debido a su baja
productividad, a la inadecuada localizacion agroecologica, poca disponibilidad de semilla
certificada, falta de variedades adaptadas a las zonas productoras, incidencia de plagas y
enfermedades, bajos precios en el mercado y altos costos de los fertilizantes (Zambrano &
Sandoya, 2002).

Damiani (2003), expresa que la falta de capacitacion con técnicas de facil acceso a los
agricultores ha contribuido a disminuir las areas soyeras del pais, lo que incide en bajos
rendimientos, que no permiten cubrir la demanda del mercado y tiene que importarse. En
cuanto al costo de los fertilizantes, en los ultimos afios se ha incrementado en 125%, que
hace que el agricultor no pueda utilizarlos y mejorar la productividad. Junto a estas
limitantes, la soya es un cultivo de alta sensibilidad al fotoperiodo, lo que limita sus areas

del cultivo y competitividad (Bustos & Herrera, 2010).

El futuro del cultivo va a depender del incremento de su productividad con un adecuado
manejo, mediante técnicas alternativas mas eficientes que las practicas convencionales,
desde el punto de vista de la utilizacion de la energia y los nutrientes, como la inoculacion

de microorganismo a la semilla.

Los fertilizantes nitrogenados son insumos muy costosos en el mercado local,
repercutiendo directamente en la baja productividad agricola de los cultivos de soya. Una
alternativa econémica es usar microorganismos como micorrizas y Bradyrhizobium, que

estimulan el crecimiento de las plantas y que son obtenidos, seleccionados, multiplicados e



incorporados al suelo en forma de indculos. En el litoral ecuatoriano hay un escaso
conocimiento de la capacidad simbiotica de las cepas de Rizobium y micorrizas y esta
investigacion proporcionara informacion sobre la especificidad y efectividad de las fuentes

bioldgicas para potenciar los beneficios de la fijacion bioldgica de N y P.

El alcance de la presente investigacion fue determinar e interpretar el efecto simbidtico
entre variedades, cepas de Bradyrhizobium y hongos micorrizicos arbusculares para definir
la mejor combinacion de variedades y cepas para maximizar el rendimiento de grano. La
investigacion se realizo, en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo (UTEQ), Av. Quito Km. 1,5 via Santo Domingo de los Tsachilas, y en
la finca experimental “La Maria” de la UTEQ, ubicada en el km 7 via El Empalme. El

trabajo investigativo de laboratorio y campo fue realizado en 6 meses de estudio.

Esta investigacion tuvo como objetivo general:

Analizar el efecto sinergético de la inoculacién combinada de Bradyrhizobium y hongos
micorrizicos en el crecimiento y la absorcion de nutrientes de la soya (Glycine max L.
Merril).

Y como objetivos especificos:

- Determinar la eficiencia de Bradyrhizobium en la fijacion de nitrogeno en el cultivo de
soya.

- Establecer la eficiencia de un consorcio micorrizico en la absorcion de fosforo en el
cultivo de soya.

- Determinar el efecto sinergético de la inoculacion combinada de Bradyrhizobium y de
un consorcio micorrizicos en el comportamiento agronémico del cultivo de soya.

- Realizar el analisis financiero de los tratamientos estudiados.



1.1.Hipotesis

- Ho.- La inoculacion combinada de Bradyrhizobium y un consorcio micorrizico estimula
a las plantas de soya (Glycine max L. Merril). En el crecimiento y absorcién de

nutrientes.

- H;.- La inoculacion combinada de Bradyrhizobium y un consorcio micorrizico no
estimula a las plantas de soya (Glycine max L. Merril). En el crecimiento y absorcion de

nutrientes.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Segun Labandera (1996), la inoculacion con Bradyrhizobium es responsable del
rendimiento entre 800 y 1,000 Kg.ha-! afio-, asi como, el uso de hongos micorrizicos
arbusculares favorece la fijacion bioldgica de nitrogeno y fésforo, ademas influyen sobre el
crecimiento y rendimiento, debido principalmente a la absorcion de nutrientes, porque las
raices tienen un area de exploracién mayor a través de la extension de las hifas de los

hongos en el suelo.

Boddey & Hungria (1997), al estudiar grupos genotipicos de Bradyrhizobium nativos de
Brasil en soya, alcanzaron rendimiento de 2,500 kg.ha™ acumulando cerca de 200 kg de N

del 67% al 75% de este N se encuentra almacenado en el grano.

Valencia (2010), reporto respuesta diferencial de seis variedades de soya a la inoculacion
con las cepas ICA J-01, J-96 y J-98 de B. japonicum, a la mezcla de las cepas J-01 con J-96
que fueron comparadas con un testigo (aplicacién de 150 kg de N), en ocho localidades o
ambientes con suelos oxisoles de la Orinoquia colombiana que presentaban restricciones
por la alta saturacion de aluminio y que afectan la fijacion bioldgica del N. EI rendimiento
de grano vario a través de ambientes y estuvo influenciado por el tipo de cepa y variedad.

En cuanto a la inoculacién individual y conjunta de cepas de Bradyrhizobium y micorrizas
arbusculares en plantas de soya. Corbera & Napoles (2000) estudiaron este tipo de
microorganismos en dos tipos de suelos ferraliticos rojos. Se encontraron mayores efectos
cuando se empled la doble inoculacion Bradyrhizobium y micorrizas, con incrementos del
rendimiento entre 4% y 15% respecto a la fertilizacion mineral y de 4% a 11% en relacién

con la inoculante simple con Bradyrhizobium.

Punos, Iglesias, & Sotelo (2006), al estudiar la fertilizacion azufrada en soya, su relacién
con su nivel de nodulacién y el grado de micorrizacion, no encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos fertilizados en la altura de plantas,

aunque si fueron superiores que el testigo.



En cuanto a los componentes del rendimiento y el rendimiento de granos evaluados por
Corbera & Napoles (2010), en su estudio sobre la produccion de soya en invierno con el
empleo combinado de Bradyrhizobium japonicum — hongos micorrizicos arbusculares y la
aplicacion de un bioestimulador del crecimiento vegetal, obtuvieron resultados iguales en

aquellos tratamientos donde se coinocularon las semillas con ambos biofertilizantes.

Al analizar los rendimientos de granos, se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, destacandose el tratamiento donde se inoculé de manera conjunta el
Bradyrhizobium japonicum y la cepa de hongo formador de micorriza arbuscular Glomus
Hoilike, el que presentd incrementos de los rendimientos de 31.2% para el cultivar
estudiado. Los incrementos fueron ligeramente superiores con la aplicacion a dicho
tratamiento del estimulador del crecimiento vegetal, recubriendo las semillas o con
aplicacion foliar, con valores que oscilaron entre 37.6 % y 34.4 % respectivamente, pero

sin diferencias significativas entre ellos.

2.2 Fundamentaciones

2.2.1 El cultivo de la soya

El cultivo de soya (Glycine max L.), ocupa en el planeta una superficie de alrededor de 63
millones de hectéreas, que producen cerca de 137 millones de toneladas. América es el
continente con mayor superficie cosechada (el 75% del total), con un promedio anual de
172 885 867 toneladas en la Gltima década, el 85% del total mundial (INEC, 2012). En el
Ecuador, su cultivo se concentra en la provincia de los Rios, con un 98% durante el ciclo
de verano, cuando se aprovecha la humedad remanente del suelo, luego de las cosechas del
maiz o arroz (Ifiiguez, 2002).

El cultivo de soya esta muy desarrollado a nivel mundial, debido a su adaptabilidad a
diferentes climas y suelos y a la gran cantidad de usos que posee después de su cosecha;
los mas relevantes son la produccion de aceite y harina de soya, de los cuales se derivan
una inmensa cantidad de productos alimenticios que cada dia cobran mas importancia tanto
en la dieta humana como animal (FAO, 2004); asi, Alezones & Zocco (2007), mencionan

gue esta leguminosa es conocida como la principal oleaginosa para la alimentacion animal



y humana, por su alto porcentaje de proteinas (35% a 50%) y de aceites de calidad (15% a
25%).

Esta leguminosa se destaca por su valor proteico y la calidad del aceite de su semilla, razon
por la cual se utiliza como forraje verde, en ensilado o henificado para la alimentacién
animal y como abono verde (Brito, 1992; Calero, 2008). Aunque también se estudia su uso

para la produccién de biocombustibles (INEC, 2012).

La cantidad de proteina y aceite estan influenciados por el potencial genético de la planta y
el medio ambiente. En promedio, la semilla estd compuesta por proteina (40%) y aceite
(20%), porcentajes que estan negativamente correlacionados, aungue se ha comprobado
que en latitudes ecuatoriales, el contenido de aceite de la semilla se incrementa en algunos

porcentajes, sin afectar el contenido de proteina (Calero, 2008).

La proteina de soya por tener una gama de aminoacidos esenciales, se emplea para mejorar
la calidad de otros productos alimenticios, como harina, cereales y leche. También el grano
de soya contiene varias vitaminas y minerales; el grano verde contiene vitaminas A, BY C
y los minerales potasio, fosforo, calcio y hierro y el aceite las vitaminas A, D, E, F, y K.
(Calero, 2008).

2.2.2 El cultivo de soya en Ecuador y su relacién con Bradyrhizobium

La soya, Glycine max L., fue introducida al Ecuador en el afio 1972, por el entonces
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG). De acuerdo al Instituto Nacional Autonomo
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), estacion Pichilingue, las condiciones
agroecoldgicas necesarias para su cultivo en el pais son: entre 400 a 600 mm de lluvia
durante el ciclo dela planta, 12 horas de luz por dia, una temperatura de 22° C a 30° C, y un

suelo de franco arenoso o franco arcilloso con un pH que oscile entre 5.5a 7.0.

Dentro de los sistemas productivos de la zona central del litoral ecuatoriano, la soya es una
de las leguminosas mas importantes. Su siembra ha significado al pais la diversificacion de
cultivos, aprovechamiento de muchas areas desocupadas en el litoral y, lo que es mas

importante, el mejoramiento y conservacion de los suelos. Ademds, sirve para la



alimentacion humana y animal, ya que puede ser usada como vegetal 0 como oleaginosa,
por sus propiedades de facil coccion, mejor textura, mayor tamafio, mayor contenido

proteinas y poco aceite (Calero, 2008).

En el Ecuador, la demanda méas importante de la soya proviene de la avicultura, como torta
de soya representa del 15% al 20% de la composicion de los alimentos balanceados, s6lo
superado por el maiz duro (liiiguez, 2002). (Calero, 2008), sostiene que para poder
satisfacer el 70% de las necesidades de torta de la industria nacional, se deben sembrar
aproximadamente 250 000 ha de este cultivo. Para tal efecto el INIAP, ha desarrollado
variedades de soya, destinadas a suplir las necesidades alimenticias de los seres humanos y
animales, entre las cuales se destaca la INIAP-Jupiter, INIAP-302, INIAP-303, INIAP-
304, INIAP-305, INIAP-306 e INIAP-307 (INIAP, 2005).

Segun Grijalva (1990), un componente fundamental de su sistema de produccion es el
tratamiento de semillas con inoculantes comerciales, que contienen cepas del género
Rhizobium. El porcentaje de inoculacion en el pais es de 5%, que asegura la nodulacién de
las plantas y el proceso simbiético fijador de nitrégeno (Bernal, 2005). Se desconoce si
Bradyrhizobium sp., es endémica o exoética del pais, pueden ser cepas nativas que se
asociaron satisfactoriamente con las raices de soya 0 que ingresaron junto con su
hospedero (Goyes & Laborde, 2007). Se ha estimado que la capacidad de fijacion de N, es
superior a 160 kg de N por hectarea y por cosecha, pero para que esa capacidad se exprese,
se requiere que se den las condiciones bidticas necesarias, tanto para la planta como para la
bacteria (ICA, 1994).

La simbiosis que ocurre en una hectarea sembrada con soya, aprovecha de 45 a 90 kg de N,
para promedios de produccién de 1500 kg ha™; Freire citado por Grijalva (1990). Esto
representa apenas del 30% al 60% del N potencial, que podria ser fijado con dicho proceso.
Por otra parte, la baja eficiencia puede deberse a factores genéticos de la planta o la
bacteria, de alli que la seleccion de la combinacién planta — bacteria es la base para la

mayor o menor habilidad de fijacion del sistema (Grijalva, 1990).



2.2.3 Inoculacién de la soya con Bradyrhizobium

La interaccién natural de la raiz de las plantas con las bacterias del suelo, es
ecologicamente importante, como medida para evitar el uso excesivo de fertilizantes

nitrogenados que deterioran el suelo y contaminan el ambiente.

(Orive & Temprano, 1993), indican que la asociacion planta-bacteria tiene caracter
benéfico para las plantas que utilizan el nitrégeno fijado por la bacteria, en forma directa e

independientemente del nitrdgeno combinado del suelo.

Las bacterias fijadoras de Nj, conocidas colectivamente como rizobios, son micro
simbiontes facultativos que pueden infectar las raices de la mayoria de las leguminosas y
asi reducir el N, atmosférico en N utilizable para la planta a través de la accion de la
enzima nitrogenasa. Estas bacterias son consideradas de gran importancia por su capacidad
de fijar N, en asociacion con las leguminosas. Son microorganismos genéticamente
diversos y fisiologicamente heterogéneos que, sin embargo, estan clasificados juntos por
virtud de su habilidad para nodular plantas del grupo leguminoseae (Sessitsch, Howieson,
Perret, Antoun, & Martinez-Romero, 2002).

Los rizobios son bacterias Gram negativas, moviles, cilindricas, de 0.5 a 0.9 um de ancho
y 1.2 a 3.0 um de largo que no forman endosporas, pudiendo presentar polimorfismo bajo
condiciones de estrés. Son aerdbicas y poseen un mecanismo respiratorio donde el oxigeno
actia como aceptor final de electrones. También pueden utilizar una amplia gama de
compuestos organicos (carbohidratos, azlcares, aminoacidos, etc.) como fuente de
carbono. Son bacterias moviles, con un flagelo polar Gnico o bien de 2 a 6 flagelos
peritricos, con presencia de granulos de &cido poli-beta-hidroxibutirico (PHBA) vy, en
algunos casos, granulos metacromaticos de polifosfatos. Generalmente Rhizobium vive
saprofiticamente en el suelo, utilizando fuentes de energia y sustancias nitrogenadas del
medio. En condiciones de laboratorio se obtiene un crecimiento 6ptimo de los mismos a
temperaturas entre 25°C a 30°C, buena aireacion y con un pH del medio del cultivo entre 6

y 7 (Somasegaran, Hoben, & Burton, 1992).

Entre los huéspedes del sistema radicular de soya, se encuentra Bradyrhizobium sp.

Senaratne, Amornpimol & Hardarson (1987) y FAO (1995), confirman a la soya como la


http://www.monografias.com/trabajos901/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual.shtml
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planta més efectiva y eficiente para la fijacion de N, ya que fijan alrededor del 90% de
nitrogeno. La soya puede hacer uso del nitrdgeno del aire mediante simbiosis con bacterias
especificas (Bradyrhizobium sp.) y, después de cada cosecha, deja del 55% al 90% de
nitrégeno en el suelo. Sin embargo, su rendimiento se incrementa considerablemente por
medio de la aplicacion de este elemento; la nodulacion de las semillas es una garantia para
una adecuada asimilacion del nitrogeno via fijacion simbiética (Goyes & Laborde, 2007).

El cultivo de la soya presenta la caracteristica de generar nddulos en sus raices, como
consecuencia de una asociacion simbiotica con bacterias especificas como Bradyrhizobium
japonicum. Dicha caracteristica le permite al cultivo abastecerse de nitrégeno proveniente

del aire, cubriendo hasta un 70% de las necesidades de este nutriente (Weber, 1966).

Las bacterias del género Bradyrhizobium, inducen la formacién de nddulos en las raices de
la soya, sitio donde transforman el N, atmosférico en compuestos nitrogenados disponibles
para el crecimiento y desarrollo del vegetal. Sin el nitrégeno proporcionado por estas
bacterias, los costos de produccién de soya se incrementarian, por la necesidad de agregar

fertilizante quimico para lograr rendimientos aceptables (Napoles, 2003).

La inoculacion es la préctica por la cual la semilla de la leguminosa es recubierta con la
bacteria (Rhizobium), que se encuentran en un soporte o portador, frecuentemente turba
(suelo negro rico en materia organica). Es recomendable realizar la inoculacion de la
semilla de leguminosas, cuando por primera vez va a sembrarse en un lugar, y mas adn si

la leguminosa no es nativa de la region (Bernal, 2003).

En ocasiones la respuesta del rendimiento a la inoculacién no es significativa, esto debido
a las altas poblaciones de bacterias en los suelos, tal es el caso del estado de lowa (EEUU)
que presenta altas poblaciones de Bradyrhizobium japonicum en la mayoria de sus suelos,
siempre que se haya cultivado soya durante los ultimos afios. Sin embargo, condiciones
como diluvios pueden reducir la poblacion bacteriana significativamente, por lo que, la
inoculacion representa una forma barata de asegurar la nutricion del cultivo (Whigham
(1994), citado por Napoles (2003)). Por otro lado, investigaciones han demostrado
incrementos significativos de mas del 50% cuando los cultivos son inoculados con
Bradyrhizobium frente a los que no son inoculados (Cardenas, Garrido, Roncallo &
Bonilla, 2014).
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2.2.4 Necesidad de re-inoculacion

Experimentos realizados en el Ecuador demostraron la ventaja de la re-inoculacion pues
permitio incrementos del rendimiento de 10% hasta 30% (Bernal, 2005); por lo tanto, se
recomienda la re-inoculacion de la semilla, tomando en cuenta que el precio del inoculante
es considerablemente mas bajo que el de los fertilizantes quimicos. Ademas, la
recomendacion deberia enfatizarse cuando el agricultor desee cambiar la variedad de la
leguminosa que va a sembrar; puede suceder que la nueva variedad presente una mejor
compatibilidad simbiotica con otra cepa, por lo cual seria necesario hacer una nueva

inoculacién con la nueva cepa.

Otra ventaja relacionada con la inoculacion en cada siembra, es el efecto positivo de los
residuos del cultivo fijador de N,. Si el cultivo fija mas nitrogeno reflejado en un mayor
rendimiento, sus residuos también enriquecerdn al suelo, ya que al mineralizarse
(descomponerse) dejaran el nitrégeno para posteriores cultivos. Se ha demostrado
incrementos en el rendimiento de cereales (trigo, maiz), sembrados sobre areas donde una
leguminosa (ej. soya) habia sido re-inoculada, aumentando de esta manera el retorno

econdmico de la inoculacion (Hungria, Andrade, Colozzi, & Balota, 1997).

Debe tenerse en cuenta, que en muchos casos, el haber inoculado la soya para una siembra
no garantiza que la bacteria se establezca y que desaparezcan la necesidad de inocular,
pues sobre la bacteria actian diferentes factores que limitan su supervivencia en el suelo.
Entre ellos estan: la alta temperatura del suelo (que es comun en el tropico), su acidez, los
periodos de sequia y la ausencia de las raices de la planta en el suelo durante los periodos
de descanso o rotacion (ICA, 1994).
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2.2.5 Efecto de las micorrizas en los cultivos

Las micorrizas son asociaciones simbidticas entre el hongo y la planta, descubiertas
paralelamente a Bradyrhizobium sp., por el botanico Aleméan Frank que en 1885 lo utilizé
para describir la existencia de raices de plantas vasculares que estaban infectadas con
hongos. El hongo micorrizico facilita la absorcion del fésforo desde el suelo (Barrera &
Rodriguez, 2010), asi como tambien provee de beneficios a la planta como resistencia a
ciertos patdgenos, tolerancia a la sequia, entre otros; mientras que el hongo se beneficia de

carbohidratos especialmente.

La simbiosis se diferencia de otras asociaciones de hongos y plantas principalmente por su
caracter mutualista. Esta basada en un flujo de componentes inorganicos desde el hongo
hacia la planta y de compuestos organicos de la planta hacia el hongo (Strack, Fester,
Hause, Schliemann, & Walter, 2003). Las estructuras del micosimbionte, que se extienden
dentro de las raices de la planta hospedadora y en el sustrato circundante, son
caracteristicas distintivas de cada tipo de micorrizas y se utilizan para su identificacion. Un
aspecto importante de esta asociacién es su universalidad, considerando que la gran
mayoria de las plantas que crecen sobre la capa terrestre son capaces de desarrollarlas
(Allen, 1991).

Pese a mostrar muchas similitudes en cuanto a funcion y en algunos casos morfologia, se
pueden conocer cinco tipos principales de micorrizas con base en las estructuras formadas
y a la naturaleza de los simbiontes implicados: 1) Formadoras de manto (ectomicorrizas);
2) Arbusculares (endomicorrizas); 3) Orquidoides (endomicorrizas); 4) Ericoides
(endomicorrizas) y, 5) Arbutoides (ectendomicorrizas), (Harley & Smith, 1983; Barea,
1998). Las micorrizas arbusculares (MA) son las més difundidas en la corteza terrestre
(Schnepf & Roose, 2006) y forma parte del ecosistema, participando en los procesos de
nutricion y fisiologia de los vegetales (Bowen, 1980). Es una simbiosis de alcance
universal, el 95% de las especies vegetales la establecen de forma natural en habitats muy
diversos (Calvet, Estain, & Camprubi, 1999). Son tan antiguas que su origen se remonta
al periodo devonico, hace unos 400 millones de afios, cuando segun evidencias fosiles
(Taylor, Remy, Hass, & Kerp, 1995) y moleculares (Simon, Bousquet, Levesque, &
Lalonde, 1993), se asociaron las primeras y primitivas plantas terrestres con hongos, que
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posibilitaron su adaptacion a las nuevas condiciones ambientales que implicaban el paso de
un ambiente acuético al medio terrestre (Malloch, Pirozynski, & Raven, 1980).

En el caso del N, se ha comprobado que aproximadamente el 30% del total aplicado al
suelo para fertilizar cultivos agricolas, se escapa hacia la atmosfera en estado gaseoso, por
lixiviacion, desnitrificacion e inmovilizacion microbiana, que pueden llegar a eutrofizar
ecosistemas importantes (Videla, Ferrari, Echeverria, & Travasso, 1996; Urzua, 2000).
Mientras que la poca disponibilidad del P en el suelo, no es un indicativo que exista
deficiencia, sino méas bien que éste no esta en un estado disponible o asimilable para las
plantas (Raghothama, 1999; Hernandez-Valencia & Montserrat, 2005). En ambos casos la

fertilizacion quimica unicamente es una solucién momentéanea y poco sustentable.

Existe otra via para aportar macronutrientes al suelo y a los vegetales de forma econémica
y ecoldgicamente sustentable, empleando algunos microorganismos del suelo (Casado &
Fernandez, 1998; Nogales, 2005). A este proceso se lo denomina biofertilizacion,
tecnologia que recurre a la inoculacion de microorganismos en los procesos de cultivos,
como lo es en semillas pre germinadas o plantas jovenes (Diaz, Ferrera, Almaraz-Suarez,
& Alcantar, 2001; Parada, Jaén, Becerril, & Garcia, 2001).

Las ventajas proporcionadas por la micorrizacion para las plantas son numerosas. Gracias
a ella, la planta es capaz de explorar mas volumen de suelo del que alcanza con sus raices,
ademas las hifas del hongo también capta con mayor facilidad ciertos elementos (fosforo,
nitrégeno, calcio y potasio) y agua del suelo. La proteccion brindada por el hongo hace
que, ademas, la planta sea mas resistente a los cambios de temperatura y la acidificacion
del suelo, derivada de la presencia de azufre, magnesio y aluminio. Ademas, algunas
reacciones fisiologicas del hongo inducen a la raiz a mantenerse activa durante mas tiempo

que si no estuviese micorrizada (Nogales, 2005).

Todo esto redunda en una mayor longevidad de la planta, se ha comprobado que algunos
arboles, como los pinos, son incapaces de vivir mas de dos afios cuando estan sin
micorrizar. En otras especies, esta union es tan estrecha que sin ella la planta no puede
subsistir, como es el caso de las orquideas. Las plantas cuyas semillas carecen de
endospermo (sustancias alimenticias de reserva) dependen completamente del hongo para

alimentarse y germinar posteriormente.
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La infeccion de la raiz por el hongo se produce a partir de propagulos presentes en el suelo.
Pueden ser esporas Yy trozos de hifas del hongo y también raices ya micorrizadas. Con el fin
de asegurar el éxito de la empresa, la siembra de la mayoria de plantas comestibles o de
decoracion y las repoblaciones forestales, que se llevan a cabo en la actualidad, acompafian
las nuevas plantas y brotes con fragmentos del hongo més adecuado para establecer
asociaciones micorrizicas con cada especie que se vaya a cultivar (Finol, Fernandez, Nava,
& Esparza, 2004); (Quintero, Acevedo, & Salazar, 2004).

2.2.6 Beneficio de las micorrizas para el suelo

Las micorrizas, realizan varias funciones en el suelo que incrementan mucho su potencial
agro productivo y sus posibilidades de sostén y mantenimiento de las diferentes especies
vegetales (De las Heras, Fabeiro, & Meco, 2003). Algunas de estas funciones son: a)
prolongar el sistema radical de las plantas lo que facilita una mayor retencion fisica de
particulas del suelo, y evita la erosion causada por el agua; b) regenerar suelos degradados,
ya que al facilitar el mejoramiento de su estructura, se incrementa sus posibilidades de
retencion de humedad, aireaciéon y descomposicion de la materia organica y c) movilizar
una gran cantidad de nutrientes que antes no estaban a disposicién de las plantas. En la
medida que los suelos sean menos fértiles, se necesitardn mas estructuras fungicas para

lograr una mayor eficiencia micorrizica.


http://www.monografias.com/trabajos15/mantenimiento-industrial/mantenimiento-industrial.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml
http://www.monografias.com/Fisica/index.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/mundi/mundi.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/lamateri/lamateri.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/todorov/todorov.shtml#INTRO

52

CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1.Sitio de estudio

La investigacion se realizd entre enero del 2011 y junio del 2012, en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), Av. Quito km. 1,5
via Santo Domingo de los Tsachilas, con coordenadas: 79° 25°24 de longitud occidental y
1° 03" 18"de latitud Sur y en la finca experimental “La Maria” de la UTEQ, ubicada en el
km 7 via ElI Empalme, a 79° 29" de longitud oeste, y 01° 06" de latitud sur, a una altitud

de 73 msnm.

La temperatura promedio en el afio 2011 fue de 24,78 °C, la humedad relativa promedio de
84,17%, la precipitacion anual 2412,90; la heliofania (horas luz) fue de 869,30 y la
evaporacion fue de 910,30 mm (INAMHI, 2012).

3.2. Técnicas y procedimientos
La investigacidn consto de tres experimentos:

3.2.1. Experimento 1.- Eficiencia en la fijacion bioldgica de nitrogeno de seis cepas
de Bradyrhizobium a nivel de invernadero, utilizando dos variedades
comerciales de soya

Para evaluar la eficiencia en la fijacion biol6gica de nitrogeno de Bradyrhizobium
asociados a soya, se recolectaron cepas en seis localidades del litoral ecuatoriano, las

cuales fueron estudiadas a nivel de invernadero.
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3.2.1.1. Aislamiento de Bradyrhizobium

Se recolectaron muestras de suelo en los cantones Milagro, Babahoyo, Montalvo, Buena
Fe, Mocache y Valencia, donde tradicionalmente se siembra soya. De cada sitio se extrajo
una muestra de suelo que estuvo constituida por cinco submuestras tomadas a una
profundidad de O a 20 centimetros. Luego, fueron llevadas al laboratorio en fundas de
papel y mantenidas en refrigeracion por un méximo de 24 horas a 5°C.

Con el propdsito de obtener colonias bacterianas puras de Bradyrhizobium, de cada sitio
muestreado, en 10 mL de agua destilada estéril se diluyé 100 g de suelo de cada muestra
recolectada y se agité durante 10 minutos, de la suspensién se tomé 1 mL y se diluyé en un
tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril; esta fue la dilucion 10™. Luego se agitd
esta dilucion y con la ayuda de una pipeta se retird 1 mL y se vertié en un segundo tubo
con 9 mL de agua destilada estéril, ésta fue la dilucién 107 Este proceso se repitié hasta
llegar a la dilucién 10°®.

Actuando como inoculante, cada una de las diluciones, fue agregada en la base de las
plantulas de soya. Las plantas inoculadas fueron regadas con solucién nutritiva
(Summerfield, Huxley, & Minchin, 1977) y evaluadas a los 45 dias, luego de los cuales se

extrajeron los nddulos para aislar las colonias bacterianas de Bradyrhizobium (Anexo 1).

3.2.1.2. Factores, tratamientos, disefio experimental y, variables en estudio

En este experimento se avaluaron dos factores: cepas de Bradyrhizobium procedentes de
las seis localidades, donde se obtuvieron los aislamientos, del litoral ecuatoriano méas un
testigo y dos variedades de soya: INIAP-307 y P-34. Los tratamientos fueron la
combinacion de los niveles de los factores cepas y variedades. En la Tabla 3.1 se presentan

los dos factores de estudio sus niveles y los tratamientos evaluados.
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Tabla 3.1. Factores de estudio y tratamientos evaluados para la respuesta a la fijacion
de nitrogeno de soya

Factores y niveles

Tratamientos

Cepas (C) Variedades (V)

¢ 1= Milagro v1 = INIAP — 307 t; =civp ts=C1V2
c .= Babahoyo Vo= P-34 to = Ccovp ty = Cov2
¢ 3= Montalvo t3 = C3v1 t10 = C3V2
¢ ,=Buena Fe t4 = Cqv1 t11 = CaV2
cs = Mocache ts = CsV1 t12 = Cs5Va
cs = Valencia ts = CoV1 t13 = CeV2
c7=Testigo (Agua destilada estéril) t;=cvp tia =C7Vo

Disefio experimental

Se utilizd un disefio completamente al azar en arreglo factorial 7 x 2 con tres

observaciones. El esquema del andlisis de varianza se presenta en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Esquema del andlisis de varianza para la el estudio de respuesta a la
fijacion de nitrégeno de soya

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos cv—-1 13
Cepas (C) c—-1
Variedad (V) v -1
CxV (c-1)(v-1)

INIAP-307 sin inoculacion vs inoculada

P-34 sin inoculacién vs inoculada

Error experimental cv(r—1) 28
Total cvr—1 41

e

Para la comparacion de medias de la interaccion de los dos factores y de los promedios de
las cepas se utilizd la prueba de Tukey al 5% de probabilidad. Mientras que, para comparar
las medias de las dos variedades se utilizé la prueba de Diferencia Minima Significativa
(DMS) al 5% de probabilidad.

Cada unidad experimental total y neta estuvo constituida por dos macetas de 900 cc cada

una conteniendo una planta.
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Las variables evaluadas en este experimento fueron:

e Peso fresco de la parte aérea

A los 45 dias de crecimiento, las plantas fueron cortadas a la altura del cuello de la planta. El
follaje fresco fue pesado en gramos.

e Peso seco de la parte aérea

El follaje fresco del sistema foliar fue secado en una estufa a una temperatura constante de 70°

C durante 48 h, y fue pesado en gramos.

e NuUmero de nodulos

Al mismo tiempo del corte del sistema foliar, se evalud la cantidad de nddulos presentes en
las raices de cada una de las plantas inoculadas. Estos nodulos fueron separados de las raices
y colocados en cajas petri.

e Peso de nddulos frescos

Luego de separar los nddulos presentes en las raices de las plantas, se procedié a tomar el
peso fresco, expresado en gramos.

e Peso de nédulos secos

Los nodulos frescos fueron colocados en tubos de plastico y secados en una estufa a

temperatura de 70°C durante 48 h, luego de este tiempo fueron pesados en gramos.

e Porcentaje de nitrégeno en la parte aérea

A los 45 dias después de las inoculaciones con Bradyrhizobium, al corte de la parte aérea de
las plantas, se realiz6 el analisis de N de la parte aérea de las plantas en el laboratorio de la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuaria (INIAP).
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e Extraccion de nitrégeno total

Para la obtencion de esta variable se multiplico el peso de la materia seca de cada una de las
plantas de soya por la cantidad de nitrégeno presente en las mismas.

3.2.1.3. Manejo del experimento

Esterilizacion superficial y germinacion de las semillas

Las semillas de soya limpias, sanas y de tamafio uniforme, fueron esterilizadas
superficialmente siguiendo el método de Vincent: las semillas fueron tratadas con etanol al
96% durante tres minutos, luego con hipoclorito de sodio al 5% durante tres minutos,
después, lavados con agua destilada estéril por siete veces y finalmente germinadas en placas
de petri con agar al 1.5% e incubadas a 27°C durante cuatro dias (Vincent, 1970).

Siembra e inoculacion

Dos semillas pre-germinadas fueron transferidas asépticamente a macetas de 900 cm® que
contenian una mezcla de turba y piedra pémez (3:1). La mezcla (sustrato) previamente fue

sometida a esterilizacion por una hora.

El inoculante bacteriano se obtuvo a partir de una colonia aislada en el medio liquido
levadura-manitol (LM) e incubado a 26°C. A partir de cultivos crecidos conteniendo 10°
cel/ml se tomaron 10 mL y se depositaron sobre la semilla pre-germinada.

Transcurridos 10 dias de la siembra, se procedio a cortar con tijeras estériles una planta por
sitio, dejando la mas vigorosa en cada unidad (raleo). De acuerdo a las necesidades de riego

se utiliz6 agua destilada estéril y medio Summerfield nutritivo.
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3.2.2. Experimento 2. Eficiencia de la absorcidn del fésforo de las micorrizas en soya
a nivel de invernadero, utilizando dos variedades comerciales

3.2.2.1. Aislamiento y conteo de esporas de hongos micorrizicos nativos asociados a la
soya desde el suelo

Para el aislamiento y conteo de esporas de hongos micorrizicos arbusculares se utilizo el
método de Gerderman & Nicholson que consiste en el tamizado y decantacion en humedo
(Anexo 2) (Gerderman & Nicholson, 1963).

3.2.2.2. Factores, tratamientos, disefio experimental y, variables en estudio

Para estudiar la eficiencia de la absorcion del fosforo de las micorrizas a nivel de
invernadero, se evaluaron las cepas aisladas en las muestras de suelo recolectadas en las
seis localidades y se utilizaron las mismas dos variedades comerciales de soya del primer
experimento. Entonces, el factor cepas (C) estuvo compuesto por las micorrizas aisladas en
las seis localidades y el factor variedad (V) estuvo constituido por las dos variedades de

soya expuestas a las micorrizas (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Factores de estudio y tratamientos evaluados para la respuesta de absorcion de
fésforo en soya

Factores y niveles Tratamientos

Cepas (C) Variedades (V)

c1= Milagro v1 = INIAP — 307 t; =civp tg=C1Vv2
.= Babahoyo Vo= P-34 tr = Covy tg = CoVa
c3= Montalvo t3 = C3v1 t10 = CaVa
c,=Buena Fe ty = Cq\1 t11 = CaV2
cs = Mocache ts = Csvyp t12 = CsV>
cs = Valencia te = CeV1 t13=CeV2

c7=Testigo (Agua destilada estéril)

tz=cvp

tis=C7v2
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Disefio Experimental
Se utiliz6 un disefio completamente al azar en arreglo factorial 7 x 2 con tres
observaciones. El esquema del analisis de varianza que se utilizé fue el siguiente (Tabla

3.4).

Tabla 3.4. Esquema del analisis de varianza para el estudio de eficiencia de fosforo en soya

Fuente de Variacion Grados de Libertad

Tratamientos mv -1 13
Micorrizas (M) m-1 5
Variedad (V) v—1 1
CxV (m-21)(v-1) 5
INIAP-307 sin inoculacion vs inoculada 1
P-34 sin inoculacion vs inoculada 1
Error experimental mv(r—1) 28
Total mvr —1 41

Cada unidad experimental total y neta estuvo constituida por dos macetas de 900 cc, cada

una conteniendo una planta.

En este ensayo se evaluaron las variables:

e Porcentaje de colonizacion endomicorrizica en las raices. Se evalu6 a los 45 dias
después de la siembra (dds). Se aplicé el método de clarificacion y tincion de raices,
siguiendo la técnica de Phillips & Hayman (1970), para calcular la colonizacién
endomicorrizica se usoO la escala de 0 a 5, propuesta por Giovanetti & Mosse (1980)
(Anexo 4).

e Altura de planta: Se evalud a los 45 dds, tomada desde la superficie de la tierra hasta

el ultimo nudo (cm).

e Peso humedo y seco de la parte aérea de la planta (%): A los 45 dds se evaluo el
peso fresco de una planta por funda, sin incluir raices y luego se colocé a la planta en la

estufa por 24 horas a 75 °C, para registrar su peso seco.



21

e Peso humedo y seco de la parte radicular (%): Esta variable se evalud a los 45 dds,
se registro el peso fresco de la masa radicular de cada planta, luego se coloco en la

estufa por 24 horas a 75 °C, y se anot0 su peso seco.

e Longitud total de raices por planta (RL): Es la longitud total del sistema radicular de
las plantas, sumado todas las longitudes de cada raiz individual. Esta expresado en cm y
la formula con la que se calculd es la que a continuacion se detalla (Jungk & Claassen,

1997). Las mediciones se efectuaron a los 45 dias después de la siembra.

Peso fresco raices por maceta
L=— # RLs
NUmero de plantas por maceta

Donde RLs = Largo especifico de la raiz

e Longitud de raiz por volumen de suelo (RLv): Es el pardmetro que estima la
competicion interradicular por nutrientes. Se expresa en cm cm-3 (Jungk y Claassen,

1997). A continuacion se detalla la ecuacion que se empled para su calculo.

RL, — RL x (numero de plantas por maceta)
(Volumen de suelo +densidad de suelo)

e Concentracion de nutrientes en la biomasa: Se estableci6 el contenido de elementos
nutricionales acumulados en la biomasa total de cada parcela al término del ensayo de

vivero, en los laboratorios de INIAP- Quevedo.

3.2.3. Experimento 3. Efecto de la inoculacion combinada bacteria-hongo en el
crecimiento y rendimiento de dos variedades comerciales de soya a nivel de
campo

Se evaluo el efecto de la inoculacion, combinacion bacteria (Bradyrhizobium sp.) — hongo
(micorrizas) en el crecimiento y rendimiento de dos variedades de soya a nivel de campo.

El factor inéculo (I) estuvo compuesta por la combinacion bacteria — hongo, se
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seleccionaron dos cepas que sobresalieron en los dos primeros experimentos: para
micorrizas fueron escogidas las de Buena Fe y Babahoyo, y para la bacteria las de
Montalvo y Valencia. El primer factor fue la inoculacion combinada con los siguientes

niveles:

I, = Sin bacteria y sin hongo
i, = Con bacteria (Mezcla de cepas Montalvo y Valencia)
i3 = Con hongo (Mezcla de cepas Buena Fe y Babahoyo)

i4= Con bacteria y con hongo

El factor variedad (V) estuvo dado por las variedades de soya:
V1= INIAP-307
V,= P-34

Por lo tanto, se evaluaron los siguientes tratamientos:
T, = Sin bacteria y sin hongo - INIAP -307

T, = Sin bacteria y sin hongo - P-34

T3 =Con bacteria- - INIAP 307

T, =Con bacteria- P-34

Ts=Con hongo- INIAP -307

Te=Con hongo- P-34

T7 = Con bacteria y con hongo- INIAP -307

Tg = Con bacteria y con hongo- P-34

Disefio experimental
Se utilizo un disefio de bloques completos al azar (DBCA) en arreglo factorial 4 (indculos)
X 2 (variedades), con cuatro repeticiones. El esquema del analisis de variacion fue el

siguiente (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Esquema del andlisis de varianza para el efecto de la inoculacién
combinada bacteria-hongo en dos variedades de soya

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Repeticiones r-1 3
Tratamiento vi—1 7
Variedad (V) v—1 1
Inéeulo (1) i—1 3
V X1 (v—-1)(i-1) 3
Error experimental (vi—1)(r-1) 21
Total vir—1 31

Para las medias observadas en respuesta de los tratamientos se utilizé la prueba de Tukey
al 5% de probabilidad.

Cada parcela estuvo constituida por cuatro hileras de cinco metros de longitud por
cincuenta centimetros de ancho, la distancia entre parcelas fue de un metro. Las dos hileras
centrales se determinaron como el area de la parcela util donde se registraron los datos de

las variables en estudio.

3.3.Variables y métodos de evaluacion

Las variables evaluadas en esta investigacién de campo fueron las siguientes:

e Altura de planta: Esta variable se midi6 en centimetros a los 90 dias de edad del
cultivo. Se tomaron diez plantas de cada repeticion y se midié desde su base (cuello)

hasta la ultima hoja visible del extremo superior, usando una cinta métrica de 150 cm.

e Colonizacién micorrizica (CM): Para calcular la frecuencia e intensidad de la
colonizacion por hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y observar las estructuras
internas del hongo dentro de la raiz (arbusculos, vesiculas, micelio y de ser posible

esporas), se empled el método descrito por Giovanetti & Mosse (1980).

e Rendimiento por ha™: Se calculé el rendimiento por planta y por hectérea y se ajusté

el peso al 14% de humedad, mediante la siguiente formula:
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(100 — Hc) xPc 10000
100 — 14 Aup

Rendimiento (kg ha™!) =

Anadlisis econémico: El analisis econdmico se realiz6 a través de la estructura de costos

e ingresos (rendimiento por hectéarea) y el punto de equilibrio de los tratamientos.

Estructura de costos: Para obtener la estructura de los costos se establecieron los
gastos que se efectuaron en cada tratamiento. Para el efecto, se clasificaron los costos
variables y costos fijos. Entre los costos que se consideraron estuvieron: analisis de
suelo, alquiler de terreno, preparacion de suelo, siembra, control de malezas, cosecha,
depreciacion de equipo, mano de obra indirecta, costo de oportunidad (tasa pasiva a un
4% anual, es el valor que se recibe por interés al momento de depositar el capital de una
institucién financiera) y, por ultimo, se considerd una tasa inflacionaria promedio anual
de 2.52%.

Ingresos: Los ingresos se determinaron de la venta del quintal de soya en estado seco.

Rentabilidad: Se obtuvo mediante la relacién beneficio-costo utilizando la siguiente

férmula;

Beneficio neto 8

Rentabilidad (%) =
Costos totales

100

Punto de equilibrio: Se determind con base en los costos fijos y variables asi como de
la venta de soya para cada uno de los tratamientos en estudio, usando para el efecto la

siguiente férmula:

Costos fijos

_ Costos variables
Ventas

PE =
1
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3.3.1. Germinacion de semillas de soya

Para determinar el porcentaje de germinacion de las semillas de soya, se desinfectaron 100
semillas en una solucion de hipoclorito de sodio al 10% y posteriormente se lavaron por
tres ocasiones en abundante agua destilada estéril para eliminar residuos de cloro. Una vez
lavadas se ubicaron sobre papel toalla humedecida estéril dentro de una placa de Petri y, se
colocaron a condiciones de luz y temperatura ambiente de laboratorio. La evaluacion del

porcentaje de germinacion se hizo a las 72 horas.

3.3.2. Obtencidn y desinfeccion del suelo

El sustrato que se utilizd correspondié a un suelo derivado de cenizas volcanicas
perteneciente a la ciudad de Quevedo, al suelo colectado le fue retirado los materiales de
mayor dimension (hojarasca, ramas, rocas, tallos, etc.) mediante tamizado, hasta quedar
homogenizado. Se deposito en bolsas plasticas y luego se esterilizaron en autoclave a 121°
C y 1 atmésfera de presion por 20 minutos; este proceso se volvio a repetir 24 horas
después de la primera esterilizacion para eliminar endosporas bacterianas que hayan

resistido y germinado después de la esterilizacion inicial.

El objetivo de la esterilizacion fue la eliminacion de todos los microorganismos presentes
en el suelo, reduciendo de esta forma factores que puedan interferir en el experimento,
dejando a los microorganismos en estudio libres de competencia para que puedan expresar
su potencial. Una vez esterilizado el suelo, en los laboratorios de INIAP- Quevedo, se
determind el contenido total de N y P, ademas el pH y contenido de materia organica.
Conocida la cantidad de nutrientes presentes en el suelo, este fue llevado a nivel 6ptimo de
los macronutrientes como el fésforo, para lo cual se afiadieron las cantidades de nutrientes

faltantes.
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3.3.3. Riego y fertilizacion con la solucion nutritiva

El riego y la fertilizacion se realizaron de manera alternada cada tres dias, a excepcion del
tratamiento en el que Unicamente se aplica agua destilada estéril. Se emple6 la solucién
nutritiva Long Ashton con modificaciones ajustables a la investigacion (Anexo 6) (Jia,

Tong, Wang, Luo & Jiang, 2004). Las soluciones se indican en la Tabla 3.6
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Tabla 3.6.Solucion nutritiva Long Ashton en el cultivo de soya de distintas localidades
del litoral ecuatoriano

Soluciones

Componentes

Solucion (A)
Completa
Macroelementos
conPyN

444 g de K;SOy4; 12 g de KHCOg3; 6 g de KH,PO,4; 6.53 g de
KoHPOy; 4.04 g de MgCl,.6H,0; 1.02 g de CaCOj3; 3.11 g de
Na,S0Oy; 53.3 g de NH4NO3; 20 mL de HCI (1N) en 2 Litros de agua.

Solucion (B)
Macroelementos
sinPyN

4.44 g de K;SOy; 12 g de KHCOg; 4.04 g de MgCl,6H,0; 1.02 g de
CaCO0g; 3.11 g de Na;SOy; 20 mL de HCI (1IN) en 2 Litros de agua.

Solucién ©
Macroelementos
sinP

4.44 g de K;SOy4; 12 g de KHCOg3; 4.04 g de MgCl,.6H,0; 1.02 g de
CaCOg; 3.11 g de NaS0Oy; 53.3 g de NH4NO3; 20 mL de HCI (1N) en
2 Litros de agua.

Solucién (D)
Macroelementos
sin N

444 g de K;SOy4; 12 g de KHCOg3; 6 g de KH,PO4; 6.53 g de
KoHPOy; 4.04 g de MgCl,.6H,0; 1,02 g de CaCOs3; 3.11 g de
Na,SOg4; 20 mL de HCI (1N) en 2 Litros de agua.

3.3.4. Preparacion de las soluciones nutritivas. Para la fertilizacion de las macetas con

los respectivos tratamientos se prepararon las soluciones nutritivas de la siguiente

manera:

Se tomaron 70 ml de cada una de las soluciones A, B, C y D, se diluyeron por separado

(segun correspondio6 a los tratamientos) en 1.5 litros de agua destilada estéril. Luego se

aplicé 100 ml de estas soluciones por kg de suelo seco, cada tres dias, en funcion de los

tratamientos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Experimento 1.- Eficiencia en la fijacion biologica de nitrdégeno de seis cepas de
Bradyrhizobium a nivel de invernadero, utilizando dos variedades comerciales de
soya.

4.1.1. Peso humedo de la parte aérea

En el analisis de la variancia (ADEVA) para esta variable se detectaron diferencias
estadisticas significativas para todas las fuentes de variacion (variedades, cepas,
interaccion cepas por variedades y las comparaciones ortogonales entre los tratamientos
inoculados con las seis cepas y el tratamiento no inoculado (agua estéril), para cada
variedad (Anexo 1.1.1.); el coeficiente de variacion fue de 1.32%. La variedad INIAP-307
presentd los pesos humedos de la parte aérea mas altos (31.80 g), en comparacién a la
variedad P-34 (23.14 g). En cuanto a las cepas de Bradyrhizobium en la variedad de
INIAP-307, los pesos mas altos se observaron al ser inoculada con las obtenidas en
Valencia, Buena Fe y Babahoyo; mientras que en la variedad P-34 los pesos mas altos se
observaron con las cepas Valencia, Buena Fe, Milagro y Babahoyo (Tabla 4.1). En cuanto
a las cepas, las obtenidas de Valencia y Buena Fe produjeron los pesos mas altos.

Tabla 4.1. Promedios para peso humedo de la parte aérea de la planta (g) los 45 dias
después de la siembra para dos variedades de soya inoculadas con seis cepas de
Bradyrhizobium. Quevedo, 2011

Variedades
Cepas INIAP - 307 P-34 Promedio de cepas
Montalvo 28.28 ¢V 21.53 f 24.91 d”
Babahoyo 31.13ab 22.21 ef 26.67 b
Milagro 27.43 ¢ 22.35 ef 24.89 d
Mocache 30.16 b 21.65f 2591 c
Buena Fe 3146 a 22.91 ef 27.19 ab
Valencia 31.80 a 23.14 ¢ 27.47 a
Testigo 26.28d 20.52 g 23.40e
Promedio de variedades 29.51 8% 22.05b

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
’Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)
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4.1.2. Peso seco de la parte aérea

Para esta variable, se registraron diferencias estadisticas significativas para todas las
fuentes de variacion (Anexo 1.1.2.). Los promedios de peso seco de la parte aérea de la
variedad INIAP-307 fueron mas altos al inocularlos con las cepas originarias de Babahoyo,
Mocache, Buena Fé y Valencia, siendo superiores estadisticamente a los tratamientos
inoculados con las otras cepas y al tratamiento sin inoculacion (agua estéril). En la
variedad P-34, la inoculacion con cualquier cepa supero al testigo y todas las cepas en esta
variedad presentaron un comportamiento estadistico similar, a excepcion de la cepa aislada

del suelo de Montalvo (Tabla 4.2). El coeficiente de variacion fue de 4.81%.

Tabla 4.2. Peso seco de la parte aérea de la planta area (g) a los 45 dias después de la
siembra para dos variedades de soya inoculadas con seis cepas de Bradyrhizobium.
Quevedo, 2011

Variedades
Cepas INIAP - 307 P-34 Promedio de cepas
Montalvo 5.45 b" 4.67c 5.06 b”
Babahoyo 6.57 a 4.84 bc 571a
Milagro 5.26 bc 5.04 bc 515D
Mocache 6.51a 4.80 bc 5.66 a
Buena Fe 6.71a 5.40 bc 6.05a
Valencia 6.40 a 5.35 bc 5.88 a
Testigo 4.89 bc 3.65d 4.27c
Promedio de variedades 5.97 a 482b

“Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey =0.05);
Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes (Tukey
=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS= 0.05)

De acuerdo con lIribarne, Balagué, Diosma & Balatti (1998) encontraron correlacion
positiva entre el peso seco de nodulos y el peso seco de la parte aérea en Lotus glaber
(Miller) con valores entre 0.65 y 0.91 (P<0.05). Mientras que (Kumudini, Hume, & Chu,
2001), reportaron en soya incrementos en rendimiento de grano asociados con incrementos

en materia seca.

De igual manera Koutroubas, Papakosta & Gagianas (1998), demostraron que las plantas
de soya inoculadas acumulan méas materia seca y N en los tejidos vegetativos en las etapas

R2 y R5. En la etapa R2 indica el comienzo de un periodo de acumulacion diaria y
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constante de materia seca y nutriente. En la etapa R5 ocurren eventos importantes: La
planta logra la maxima altura, nimero de nudos y area foliar. Se registra incremento del
ritmo de fijacion de nitrogeno llegando al maximo en este periodo, comenzando luego a
caer abruptamente. Las semillas inician un periodo rapido de acumulacion de materia seca
y nutriente. Ademads, estos mismos autores reportaron que el rendimiento de grano
correlacion6 positivamente con la materia seca en R2 y la materia vegetal seca y el
contenido de N en R5. Estos autores sugieren que la acumulacion de materia seca y de N
en etapas tempranas de crecimiento son factores importantes en la consecucion de altos
rendimientos. Similares resultados fueron reportados por Iribarne, Balagué, Diosma &
Balatti (1998), donde la inoculacion con diversas cepas resulto en incrementos variables de
la produccion de materia seca, que sugiere una capacidad diferencial de Rizobium para fijar
N. En general, se puede establecer que la produccién de una mayor cantidad de biomasa es

una caracteristica que se potencializa con una mayor disponibilidad de N en las plantas.

4.1.3. Numero de nédulos y su peso en fresco y seco

La variedad INIAP-307 con el aislamiento de Buena Fe present6 el promedio mas alto de
namero de nddulos (57.67) siendo estadisticamente superior al resto de cepas inoculadas
en esa variedad y también respecto a las inoculaciones realizadas en la variedad P-34.
Mientras que en la variedad P-34 la inoculacion con los aislamientos de Montalvo y Buena
Fe presentaron el mayor nimero de nddulos (40 y 42, respectivamente). Los tratamientos
sin inoculacion (testigos) presentaron el menor nimero de nodulos por planta para las dos
variedades (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Numero de nodulos por planta a los 45 dias después de las inoculaciones
con seis cepas Bradyrhizobium en dos variedades de soya

Variedades
Cepas INIAP - 307 P-34 Promedio de cepas
Montalvo 45.67 b" 42.00 bed 43.83 ab”
Babahoyo 42.33 bcd 33.67 cdef 38.00 bc
Milagro 44,67 b 28.83 f 36.75¢
Mocache 34.17 cdef 30.33 ef 32.25¢
Buena Fe 57.67 a 40.00 bcde 48.83 a
Valencia 44.00 bc 32.17 def 38.08 bc
Testigo 17.33 g 15.00 g 16.17 d
Promedio de variedades 40.83 a* 31.71b

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

En cuanto al peso de nddulos frescos se presentaron diferencias estadisticas altamente
significativas en todas las fuentes de variacion (Anexo 1.1.3.). La variedad P-34 presento
los mas altos promedios al inocularlos con los aislamientos de Mocache, Buena Fe y
Babahoyo; mientras que, en la variedad INIAP-307 los aislamientos de Buena Fe y
Valencia produjeron los mas altos pesos de nodulos frescos. Los tratamientos sin
inoculacién presentaron los menores pesos en las dos variedades (Tabla 4.4). En promedio,
de las dos variedades, las cepas aisladas de las localidades de Buena Fe, Mocache,
Babahoyo y Valencia fueron superiores a las aisladas en Montalvo y Milagro.

Tabla 4.4. Peso de nddulos frescos en raices (g) a los 45 dias después de las

inoculaciones con seis cepas de Bradyrhizobium en dos variedades de soya

Cepas Variedades Promedio de cepas
INIAP - 307 P-34
Montalvo 1.83 cdY 2.02 bed 1.93b%
Babahoyo 1.98 bcd 2.18 abc 2.08 ab
Milagro 1.92 cd 1.88 cd 1.90b
Mocache 1.77d 241 a 2.09 ab
Buena Fe 2.07 abcd 2.34 ab 220 a
Valencia 2.04 abcd 2.02 bed 2.03 ab
Testigo 1.02¢e 1.12e 1.07c
Promedio de variedades 1.81 b* 1.99 a

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)
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En cuanto al peso seco de los nodulos, también se presentaron diferencias estadisticas
altamente significativas en todas las fuentes de variacion con excepcion de variedades. Los
promedios mostraron una tendencia diferente que la mostrada para el peso humedo, asi,
dentro de cada una de las dos variedades, los tratamientos inoculados fueron iguales
estadisticamente con excepcion del peso en la variedad P-34, inoculada con el aislamiento
de Valencia. Los tratamientos testigo (sin inoculacion) mostraron los pesos secos mas
bajos y diferentes de los tratamientos inoculados tanto dentro de cada variedad, asi como

en promedio de las dos variedades (Tabla 4.5).

En este aspecto Neyra (1995), indicdé que el peso de los nédulos de una planta esta
relacionado en forma directa con la actividad de la fijacion de nitrégeno y el nimero de
nodulos es un indicativo de la raiz para la infeccién de la bacteria. Sin embargo, estos dos
factores no son completamente independientes, cuando una planta tiene pocos nddulos, en
general son méas grandes que cuando son abundantes. En ese estudio, el grado de
asociacion entre nimero de nédulos y peso seco de ndédulos fue positivo y significativo
(r=0.67). En contraste, Iribarne, Balagué, Diosma & Balatti (1998), reportaron una baja
correlacion de estas variables, al encontrar que el mayor peso seco de nédulos no fue el

resultado del desarrollo de un nimero significativamente mayor de nddulos.

Tabla 4.5. Peso de nddulos secos en raices (g) a los 45 dias después de las
inoculaciones con seis cepas de Bradyrhizobium en dos variedades de soya

Variedades Promedio de

Cepas
INIAP - 307 P-34 cepas

Montalvo 0.36 ab” 0.38a 0.37 ab”
Babahoyo 0.38 a 0.38 a 0.38 ab
Milagro 0.37 ab 0.38a 0.37 ab
Mocache 0.38a 0.36 ab 0.37 ab
Buena Fe 0.40 a 041a 041a
Valencia 0.38a 0.30b 0.34b
Testigo 0.16 ¢ 0.20c 0.18 ¢
Promedio de variedades 0.35a% 0.35a

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

¥ Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)
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En la Tabla 4.6, se observa un efecto significativo (p<0.05) de la inoculacién con
aislamientos con Bradyrhizobium sp., promedio de las dos variedades, sobre la
concentracion de N en el tejido vegetal. La variedad de soya P-34 inoculada con los
aislamientos de Mocache, Montalvo, Milagro y Babahoyo mostré los méas altos valores
respecto a esta variable (0.49, 0.42, 0.39 y 0.37 mg N kg™, respectivamente). En cuanto a
las inoculaciones realizadas en la variedad INIAP-307, existio6 un comportamiento

estadistico similar entre todas las cepas utilizadas, incluyendo al testigo (agua estéril).

Tabla 4.6. Concentracién de N a nivel de tejido vegetal (mg kg™) en dos cultivares de
soya (Glycine max) INIAP-307 y P-34 inoculados con seis cepas de Bradyrhizobium, y
sin inoculacion

Variedades Promedio de

Cepas
INIAP — 307 P-34 cepas

Montalvo 0.07 d¥ 0.42 ab 0.24 ab”
Babahoyo 0.09d 0.37 ab 0.23 ab
Milagro 0.09d 0.39 ab 0.24 ab
Mocache 0.07d 0.49a 0.28 a
Buena Fe 0.15cd 0.29 bc 0.22 ab
Valencia 0.09d 0.29 bc 0.19 ab
Testigo 0.07d 0.27 bc 0.17b
Promedio de variedades 0.09 b¥ 0.36 a

YMedias con una letra comin no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

En la Tabla 4.7 se observa un efecto significativo de la inoculacion con Bradyrhizobium sp
sobre la concentracion de N a nivel de suelo. Por otro lado, las variedades INIAP-307 y P-
34 fueron sensibles a ser infectadas, ya que ambas incrementaron la concentracién de N del
suelo (en los tratamientos inoculados) con respecto al testigo, el cual fue superado en 11.0
y 16.33 mg N kg, en esas variedades respectivamente. En la variedad INIAP-307, los
tratamientos inoculados con los aislamientos de Valencia, Buena Fe y Mocache
presentaron las mas altos concentraciones; mientras que en la variedad P-34 los més altos
valores de N en el suelo se obtuvieron con las cepas de Montalvo y Babahoyo.
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Tabla 4.7. Concentracion de N a nivel de suelo cultivado con las variedades INIAP-
307 y P-34 inoculadas con seis cepas de Bradyrhizobium, y sin inoculacion

Cepas Variedades Promedio de

INIAP — 307 P-34 cepas
Montalvo 15.33 bcd 19.00 abc 17.17 a
Babahoyo 15.67 bcd 16.33 abcd 16.00 a
Milagro 15.67 bed 15.67 bcd 15.67 a
Mocache 18.67 abc 11.67 def 15.17 a
Buena Fe 20.00 ab 14.67 cde 17.33 a
Valencia 20.67 a 10.00 ef 15.33 a
Testigo 9.67f 2.679 6.17 b
Promedio de variedades 16.52 a 12.86 b

“Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

Las leguminosas tienen la capacidad de formar asociaciones simbioticas que le permiten
aprovechar el nitrogeno atmosférico (Ny), las bacterias reciben N, transformandolo en
amoniaco (NH;) gracias a una reaccion quimica de reduccién (contrario a oxidacion)
mediada por la enzima nitrogenasa (Tejada & Rodriguez, 1989; Salisbury & Ross, 2000)
esto explicaria la concentracion diferenciada de N a nivel de tejido vegetal entre cultivares

de soya inoculados y no inoculados con Bradyrhizobium sp.

La fijacidn biologica del N, es un proceso que representa un suministro de N para las
plantas, pero también permite incrementar sus concentraciones a nivel de suelo. Asi,
Tejada & Rodriguez (1989) reportan que aproximadamente el 50% del N, fijado
biol6gicamente es fijado y aprovechado por la planta y el 50% restante es incorporado al

suelo.
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4.2. Experimento 2. Eficiencia de la absorcion del fosforo de las micorrizas en soya a
nivel de invernadero, utilizando dos variedades comerciales.

4.2.1. Poblacion de esporas y colonizacion micorrizica en seis suelos cultivados con
soya del litoral ecuatoriano

4.2.1.1. Poblacion de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

De los seis suelos cultivados con soya, el que presentd la mayor concentracion de esporas
de HMA por cada 100 gramos de suelo himedo, fue el de la localidad de Mocache, con un
total de 920 esporas, seguidos de los obtenidos en Babahoyo, Buena Fe y Montalvo con
916, 846 y 837 esporas respectivamente. Un menor nimero de esporas se encontrd en la
localidad de Valencia, con 781 esporas Yy, por ultimo, el de la localidad de Milagro con 712
esporas (Tabla 4.8).

Los valores de nimero de esporas encontradas en esta investigacion fueron inferiores a las
reportadas por Prieto (2010), que fue entre 1030 y 2028 esporas de HMA en sistemas
agroforestales con Theobroma cacao L. (cacao), también en el litoral ecuatoriano. Estas
diferencias se deben a que las esporas extraidas de los sistemas agroforestales con cacao se
encontraron asociadas a varias especies de gramineas, las cuales son de gran facilidad para
la introduccién de las micorrizas arbusculares, por tal razén el nimero de esporas es
superlativo en los sistemas agroforestales, en comparacion al nimero de esporas
encontrado en un monocultivo como la soya. Otro de los factores que podria explicar estos
resultados es que la condiciones del suelo de los cacaotales permite mantener de mejor
manera las cepas microbianas, lo que no sucede en las areas soyeras, donde se aplica
mayor cantidad de pesticidas y a su vez, recibe mayor radiacion solar que desactivan a los
agentes microbianos, tal como menciona Prieto et al. (2011).
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Tabla 4.8. Poblacion total de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), de
seis localidades del litoral ecuatoriano, cultivados con soya

Apertura de tamiz Montalvo Babahoyo Milagro Mocache BuenaFe Valencia

425 pum 75 69 82 101 74 91
90 pm 178 142 167 189 135 184
25 pm 584 705 463 630 637 506
TOTAL 837 916 712 920 846 781

4.2.1.2. Géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) observados por
localidad

Se utilizaron tres tipos de tamices con apertura de mallas de 425, 90 y 25 um, de los cuales
el tamiz de 25 pum atrap6 la mayor cantidad de esporas, seguido de los tamices de 90 um 'y
425 um, respectivamente. La mayor parte de esporas de HMA pertenecieron al género
Glomus, seguido de Entrophospora, Acaulospora y Gigaspora. Cabe mencionar que en el
tamiz con apertura de malla de 25 pm no se encontré esporas del género Gigaspora, siendo

esta la tendencia en todas las localidades muestreadas.

Los géneros de hongos micorrizicos arbusculares encontrados en la presente investigacion
también fueron reportado por Medina, Rodriguez, Torres, & Herrera (2010), quienes
aislaron e identificaron hongos micorrizicos arbusculares nativos en la zona de Las Caobas
— Cuba. Ademas de esporas del género Scutellospora, encontraron varias especies de los
géneros Glomus, Acaulospora y Gigaspora. En las investigaciones realizadas en el litoral
ecuatoriano, también se han reportado los mismos géneros observados en la presente
investigacion, tal es el caso de Enriquez, Nufiez & Paillacho (2010) quienes investigando
hongos formadores de micorriza arbuscular asociadas a palmito (Bactris gasipaes Kunt),
reportaron géneros como Glomus, Gigaspora y Acaulospora. De igual forma en un estudio
de Prieto (2010) se observaron todos los géneros encontrados en la presente investigacion,

excepto Entrophospora.
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4.2.1.3. Porcentaje de colonizacion micorrizica en raices de soya en seis suelos del
litoral ecuatoriano

No se observaron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos para esta
variable. El porcentaje de colonizacion micorrizica estuvo comprendido entre 3.49% y
3.75%, los cuales fueron inferiores a los reportados por Chapman (2010), quién encontrd
valores superiores al 90%. De igual manera fueron menores al reportado por Morales &
Morango (2008), quienes en la evaluacién de consorcios micorrizicos nativos de soya y
cacao presentaron promedios de colonizacion micorrizica superiores al 50%. En este
contexto cabe mencionar que el suelo del cual se extrajeron las muestras en la presente
investigacion, pudo haber sido expuesto a pesticidas y fertilizantes quimicos, aspectos que

inhiben la capacidad de esporulacion de las micorrizas.

4.2.2. Parametros morfologicos

4.2.2.1. Altura de planta

En esta variable, a los 45 dias después de la inoculacion, se encontraron diferencias
estadisticas altamente significativas por efecto de indculos y variedades y no se
presentaron diferencias en la interaccion (Anexo 1.2.1.). Los tratamientos inoculados

fueron iguales estadisticamente, pero diferentes que el testigo (Tabla 4.9.).

Estos resultados fueron similares a los reportados por Diaz, Jacques & Pefia Rio (2008),
quienes utilizaron como planta hospedera al sorgo (Sorghum bicolor L.), y empleando
como inoculo un consorcio micorrizico de Glomus intrarradices., Las plantas de sorgo
inoculadas con G. intrarradices tuvieron mayores alturas promedios que las plantas que no

tenian in6culo.



38

Tabla 4.9. Promedios para altura de planta (cm), en dos variedades inoculadas con
seis aislamientos de hongos micorrizicos

Inoculos Promedio
Montalvo 62.08 a¥
Babahoyo 62.00 a
Milagro 59.17 a
Mocache 62.42 a
Buena Fe 61.08 a
Valencia 61.08 a
Testigo 40.67 b

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (Tukey =0.05)
4.2.2.2. Peso humedo y seco del area foliar

En el peso humedo de la parte aérea foliar, a los 45 dias después de las inoculaciones, se
encontraron diferencias estadisticas altamente significativas (Anexo 1.2.2.) para todas las
fuentes de variacion. Los tratamientos inoculados con consorcios micorrizicos arbusculares
mostraron alturas superiores respecto al testigo, tanto en la variedad de INIAP-307, asi
como en P-34. La variedad INIAP-307 alcanzé mayor peso himedo de la parte aérea de la
planta con todos los aislamientos (con excepcidn del obtenido en Valencia) en relacién a la
variedad de P-34 (Tabla 4.10).

En cuanto al peso seco de la parte aérea de la planta, se encontraron diferencias estadisticas
altamente significativas entre indculos y la comparacion entre tratamientos inoculados y
sin indculo en las dos variedades. Se observaron diferencias significativas entre variedades

y para la interaccion indculo x variedad (Anexo 1.2.3.).

Similar resultado se observo en los promedios de los indculos, todos superaron al testigo
sin inoculacion y los aislamientos de Mocache y Valencia produjeron los pesos mas bajos
dentro de los tratamientos inoculados. (Tabla 4.11.). En este contexto, Prieto et al. (2011)
obtuvieron resultados similares para estas variables, obteniendo para el peso himedo
promedios de hasta 25 g planta™ y para el peso seco 6 g planta-!, estos investigadores
utilizaron como planta hospedera el pasto Brachiaria decumbens, la cual es una especie

muy susceptible a la micorrizacion.



39

Tabla 4.10. Peso humedo de la parte aérea de la planta (g) a los 45 dias después de las
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares en dos variedades de soya

Variedades Promedio de

Cepas
INIAP - 307 P-34 cepas

Montalvo 25.84 3" 20.24 de 23.04 2%
Babahoyo 23.68 bc 20.82 de 22.25 ab
Milagro 24.88 ab 21.30d 23.09 a
Mocache 23.31 bc 19.27 e 21.29 bc
Buena Fe 24.27 ab 22.21 cd 23.19a
Valencia 21.31d 18.91f 20.11c
Testigo 10.67 f 9.59 f 10.13d
Promedio de variedades 21.99 a¥ 18.89 b

“Medias con una letra comin no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

Tabla 4.11. Peso seco de la aérea de la planta (g) a los 45 dias después de las
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares en dos variedades de soya

Variedades Promedio de

Cepas
INIAP - 307 P-34 cepas

Montalvo 4.21 a 3.51ab 3.86 ab”
Babahoyo 3.58 ab 3.60 ab 3.59 ab
Milagro 4.61 ab 3.40 ab 3.71ab
Mocache 3.71 ab 3.83ab 3.77 ab
Buena Fe 4.08 ab 4.05 ab 4.07 a
Valencia 3.28b 3.54 ab 341b
Testigo 1.70 c 197¢c 1.84¢c
Promedio de variedades 3.51a" 34la

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

¥ Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)
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4.2.2.3. Peso humedo y seco del sistema radicular

A los 45 dias después de la inoculacién, el peso himedo de las raices inoculadas con
consorcios micorrizicos arbusculares y el testigo (inoculacion con agua destilada estéril),

mostraron diferencias estadisticas significativas dentro de cada variedad (Tabla 4.12.).

Para la variable peso seco radicular, la interaccion aislamiento x variedad no fue
estadisticamente significativa. EI comportamiento diferencial se reporta en esta variable en
las localidades de Montalvo, Babahoyo, Milagro y Mocache, donde la variedad INIAP-307
presentd mayor peso seco radicular que la variedad P-34, no asi, en la localidad de Buena
Fe, y en el testigo donde el comportamiento de las variedades fue similar (Tabla 4.13),
resultados que fueron analogos a los obtenidos por Chapman (2010) en su investigacion;
en tanto que Prieto et al. (2011), reportaron valores inferiores a los encontrados en el
presente trabajo y tampoco tuvieron diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos que contenian micorrizas respecto al testigo.

Tabla 4.12. Peso humedo de sistema radicular (g) a los 45 dias después de las
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares en dos variedades de soya

Cepas Variedades Promedio de

INIAP - 307 P-34 cepas
Montalvo 12.27 a¥ 11.45 abc 11.86 ab?
Babahoyo 11.85 abc 11.11 abc 11.48 ab
Milagro 12.10 ab 10.69 cd 11.40 ab
Mocache 11.77 abc 11.14 abc 11.45 ab
Buena Fe 12.08 ab 12.20 a 1214 a
Valencia 11.74 abc 10.90 bc 11.32b
Testigo 944e 9.56 de 9.50¢c
Promedio de variedades 11.61 a% 11.01 b

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)
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Tabla 4.13. Peso seco de sistema radicular a los 45 dias después de las inoculaciones
con hongos micorrizicos arbusculares en dos variedades de soya

Cepas Variedades Promedio de
INIAP - 307 P-34 cepas

Montalvo 1.03 a 0.91ab 0.97 &%
Babahoyo 0.90 ab 0.77 ab 0.84 bc
Milagro 0.86 abc 0.67 cd 0.77c
Mocache 0.89 ab 0.79 bc 0.84 bc
Buena Fe 0.88 ab 0.90 ab 0.89 ab
Valencia 0.86 abc 0.81 bc 0.84 bc
Testigo 0.46e€ 0.49 de 0.48d
Promedio de variedades 0.84a% 0.76 b

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

¥ Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

Longitud total de la raiz por planta (RL) y longitud de la raiz por volumen de suelo (RLV)

En el andlisis de varianza para longitud total de la raiz por planta, se detectaron diferencias
estadisticas altamente significativas por efecto de variedades e indculos, y significativas
para la interaccion variedades x inoculos (Anexo 1.2.6.); Mientras que para la variable
longitud de la raiz por volumen de suelo, solo se observaron diferencias estadisticas
altamente significativas para inoculos (anexo 1.2.7.). Los tratamientos inoculados
mostraron ser superiores al testigo (agua destilada estéril), en las dos variedades (Tabla
4.14.).

En lo que se refiere a la longitud de raiz por volumen de suelo, se determind diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos a los 45 dias después de las inoculaciones.
En los tratamientos con consorcios micorrizicos como inoculantes se observaron
longitudes de raices superiores al testigo (agua destilada esteril); sin embargo, el consorcio
micorrizico extraido desde la localidad de Montalvo mostré6 mayor longitud de raiz (Tabla
4.15.) por volumen respecto a las otras cepas.

En el presente estudio, el largo total de raiz por planta (RL) y la longitud total de raiz por
volumen de suelo (RLv) mostraron un comportamiento similar. En la evaluacion realizada
a los 45 dias despues de las inoculaciones, las variables RL y RLv, aunque no existieron
diferencias entre los tratamientos que contenian inéculo de micorriza si lo hicieron frente
al tratamiento testigo. La habilidad de las plantas para tomar ventaja de los nutrientes
disponibles en el suelo, esta sujeta a las propiedades morfologicas y fisiologicas de su
sistema radicular. Las variables largo total de raiz por planta (RL) y longitud total de raiz
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por volumen de suelo (también conocida como densidad de longitud radicular (RLv), son
parametros que caracterizan la capacidad de absorcion de una especie vegetal.

Tabla 4.14. Longitud total de raices (cm) por planta a los 45 dias después de las
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares en dos variedades de soya

Cepas Variedades Promedio de
INIAP — 307 P-34 cepas

Montalvo 202.10 aY 188.37 ab 195.23 a”
Babahoyo 193.29 ab 181.52 b 187.40 a
Milagro 185.94 ab 187.0 ab 186.92 a
Mocache 191.71 ab 182.98 ab 187.35a
Buena Fe 191.13 ab 183.60 ab 187.37 a
Valencia 196.78 ab 185.09 ab 190.94 a
Testigo 101.81c 112.77 ¢ 107.29 b
Promedio de variedades 180.39 a¥ 17452 b

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

¥ Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

Tabla 4.15. Longitud de raiz por volumen de suelo (cm), a los 45 dias después de las
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares en dos variedades de soya

c Variedades Promedio de
epas INIAP — 307 P-34 cepas

Montalvo 0.44 ab" 0.45a 0.45 a”
Babahoyo 0.40 abc 0.38 abc 0.39 ab
Milagro 0.39 abc 0.36 abc 0.37 ab
Mocache 0.37 abc 0.36 abc 0.35b
Buena Fe 0.31cd 0.34 abc 0.33b
Valencia 0.36 abc 0.37 abc 0.36b
Testigo 0.20 de 0.17e 0.18c
Promedio de variedades 0.35a% 0.34a

“Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

No existio significancia estadistica sobre el efecto del inoculo con HMA en la
concentracion de P en el tejido vegetal, y no se registré un efecto de las cepas (p>0.05).
Por otro lado, las variedades INIAP-307 y P-34 se mostraron sensibles a ser infectadas,
Con los inoculos de HMA procedente de la localidad de Babahoyo, se alcanzo la mayor
concentracion de P (0.23%) a nivel tisular, mientras que las menores concentraciones se
obtuvieron con cepas de Mocache en la variedad INIAP-307 y P-34 con 0.17% y 0.19%,
respectivamente (Tabla 4.16).
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Tabla 4.16. Concentracién de P a nivel de tejido vegetal (mg/Kg%) de los cultivares
de soya INIAP-307 y P-34 inoculados con seis aislamientos con consorcios
micorrizicos arbusculares

Cepas Variedades Promedio de
INIAP - 307 P-34 cepas

Montalvo 0.20 a* 0.21a 0.21 a%
Babahoyo 0.23a 0.20a 0.22a
Milagro 0.22a 0.20a 0.21a
Mocache 0.17 a 0.19a 0.18a
Buena Fe 0.23 a 0.29 a 0.21a
Valencia 0.21a 0.21a 0.21a
Testigo 0.18a 0.21a 0.19a
Promedio de variedades 0.21a" 0.20 a

“Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes, en las dos variedades (Tukey=0.05);
?Promedios de cepas con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes
(Tukey=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

La reducida absorcion del P, desde la solucion del suelo hasta la superficie radical, es
debido al lento movimiento de este ion; situacion que es superada en parte por las
micorrizas, ya que incrementan la capacidad de exploracién radical y mejoran las
posibilidades de acceder a iones fosfato de diferente familia (H,PO, o HPQO,). Esta
aproximacion también es sustentada por Claassen & Steingrobe (1999) quienes sefialan
que pequefias estructuras como pelos radicales e hifas de las micorrizas tienen mayor

superficie de contacto.

Por otro lado, Brady & Weil (1999) sostienen que la poca movilidad que tiene el P en el
suelo es superada, en parte, por el movimiento de las raices hasta los iones fosfato
(interseccion radical). Similar papel cumplen las hifas de los hongos de las micorrizas, al
permitir el movimiento del P del suelo hasta las raices de las plantas a través de las células
estructurales de las hifas, donde los mecanismos adsorcion — desorcion, precipitacion —
diluciéon e inmovilizacion — mineralizacion, descritos detalladamente por Porter-Bolland
(2003) no interfieren con el movimiento del P. VVasconez y Pinochet (2012) estimaron en
términos relativos el efecto residual del P de siete localidades del Ecuador, observando
que méas o menos el 50% del P soluble aplicado al suelo es retenido al término de 180 dias
luego del evento de fertilizacion. Este resultado deja de manifiesto la elevada capacidad del
suelo de retener P y la importancia de implementar practicas agronomicas, como el uso de
micorrizas para mitigar la retencién P soluble que exhiben naturalmente los suelos.
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4.3. Experimento 3. Efecto de la inoculacion combinada bacteria-hongo en el
crecimiento y rendimiento en dos variedades comerciales de soya a nivel de
campo

4.3.1. Altura de planta, peso de semillas de diez plantas, peso de cien semillas y
rendimiento de grano

En altura de planta, hubo diferencias estadisticas altamente significativas para indculos y
variedades, y para la interaccion sélo significativa (Anexo 1.3.1.). Los tres tratamientos
con inoéculo (bacteria, hongo y bacteria con hongo) presentaron las mayores alturas de

planta dentro de las dos variedades y superaron al testigo sin indculo (Tabla 4.17.).

Tabla 4.17. Promedios de altura de planta (cm), para cuatro tratamientos de
inoculacion en dos variedades de soya

, Variedades . .

In6culos Promedio de inéculos
INIAP - 307 pP-34

Con hongo 0.83 ¢ 1.04 a 0.93 a”
Con bacteria 0.82d 1.04a 0.93a
Con hongo y con bacteria 0.82d 1.03a 0.93a
Sin hongo y sin bacteria 0.80e 101b 091a
Promedio de variedades 0.82 b* 1.03a

UMedias con una letra comin no son significativamente diferentes en las dos variedades (Tukey=0.05)
?Promedios de indculos con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes (Tukey
=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

En lo que respecta al peso de semilla de diez plantas, el uso de la bacteria y del hongo de
manera independiente en las dos variedades, asi como la inoculacion con la bacteria y el
hongo en la variedad INIAP-307 fueron diferentes estadisticamente a los tratamientos sin
aplicacion de la bacteria y hongo en las dos variedades y con la aplicacion de bacteria y sin
el hongo en la variedad P-34 (Tabla 4.18).
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Tabla 4.18. Promedios de peso de semillas de diez plantas (g), de dos variedades de soya
con cuatro tratamientos de inoculacion

In6culos Variedades Prpmedio de

INIAP - 307 P-34 inoculos
Con hongo 235.60 ab” 231.63 ab 233.61 a?
Con bacteria 236.70 ab 248.38 a 242.54 a
Con hongo y con bacteria 183.88 abc 173.28 abc 178.58 b
Sin hongo y sin bacteria 159.43 bc 153.53 ¢ 156.48 b
Promedio de variedades 203.90 ¥ 201.70 a

YMedias con una letra comdn no son significativamente diferentes en las dos variedades (Tukey=0.05)
Promedios de indculos con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes (Tukey
=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

En el peso de cien semillas de todos los tratamientos con la variedad P-34 presentaron los
promedios mas altos y superiores a los tratamientos con la variedad INIAP-307 (Tabla
4.19.). En cuanto a rendimiento de grano, el promedio més alto se registro en el tratamiento
con hongo y la variedad INIAP-307 (2,826.53 kg ha™), siendo estadisticamente igual a
todos los tratamientos evaluados (con y sin bacteria y hongo en las dos variedades), Los
menores valores se registraron en las dos variedades sin aplicacién de bacteria y hongo de
las variedades (INIAP-307 2336.98 y P-34 2260.23 kg ha™, respectivamente) (Tabla 4.20.).
Estos resultados se atribuyen basicamente a la efectividad que tienen los hongos
micorrizicos y las cepas bacterianas de Bradyrhizobium para mejorar las condiciones

fisioldgicas de las plantas, en relacién al testigo que no fue inoculado con ninguna cepa.

Tabla 4.19. Promedios de peso de 100 semillas (g), de dos variedades de soya con cuatro
tratamientos de inoculacion

Inéculos Variedades Pr_on]edio de

INIAP - 307 P-34 inoculos
Con hongo 13.90 b 16.40 a 15.15 a*
Con bacteria 14.73 b 16.53 a 15.63 a
Con hongo y con bacteria 14.45b 16.38 a 1541 a
Sin hongo vy sin bacteria 14.05b 16.25 a 15.15a
Promedio de variedades 14.28 b* 16.39 a

UMedias con una letra comin no son significativamente diferentes en las dos variedades (Tukey=0.05)
Promedios de indculos con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes (Tukey
=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)
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Tabla 4.20. Promedios de rendimiento de grano (kg ha-), de dos variedades de soya con
cuatro tratamientos de inoculacion

In6culos Variedades Pr_on]edio de

INIAP - 307 P-34 inoculos
Con hongo 2826.53 a 2520.26 a 2673.40
Con bacteria 2727.15 a 2646.70 a 2686.93 a
Con hongo y con bacteria 2665.00 a 2535.61 a 2600.31 a
Sin hongo y sin bacteria 2336.98 a 2260.23 a 2298.61 a
Promedio de variedades 2638.92 a% 2490.70 a

YMedias con una letra comdn no son significativamente diferentes en las dos variedades (Tukey=0.05)
Promedios de indculos con una misma letra en esta columna no son significativamente diferentes (Tukey
=0.05)

% Promedios para variedades (Prueba de DMS=0.05)

Respecto a la altura de las plantas, se observo que se encuentra en correspondencia con los
componentes del rendimiento, peso de semilla de diez plantas y nimero de semillas por
vaina. Este efecto se debe, principalmente, a la simbiosis que lleva a cabo la planta con dos
simbiontes al mismo tiempo (Bradyrhizobium y HMA), el primero va a suministrar
nitrégeno a las plantas inoculadas y el segundo va a crear una red de hifas, que partiendo del
interior de la raiz va a explorar un area mayor que el sistema radical de las plantas que no
fueron inoculadas con Glomus. Este simbionte puede solubilizar y traslocar a las plantas
todos aquellos elementos que se encuentran en el suelo, incluso en forma no disponible. Las
hifas del hongo, que son finisimos capilares, tienen la capacidad de extraer el agua del suelo
a presiones osmoticas donde la raiz de la planta por si sola no es capaz de extraerla (Blanco
& Salas, 1997; Siquiera, Texeira & Faquim, 2003; Caballero-Mellado, 2006 y Rivera et al.,
2007). Todos estos efectos se unen para proporcionar a la planta inoculada una mayor
nutricion, que también tiene un efecto importante en el peso de los granos vy, junto a los
otros componentes, van a proporcionar un mayor rendimiento. Estos resultados corroboran
los obtenidos por Hernandez & Cuevas (2003), trabajando con la variedad de soya G7-R-
315, coinoculada con Bradyrhizobium japonicum y Glomus fasciculatum, donde se obtuvo
una respuesta alta en el rendimiento superando al testigo inoculado solamente con

Bradyrhizobium japonicum en 0.93 t ha™.

Otros trabajos realizados por Corbera J. , Napoles, Nufiez & Fernandez (2006) también
mostraron rendimientos altos con las coinoculaciones Bradyrhizobium japonicum
(fermentacién tradicional) e inoculantes con base en hongos micorrizogenos del género

Glomus en el recubrimiento de las semillas de soya antes de la siembra, equivalentes a los
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de una fertilizacion de 120 kg de N ha™, al comparar con testigos de dosis de nitrégeno,
superando en un 13.76% al testigo. Como resultado del trabajo de Corbera et al. (2006), el
tratamiento donde se utilizé la coinoculacion Bradyrhizobium japonicum (fermentado en
medio Nod) + inoculante a base de HMA en el recubrimiento de las semillas antes de la
siembra, obtuvo rendimientos que superaron en 25.64% al rendimiento del testigo, debido a
una mayor eficiencia en la fijacion de nitrégeno por la bacteria y entre simbiontes.
Resultados muy similares se alcanzaron en Cuba por Corbera J. (1998) en inoculaciones
con Bradyrhizobium japonicum comparadas con coinoculaciones de Glomus hoilike +
Bradyrhizobium japonicum en soya, variedad INCASOY-1, encontrando diferencias
significativas entre tratamientos y mejores resultados en la coinoculacion que en la
inoculacion, tanto para el rendimiento como para los indices nimero de vainas por planta,

nlmero de granos por vaina y peso promedio de 100 granos.

4.4. Estudio econdmico

4.4.1. Rendimiento, costos e ingreso

Se determind que el mayor rendimiento fue registrado en el tratamiento INIAP-307 con
hongo (2826.53 kg ha™), seguido de los tratamientos INIAP-307 con bacteria e INIAP-307
con bacteria y con hongos (2727.15 y 2665.0 kg ha™ en su orden (Anexo 8). Al analizar los
costos de produccion de los tratamientos bajo el efecto de la inoculacién con hongos y
bacterias, estos presentan valores desde 25 a 40 centavos de délar por kilogramo producido
de soya v, para los tratamientos considerados como testigos, los costos alcanzaron valores
de 17 a 18 centavos de ddlar por cada kilogramo de soya producido, (Tabla 4.21. y Anexo
8). Referente a los ingresos, los mejores tratamientos fueron INIAP-307 con hongo
(1588.99 USD ha™) seguido de los tratamientos INIAP-307 con bacteria y INIAP-307 con
bacteria y con hongos (1533.12 y 1498.18 USD ha™ en su orden) (Tabla 4.21. y Anexo 8).
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4.4.2. Rentabilidad

Los tratamientos sin bacterias y sin hongos presentaron un beneficio neto de 887.86
(INIAP-307) y 826.22 (P-34), la relacion beneficio-costo fue de 2.08 y 1.86
respectivamente (Tabla 4.21.) y (Anexo 8).

Los tratamientos inoculados tuvieron rendimientos  superiores con relacion a los
trataminetos sin inoculacion, pero los costos de produccién fueron mas altos, por ende se
obuvo un menor beneficio neto. Sin embargo, a pesar de obtener menor rentabilidad con
relacién a los tratamientos sin inoculacion, la nueva tecnologia también fue rentable
econdmicamente ya que la relacion beneficio costo indicé que por cada délar que el
agricultor invirtid, obtuvo un retorno de capital de 0.41 a 1.26 centavos de dolares. Los
tratamiento inoculados que presentaron la mejor relacion beneficio costo es para (t5) Iniap
307 con hongo 1.26 seguido del tratamiento (t3) INIAP-307 con bacteria, 1.04 (Tabla
4.21).

Al realizar una comparacion entre los testigos y los tratamientos bajo la inoculacién
combinada de hongos y bacterias, se determind que estos Ultimos presentaron mayor
rendimiento y mayor costo de produccidn, por ende, la rentabilidad fue menor debido a que
al momento de comercializar la produccién en el mercado, el precio de venta fue similar
entre el grano de soya producido convencionalmente con el precio de la soya producida
organicamente. Por otra parte, el efecto sinergético en el crecimiento y la absorcion de
nutrientes de la soya respondié positivamente a las espectativas de mejorar el suelo, el
rendimiento del cultivo y en su conjunto al proceso amigable con el ambiente y con la
economia de los agricultores del pais, al tener una nueva alternativa de siembra utilizando

energia y nutrientes.

4.4.3. Punto de equilibrio

El punto de equilibrio es el nivel éptimo que se debe producir en un determinado cultivo
para no perder ni ganar. En este estudio se establecio que para no perder ni ganar en el
cultivo de soja se debe producir en el tratamiento “Sin bacteria y sin hongo INIAP-3077,
664 05 kg ha™, en el tratamiento “Sin bacteria y sin hongo P-34”, 677 73 kg ha™; en el
tratamiento “Con bacteria INIAP-307”, 886.85 kg ha™; en el tratamiento “Con bacteria P-
34”, 912.87 kg ha; en el tratamiento “Con hongo- INIAP-307", 839 06 kg ha™; en el
tratamiento “Con hongo P-34”, 879.22 kg ha™; en el tratamiento “Con bacteria y con
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hongo-INIAP-307”, 1173.31 kg ha™ y en el tratamiento “Con bacteria y con hongo P-34”
1242.81 kg ha™* (Tabla 4.22).
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Tabla 4.21. Rentabilidad de los tratamientos en el estudio “Efecto de la inoculacion combinada de Micorrizas y Bradyrhizobium en el
crecimiento y absorcion de nutrientes de la soya (Glycine max L. Merril)”

Rubro T, T, T3 T, Ts Ts T, Ts
Total costos (usd) 42592 44441 75050 768.92 704.04 71756 995.03 1012.38
Costo por kilogramo de soya 0.17 0.18 0.25 0.27 0.23 0.26 0.34 0.37
Rendimiento (0.3 impureza y 14% de

humedad) 2336.98 2260.23 2727.15 2646.70 2826.53 2520.26 2665.00 2535.61
Ingresos (usd) 1313.78 1270.63 1533.12 1487.89 1588.99 1416.81 1498.18 1425.44
Beneficio neto 887.86  826.22 782.62 718.98 884.95 699.25 503.15 413.06
Relacion Beneficio — Costo 2.08 1.86 1.04 0.94 1.26 0.97 0.51 0.41

T, = Sin bacteria y sin hongo - INIAP-307; T,= Sin bacteria y sin hongo - P-34; Ts= Con bacteria- INIAP-307; T,= Con bacteria - P-34; Ts = Con hongo — INIAP-307; T¢ =
Con hongo- P-34; T; Con bacteria y con hongo- INIAP-307; Tg = Con bacteria y con hongo - P-34.
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Tabla 4.22. Punto de equilibrio de los tratamientos en el estudio “Efecto de la inoculacion combinada de Micorrizas y Bradyrhizobium en el

crecimiento y absorcion de nutrientes de la soya”

Rubro T, T, Ts Ta Ts Ts T Tg
Costos Fijos 352.43 353.83 377.14 378.54 373.60 374.63 395.76 397.08
Costos variables 73.48 90.57 373.35 390.36 330.42 342.92 599.26 615.29
Ventas 1313.78 1270.63 1533.12  1487.89 1588.99 1416.81  1498.18  1425.44
Punto equilibrio monetario (usd)  373.31 380.99 498.55 513.19 471.69 494.27 659.60 698.66
Punto equilibrio fisico (kg ha’)  664.05 677.72 886.84 912.87 839.06 879.21 117331  1242.80

T,= Sin bacteria y sin hongo - INIAP-307, T,=Sin bacteria y sin hongo - P-34, T3 = Con bacteria- INIAP-307, T, = Con bacteria- P-34, Ts= Con hongo- INIAP-307, T¢=

Con hongo- P-34, T,= Con bacteria y con hongo- INIAP-307, Tg= Con bacteria y con hongo- P-34
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El peso himedo y seco de la parte aérea de la planta, y los nimeros de nodulos por
planta, fueron superiores en la variedad INIAP-307 en todas las localidades, mientras

que la variedad P-34 fue superior en el peso de nédulo fresco y seco.

Con los in6culos de Bradyrhizobium sp., procedentes de la localidad de Montalvo se
alcanzaron las mayores concentraciones de N (0.13%) a nivel tisular, seguido de los
indculos procedentes de Buena Fe, Valencia y Babahoyo (0.10%); mientras que, con
los in6culos de Bradyrhizobium sp., procedentes de la localidad de Mocache se
alcanzaron las mayores concentraciones de N (17.34 mg N kg™) a nivel del suelo,

La colonizacidén micorrizica no influyé significativamente dentro de las raices de soya,
encontrandose que el porcentaje de colonizacion estuvo comprendido entre 3.49% y
3.75%, lo cual es un porcentaje muy bajo en relacién a otras especies inoculadas con

estos simbiontes.

Se encontrd6 un efecto significativo (p<0.05) del in6culo con HMA sobre la
concentracion de P en el tejido vegetal, siendo las variedades INIAP-307 y P-34
sensibles a ser infectadas, por mostrar incrementos en el contenido de P con respecto al

testigo.

Con los in6culos de HMA procedentes de las localidades de Montalvo y Valencia se

alcanzaron las mayores concentraciones de P a nivel tisular (0.23%).

El mayor rendimiento fue registrado en el tratamiento con hongo en la variedad INIAP-
307 (2826.53 kg ha™).
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La mejor relacion beneficio costo (2.08) lo mostro la variedad INIAP-307 sin bacteria
y sin hongo, mientras que para los tratamientos inoculados el tratamiento que presento
el mejor beneficio costo (1.26) fue INIAP-307 con hongo, lo que demuestra que esta
tecnologia es viable y rentable para el agricultor ya que a mas de mejorar el
rendimiento del cultivo, mejora la calidad del suelo constituyéndose en una préactica

amigable con la naturaleza y con la economia de los agricultores.

4.2 Recomendaciones

Realizar inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares y Bradyrhizobium en la
variedad INIAP-307 por presentar mayor rendimiento por hectarea con relacion a los
tratamientos sin inoculacion, a pesar de tener menor retorno del capital, también
presentan rentabilidad y lo mas importante, que ayuda a mejorar suelos erosionados por

la practica del monocultivo en el Litoral ecuatoriano.

Las instituciones encargadas de brindar asesoramiento técnico a los productores que
siembran cultivos transitorios deben difundir esta tecnologia (inoculaciéon con hongos
micorrizicos), especialmente a los que presentan problemas de erosion por la

sobreexplotacién del suelo dedicado al monocultivo.

Continuar con este tipo de ensayos, a fin de confirmar el efecto positivo de la
asociacion simbidtica para mejorar la productividad por area cultivada en corto tiempo,
asi como, aportar en la mitigacion de la contaminacion del suelo y del agua,
incrementar la fertilidad del suelo, la rentabilidad y por ende mejorar los beneficios

econdmicos, sociales y ambientales del cultivo.
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ANEXOS
ANEXO 1:

Anexo 1.1. Experimento 1.- Eficiencia en la Fijacion Bioldgica de Nitrogeno de las

cepas de Bradyrhizobium a nivel de invernadero, utilizando dos variedades

comerciales de Soya

Anexo 1.1.1. ADEVA para peso himedo foliar, después de inoculaciones con Bladyrhizobium

sp
Grados
de Sumade Cuadrados F
Fuente de Variacion libertad cuadrados medios calculada p-valor
In6culos 6 77.13 12.85 111.35 <0.0001
Variedad 1 584.42 584.42 5062.28 <0.0001
In6culo*variedad 6 22.38 3.73 32.20 <0.0001
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 36.34 36.34 314.81 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 8.18 8.18 70.84 <0.0001
Error 28 3.23 0.12
Total 41 687.15

Coeficiente de variacion (%) 1.32

Anexo 1.1.2. ADEVA para peso seco foliar, después de inoculaciones con Bladyrhizobium sp

Fuente de Variacion Gfados de Suma de Cuadrgdos F p-valor
libertad cuadrados medios calculada

In6culos 6 13.59 2.26 33.64 <0.0001
Variedad 1 13.87 13.87 206.16 <0.0001
In6culo*variedad 6 2.55 0.43 6.32 0.0003
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 4.09 4.09 60.71 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 4.83 4.83 71.71 <0.0001
Error 28 1.88 0.07

Total 41 31.90

Coeficiente de variacion (%) 4.81



Anexo 1.1.3. ADEVA para numero de nodulos, después de inoculaciones con Bladyrhizobium sp

Grados de Sumade Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados medios calculada p-valor
Indculos 6 3851.14 641.86 52.83 <0.0001
Variedad 1 873.15 873.15 71.87 <0.0001
In6culo*variedad 6 344.14 57.36 4,72 0.0019
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 1932.88  1932.88 159.10 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 977.79 977.79 80.48 <0.0001
Error 28 340.17 12.15

Total 41 5408.60

Coeficiente de variacion (%) 9.61

Anexo 1.1.4. ADEVA para peso de nddulos frescos, después de inoculaciones con
Bladyrhizobium sp

Fuente de Variacion Grados de - Suma de - Cuadrados - p-valor
libertad cuadrados medios calculada

Inéculos 6 5.22 0.87 54.73 <0.0001
Variedad 1 0.37 0.37 23.47 0.0001
In6culo*variedad 6 0.46 0.08 4.80 0.0018
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 2.16 2.16 135.83 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 2.70 2.70 169.47 <0.0001
Error 28 0.45 0.02
Total 41 6.50

Coeficiente de variacion (%) 6.64

Anexo 1.1.5. ADEVA para peso de nodulos secos, después de inoculaciones con
Bladyrhizobium sp

Grados
de Sumade Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados  medios calculada  p-valor
In6culos 6 0.20 0.03 65.67 <0.0001
Variedad 1 0.0009 0.0001 0.02 0.8932
In6culo*variedad 6 0.01 0.00021 4.01 0.0051
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 0.12 0.12 227.82 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 0.07 0.07 144.11 <0.0001
Error 28 0.01 0.00052

Total 41 0.23

Coeficiente de variacion (%) 6.57



Anexo 1.1.6. ADEVA para concentracion de N a nivel del tejido vegetal de los cultivares de
soya (Glycine max L. Merrill). INIAP-307 y P-34 inoculados con Bradyrhizobium sp. y no
inoculados

Grados
de Sumade Cuadrados

Fuente de Variacion libertad cuadrados  medios F calculada p-valor
In6culos 6 0.03 0.004 1976.00 <0.0001
Variedad 1 0.01 0.01 3025.00 <0.0001
Inéculo*variedad 6 0.02 0.003 1212.00 <0.0001
INIAP sin inocular VS
inoculadas 1 0.01 0.01 5376.33 <0.0001
P-34 sin inocular VS
inoculadas 1 0.004 0.004 1728.00 <0.0001
Error 28 0.00 0.00
Total 41 0.05

Coeficiente de variacion (%) 23.06

Anexo 1.1.7. ADEVA para concentracion de N a nivel del suelo de los cultivares de soya
(Glycine max L. Merrill) INIAP-307 y P-34 inoculados con Bradyrhizobium sp. y no
inoculados

Gradosde Sumade Cuadrados

Fuente de Variacion libertad  cuadrados  medios F calculada  p-valor
In6culos 6 534.48 89.08 33.11 <0.0001
Variedad 1 141.17 141.17 52.47 <0.0001
In6culo*variedad 6 240.00 40.00 14.87 <0.0001
INIAP sin inocular VS

inoculadas 1 164.27 164.27 61.17 <0.0001
P-34 sin inocular VS

inoculadas 1 363.46 363.46 135.09 <0.0001
Error 28 75.33 2.69

Total 41 990.98

Coeficiente de variacion (%) 11.17



Anexo 1.2. Experimento 2. Eficiencia de la absorcion del fésforo de las micorrizas en
soya a nivel de invernadero utilizando dos variedades comerciales

Anexo 1.2.1. ADEVA para altura de planta (cm) de dos variedades de soya después de
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares de seis localidades del litoral ecuatoriano

Grados
de Sumade Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados medios calculada  p-valor
In6culo 6 2232.64 37211 30.92 <0.0001
Variedad 1 120.02 120.02 9.97 0.0038
Inoculo*variedad 6 145.48 24.25 2.01 0.0972
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 859.06 859.06 71.38 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 1282.57 1282.57 106.56 <0.0001
Error 28 337.00 12.04
Total 41 2835.14

Coeficiente de variacion (%) 5,91

Anexo 1.2.2. ADEVA para el peso fresco foliar de dos variedades

aislamientos de hongos micorrizicos arbusculares

inoculadas con seis

Grados de  Suma de

Cuadrados F

Fuente de variacion libertad cuadrados medios  calculada  p-valor
In6culos 6 790.17 131.69 305.73 <0.0001
Variedad 1 101.00 101.00 234.47 <0.0001
In6culo*variedad 6 19.27 3.21 7.45 0.0001
INIAP sin inocular VS

inoculadas 1 448.80 448.90 1019.14 <0.0001
P34 sin inocular VS inoculadas 1 302.65 302.65 702.62 <0.0001
Error 28 12.06 0.43

Total 41 922.49

Coeficiente de variacion (%o) 3.21



Anexo 1.2.3. ADEVA para peso seco foliar de dos variedades inoculadas con seis aislamientos
de hongos micorrizicos arbusculares

Grados
de Suma de Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados medios calculada  p-valor
In6culos 6 20.04 3.34 41.40 <0.0001
Variedad 1 0.09 0.09 1.17 0.02889
In6culo*variedad 6 1.43 0.24 2.95 0.0234
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 11.46 11.46 142.05 <0.0001
P34 sin inocular VS inoculadas 1 7.31 7.31 90.55 <0.0001
Error 28 2.26 0.08
Total 41 23.82

Coeficiente de variacion (%) 8.20

Anexo 1.2.4. ADEVA para peso fresco de raiz después de inoculaciones con hongos
micorrizicos arbusculares

Grados de Sumade Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados medios calculada  p-valor
Inéculos 6 25.98 4.33 25.96 <0.0001
Variedad 1 3.80 3.80 22.81 0.0001
Inoculo*variedad 6 2.72 0.45 2.72 0.0328
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 16.41 16.41 98.37 <0.0001
P34 sin inocular VS inoculadas 1 7.36 7.36 44.12 <0.0001
Error 28 4.67 0.17

Total 41 37.18

Coeficiente de variacion (%) 3.61

Anexo 1.2.5. ADEVA para peso seco de raiz después de inoculaciones con hongos micorrizicos
arbusculares

Gradosde Sumade Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados medios  calculada p-valor
Inoculo 6 0.88 0.15 35.81 <0.0001
Variedad 1 0.06 0.06 15.71 0.0005
Inoculo*variedad 6 0.06 0.01 2.36 0.0568
INIAP  sin  inocular VS
inoculadas 1 0.50 0.50 122.75 <0.0001
P34 sin inocular VS inoculadas 1 0.26 0.26 62.60 <0.0001
Error 28 0.11 0.0041
Total 41 1.11

Coeficiente de variacion (%) 7.96



Anexo 1.2.6. ADEVA para longitud total de raices (RL) después de inoculaciones con hongos

Grados
de Sumade Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad cuadrados  medios calculada  p-valor
Inoculo 6 34798.81 5799.80 133.70 <0.0001
Variedad 1 362.62 362.62 8.36 0.0073
Inoculo*variedad 6 714.98 119.16 2.75 0.0316
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 21612.12 21612.12 498.23 <0.0001
P-34 sin inocular VS inoculadas 1 13345.92 13345.92 307.66 <0.0001
Error 28 1214.59 43.38
Total 41 37091.00

Coeficiente de variacion (%) 3.71

Anexo 1.2.7. ADEVA para longitud de raiz por volumen de suelo (RLv) después de
inoculaciones con hongos micorrizicos arbusculares

Gradosde Sumade Cuadrados

libertad cuadrados medios | calculada - p-valor

Fuente de Variacion

Inoculo 6 0.24 0.04 2451 <0.0001
Variedad 1 0.001 0.0011 0.64 0.4291
Inoculo*variedad 6 0.01 0.0011 0.66 0.6841
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 0.08 0.08 51.40 <0.0001
P34 sin inocular VS inoculadas 1 0.11 0.11 65.54 <0.0001
Error 28 0.05 0.0016

Total 41 0.29

Coeficiente de variacion (%) 11.66

Anexo 1.2.8. ADEVA para concentracion de P a nivel de tejido vegetal de los cultivares de soya
(Glycine max L. Merrill) INIAP-307 y P-34 inoculados con Bradyrhizobium sp. y no inoculados

. Grados Suma de Cuadrados

Fuente de Variacion de . Fcalculada  p-valor
libertad cuadrados  medios

Inoculo 6 0.01 0.0087 1.42 0.2427
Variedad 1 0.00 0.0004 0.06 0.8055
Inoculo*variedad 6 0.01 0.0092 1.49 0.2194
INIAP sin inocular VS inoculadas 1 0.003 0.003 4.79 0.0371
P34 sin inocular VS inoculadas 1 0.002 0.0004 0.22 0.6446
Error 28 0.02 0.0062
Total 41 0.03

Coeficiente de variacion (%) 12.13



Anexo 1.3. Experimento 3. Efecto de la inoculacion combinada bacteria-hongo en el

crecimiento y rendimiento en dos variedades comerciales de soya a nivel de campo

Anexo 1.3.1. ADEVA de altura planta, para cuatro tratamientos de inoculacion en dos variedades

de soya
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados E calculada _valor
Variacion libertad cuadrados medios P
In6culos 3 0,003 0,001 120,40** <0,0001
Variedades 1 0,36 0,36 34273.20%* <0,0001
Inoc x variedad 3 0,00 0,00 2,00 * 0,0409
Error 24 0,00 0,00
Total 31 0,36

Coeficiente de variacion (%) 0.35

Anexo 1.3.2. ADEVA para peso de semillas de 10 plantas, para cuatro tratamientos de inoculacion
en dos variedades de soya

Fue_ntg ,de Grados de Suma de Cuadrgdos E calculada o-valor
Variacién libertad cuadrados medios
In6culos 3 42090.68 14030.23 12.80** <0.0001
Variedades 1 38.72 38.72 0.04 * 0.0125
Inoc x variedad 3 559.83 186.61 0.17 NS 0.0454
Error 24 26308.77 1096.20
Total 31 68998

Coeficiente de variacion (%) 16.33

Anexo 1.3.3. ADEVA para peso de 100 semillas, para cuatro tratamientos de inoculacion en dos
variedades de soya

.., Grados de Suma de Cuadrados

Fuente de Variacion : . F calculada p-valor
libertad cuadrados medios

In6culos 3 1.27 0.42 1.23 NS 0.3114
Variedades 1 35.49 35.49 105.51** <0.0001
Inoc x variedad 3 0.58 0.19 0.55 * 0.05365
Error 24 8.07 0.34
Total 31 45.41

Coeficiente de variacion (%) 3.78



Anexo 1.3.4. ADEVA para rendimiento de grano, para cuatro tratamientos de inoculacion en
dos variedades de soya

Fuqntg ,de Gfados de Suma de Cuadrgdos F calculada  p-valor
Variacion libertad cuadrados medios
In6culos 3 790622.18 263540.73 1.22 NS 0.3257
Variedades 1 17574149 17574149 0.81 NS 0.3770
Inoc x variedad 3 70070.21 23356.74 0.11 NS 0.9548
Error 24 5205428.09 216892.84
Total 31 6241861.97

Coeficiente de variacion (%) 19.37



ANEXO 2:

Aislamiento de Bradyrhizobium desde el suelo

e Antes de esterilizar los nédulos se lavaron con agua destilada estéril para que se
humedezcan. se procedié a una cuidadosa limpieza y secado posterior de su

superficie.

e Luego se sumergieron los nodulos en alcohol (C,HsOH) al 95% durante 30 a 60
segundos. Se pasan los nddulos a una solucién de bicloruro de mercurio acidificado
(1 g. HgCl; en un litro de H,0 destilada + 5 cc de HCI concentrado) dejandolos de

3 a 4 minutos.

e Se lavaron los nodulos por cinco a seis veces con agua destilada estéril. Cada
nddulo fue transferido a un tubo de ensayo donde se depositd previamente cuatro
gotas de agua destilada estéril y se rompid el ndédulo a presién con pinzas flameado
a la llama tratando de suspender el Rhizobium en el liquido hasta que se obtuvo una

suspension turbia. Estos materiales estuvieron estériles.

e Por intermedio de un asa flameada en el mechero se esparcié una gota de esta
suspension en la superficie de una caja de Petri que contenia medio BYMA
(Brockwell Yeast Mannitol Agar) con 0.1 g de actidione y 0.1 g de PCNB

(Pentacloro-nitro-benceno).

e Las cajas de Petri se incubaron en una estufa, de 25°C a 30°C durante cinco a siete
dias. Cuando crecieron las colonias aisladas sobre la superficie del Agar, se debio
subcultivar cada colonia a otras cajas de Petri, debidamente identificadas para
conservar la cepa. Luego, se realizaron las pruebas de pureza del Rhizobium segln

sus propiedades morfoldgicas y fisioldgicas.



ANEXO 3:

Aislamiento y conteo de esporas micorrizica (nativos)

El método que se utilizo para el aislamiento y conteo de esporas del suelo es el descrito por
Gerderman y Nicholson (1963), con algunas modificaciones, que consiste en el tamizado y

decantacion en himedo. A continuacidn el proceso que se realizo.

e Se pesaron 100 g de suelo que se colocaron en un vaso de precipitacién, al que se
le afiadié 1000 ml de agua y se agito durante 3 a 5 minutos, dependiendo del tipo de

suelo. Con la agitacion se produjo la disgregacion de los terrones.

e Paralelamente, se pesé una submuestra de suelo (100 g) que se sec6 a 70°C en una
estufa hasta que se obtuvo un peso constante y con ese dato se estimo el nimero de

esporas por gramo de suelo seco.

e La suspension se dejo reposar durante unos segundos y se pasé a través de tamices
con apertura de mallas de 425. 90 y 25 um para separar las esporas de acuerdo a su

tamano.

e La agitacion y decantacion se repitio tres veces.

e EIl material que quedd atrapado en los diferentes tamices se recogio con cuidado y

se vertid en vasos de precipitacion de 100 ml con 40 a 50 mL de agua destilada.

e En tubos de centrifuga de 15 ml, se coloc6 cinco ml de solucién de sacarosa al
20%. luego se agregd cinco ml de solucién de sacarosa al 60% para formar una
gradiente de sacarosa. Por ultimo se agregd cinco ml del suelo recogido de los

tamices, de manera que la solucion quede por debajo del suelo suspendido en agua.



e Se equilibraron y sellaron los tubos con parafilm y se coloc6 en la centrifuga

durante tres minutos a 3000 r.p.m.

e Se sacaron cuidadosamente los tubos de la centrifuga, teniendo la precaucién de no

romper la interfase agua-sacarosa.

e Se vertio el contenido de los tubos en un tamiz de 25 um y se lavé con agua

destilada para eliminar la sacarosa.

e Se recogio el contenido del tamiz en envases de vidrio y se agregd de a poco en
cajas Petri cuadriculadas con lineas paralelas de aproximadamente 1.25 cm aparte

una de la otra, para hacer el conteo de esporas.

La identificacion de los hongos micorrizicos a nivel de morfoespecies se realiz6 con la
ayuda del microscopio y el apoyo de claves taxonémicas de la pagina web del INVAM
(INVAM.



ANEXO 4:

Escala para evaluacion de densidad de colonizacion endomicorrizica y categoria pelos

radicales en raices de soya. Propuesta por Giovannetti y Mosse (1980).

CATEGORIAS
MICORRIZACION 0 1 2 3 4 S
DENSIDAD VISUAL (%) 0 1.0 2.5 15.5 35.5 47.5

s.f.).

ANEXO 5:

Procedimiento para tincion de raices de soya

Para determinar el porcentaje de colonizacién micorrizica en las raices de soya se uso el

método de Philips y Hayman (1970) que consisti6 en:

Lavar las raices con abundante agua corriente.

Cubrir las raices con solucién de Hidroxido de potasio (KOH) al 10% y colocarlas

al bafio de Maria (90°C) durante 15 minutos.

Eliminar el hidréxido de potasio lavando con agua corriente las raices, utilizando

preferiblemente un tamiz adecuado para evitar pérdidas durante el enjuague.

Si las raices son muy oscuras y pigmentadas, un tratamiento adicional de
blanqueo con perdxido de hidrogeno (3%) por 20 minutos sera necesario. Las

raices clareadas y blanqueadas se lavaron con abundante agua.

Lavar las raices por inmersion en solucion fresca de KOH al 10% y H,0, al 10%

mezclado en proporcion 1:1 (V/V). Debera dejarse 10 minutos.



Lavar en agua corriente las raices.

Acidificar con una solucion de acido clorhidrico (HCI) al 1N durante 10 minutos.

Decantar el HCI y sin lavar adicionar Azul de Tripano al 0.05% en lactoglicerol o

cualquier otro colorante y colocar las raices al bafio de Maria por 15 minutos.

Retirar el colorante y guardarlo en un recipiente.

Lavar las raices en agua destilada y dejarlas en reposo por 12 horas para eliminar
el exceso de colorante o destefiirlas durante la noche con lactoglicerol o glicerol
(50%).

Montar en ldmina y laminilla 50 raices de mas o menos 1 cm de largo cada una y

observar al microscopio.

Por cada muestra se realizaron montajes al microscopio. En una lamina porta
objetos se colocaron 50 segmentos de raices adicionando gotas de glicerol (50%).
Se efectuaron tres repeticiones. Las observaciones se realizaron en un microscopio
a 40x. La frecuencia (%) de colonizacion radicular se determiné considerando los
segmentos colonizados y los no colonizados. Se obtuvo la relacion del total de
segmentos colonizados con respecto a los segmentos totales evaluados. Se

contabiliz6 con base en la colonizacion total por arbusculos o por vesiculas.



ANEXO 6:
Protocolo de preparacion de la solucion de Long Ashton

Para preparar un volumen de 10 L de solucién:

Macroelementos: En un recipiente de 10 L se agregaron 5 L de agua desmineralizada y se
adicionan los tres primeros compuestos por separado. Se espera a que cada uno se disuelva
antes de adicionar el siguiente. Seguidamente se disuelven en 200 ml de agua
desmineralizada el sulfato de magnesio heptahidratado, antes de agregarlo al matraz

anterior con objeto de evitar un precipitado de sulfato de calcio.

Oligoelementos: A continuacion se comenta el procedimiento de preparacion de las
distintas soluciones de oligoelementos.

1.- Para preparar la soluciéon de molibdato de amonio se pesan 1.76 g y se disuelvenen 1 L
de agua desmineralizada en un matraz aforado (solucién concentrada 20000 veces). Se
conserva en el refrigerador y se agrega a razén de 50 ml™ la solucién de oligoelementos

concentrada 1000 veces.

2.- La solucién de sulfato ferroso al 1% se afiade a razén de 2 ml? de solucion de

nutrientes.

3.- Se prepara una solucidén concentrada de oligoelementos donde se agregan los
compuestos 5 al 9 por separado esperando que cada uno se disuelva antes de agregar el
siguiente. Se afiade 50 mL de la solucion concentrada de molibdato de amonio y se lleva a

volumen de un L. Se conserva en el refrigerador a 4°C.

4.- Se afiaden 100 mL de esta solucién concentrada de oligoelementos a la solucion de
macroelementos. Se completa a un volumen final de 10 L. Se afiade la solucién de sulfato

ferroso y se agita. Se conserva en el refrigerador hasta su uso.

Nota: La solucion de oligoelementos concentrada no se esteriliza para evitar la formacion

de precipitados y se afiade a razén de 10 ml™



ANEXO 7

Anexo 7.1 Fotografias de la fase de laboratorio e invernadero

Anexo 7.1.1. Extraccion de nddulos de plantas de Glycine max (soya) extraidas de 6 lugares
diferentes del litoral ecuatoriano, para aislamiento de Bradhyrizobium.

Anexo 7.1.2. Aislamiento de Bradhyrizobium a partir de nédulos de raices de Glycine max
(soya) extraidas de 6 lugares diferentes del litoral ecuatoriano y siembra en medio de cultivo.




Anexo 7.1.3. Cepas de Bradhyrizobium aislados a partir de nddulos de raices de Glycine max
(sova)

Anexo 7.2. Fotografias de la fase de campo

Anexo 7.2.1 Inoculacion de consorcios de hongos formadores de micorrizas arbusculares en
plantas de Glycine max (soya) a nivel de invernadero.




Anexo 7.2.2. Establecimiento del proyecto en la fase de campo para evaluar el efecto de la
inoculacion combinada bacteria-hongo en el crecimiento y rendimiento de dos variedades de
Glycine max (soya) a nivel de campo

$%

Anexo 7.2.3. Inoculacion de la mejor cepa de Bradhyrizobium y consorcios de hongos
micorrizicos arbusculares que sobresalieron en los ensayos anteriores a nivel de laboratorio e
invernadero.




ACCULAB

Anexo 7.2.5. Etiquetado y toma de peso de la parte area de plantas de Glycine max (soya)




Anexo 8.

Costos, Rendimiento, Ingresos y Relacion Beneficio-costos de la soya bajo, con y sin inoculacion

Deshierba manual

Jornal

T, T, T, Ts
Sin Sin Con Con
. .| bacteriay | bacteria Ts T, Ts Ts bacteria y | bacteria y
RUBRO Unidad | Cant. | Precio sinhongo | ysin Con Con Con Con con con
- iniap- | hongo - | bacteria- | bacteria- | hongo- | hongo- | hongo- |hongo- p-
307 p-34 |iniap-307| p-34 |iniap-307| p-34 iniap-307 34
COSTOS DIRECTOS
1 100.00 100.00| 100.00| 100.00| 100.00| 100.00| 100.00| 100.00| 100.00
Terreno (Alquiler) ha
2 80.00( 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00
Preparacion del terreno ha
SIEMBRA
1 160.00 26.50| 45.12 26.50 45.12 26.50 45.12 26.50 45.12
Semilla de soja 19.7 kg
1 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Desinfeccion con cloro 5% funda
2 40.00 20.00| 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Siembra (Maquina) pase
FERTILIZACION
272.06| 272.06| 227.15| 227.15| 499.21| 499.21
Costos de bacteria / hongos
20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Aplicacion mecanizada
CONTROL DE MALEZAS
12 10.00 120.00| 120.00| 120.00| 120.00| 120.00| 120.00| 120.00| 120.00




COSECHA

Relacion Beneficio - Costo

0.02 46.74 45.20 54.54 52.93 56.53 50.41 53.30 50.71
Magquina mas transporte kg
393.49| 41057 693.36| 710.37| 650.43| 662.92| 919.26| 935.29
Total Costos Directos
COSTOS INDIRECTOS
19.67 20.53 34.67 35.52 32.52 33.15 45.96 46.76
Administrativos (5%)
0.95 0.99 1.68 1.72 1.57 1.60 2.22 2.26
Intereses de Capital (4.84%)
11.80 12.32 20.80 21.31 19.51 19.89 27.58 28.06
Imprevistos 3%
425.92 | 444.41 750.50| 768.92 704.04 717.56 995.03| 1012.38
TOTAL COSTOS
Costo por kilogramo de soja 0.18 0.20 0.28 0.29 0.25 0.28 0.37 0.40
producido
Rendimiento (0.3 2336.98 | 2260.23| 2727.15| 2646.70| 2826.53| 2520.26| 2665.00| 2535.61
impureza y 14% de ' ' ' ' ' ' ' '
humedad) kg
0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56
Precio de venta por (kg)
1313.78 | 1270.63| 1533.12| 1487.89| 1588.99| 1416.81| 1498.18| 1425.44
INGRESOS USsSD
887.86| 826.22 782.62| 718.98 884.95 699.25 503.15 413.06
Beneficio Neto uUsD
2.08 1.86 1.04 0.94 1.26 0.97 0.51 0.41

Anexo 9. Analisis de laboratorio




























