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Resumen

El texto presente explica el trabajo que se lleva a cabo en el Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), que tuvo como objetivo
observar la interaccién de la bacteria Rhizobium con las Micorrizas en la
simbiosis conjunto en Cajanus cajan, mediante el aislamiento e inoculacion de
Rhizobium,en condiciones de laboratorio e invernadero y la inoculacién de un
consorcio de micorrizas del banco del (CIBE), utilizando un disefio
completamente al azar con arreglo factorial, mediante los analisis de varianza
y los datos registrados se pudo comprobar la simbiosis Rhizobium-Micorriza en
las variables agronomicas externamente e internamente a nivel de laboratorio
de la especie Cajanus cajan .Se observé un desarrollo eficaz en los
tratamientos que estuvieron inoculados con los dos microorganismos los cuales
al estar en simbiosis ayudo a mejorar la fijacion y asimilacién de nutrientes en
la planta.
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Abstract

The present text explains the work carried out at the Biotechnological Research
Center of Ecuador (CIBE), which aimed to observe the interaction of Rhizobium
bacteria with mycorrhizae in the joint symbiosis in Cajanus Cajan, through
isolation and inoculation of Rhizobium, in laboratory and greenhouse conditions
and the inoculation of a mycorrhiza consortium of the bank of the (CIBE), using
completely random with factorial arrangement design, by means of the analysis
of variance and the recorded data it was possible to verify the Rhizobium-
Micorriza symbiosis in the agronomic variables externally and internally at the
laboratory level of the Cajanus Cajan species. An effective development was
observed in the treatments that were inoculated with the two microorganisms
which, being in symbiosis, helped improve the fixation and assimilation of
nutrients in the plant.
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I.  INTRODUCCION

Las ventajas de la simbiosis con Rhizobium son multiplesis, la planta puede
autoabastecerse de nitrégeno, elevando considerablemente su contenido de
proteinas. Puede aportar nitrégeno a un cultivo acompafiante de especies
diferentes a las leguminosas. Puede dejar nitrdgeno disponible en el suelo para
el cultivo siguiente en la rotacion, siempre que se incorporen los rastrojos y se
mineralice el N. La eficiencia de la utilizacion del nitrégeno fijado por parte de la
planta es cercana al 100%, en comparacion con sélo 50-60% con los fertilizantes
nitrogenados aplicados al suelo. Es necesario puntualizar que las aplicaciones
de fertilizantes nitrogenados se pierden parcialmente por lixiviacion,
desnitrificacion e inmovilizacibn microbiana, pudiendo convertirse en
contaminantes de suelos, plantas, aguas, animales e, inclusive, seres humanos
(Rodriguez, 1993).

Las ventajas del HMA al momento de interactuar en simbiosis con las
plantas aumentan los niveles de asimilacion de nutrientes y agua en el suelo, lo
gue provoca un alto desarrollo de biomasa, ademas se encarga de proteger
ataques de algunos patégenos y poder resistir las toxicidad de metales en el

suelo (Guadarrama, Sanchez, Alvarez y Ramos, 2004).

La Planta aporta con fotosintatos indispensables para todas las actividades
metabdlicas y a la vez da un lugar donde pueda reproducirse y generar un micro
habitat, esta simbiosis refleja un incremento en la productividad vegetal, reduce
la compactacion del suelo y se mantiene la diversidad de microorganismos

(Guadarrama, Sanchez, Alvarez y Ramos, 2004).

La planta hospedera recibe una mayor captacion de nutrientes gracias a
las hifas de HMA que se encuentran externamente porque poseen una mayor
habilidad para explorar el suelo. El rango del hongo para extenderse y obtener
nutrientes es de hasta 9 m esto es una ventaja, debido a que resuelven limitantes

al momento de adquirir nutrimentos que la planta radicularmente no podria por



el lento movimiento de algunos minerales en el suelo (Guadarrama, Sanchez,

Alvarez y Ramos, 2004).

La simbiosis HMA con el hospedero aporta una resistencia a deficiencias
hidricas por medio de diferentes mecanismos tanto de respuestas fisicas como
una bioquimica. Las plantas micorrizadas en condiciones de estrés hidrico
resisten mas tiempo condiciones de sequia y tienen una recuperacion mas rapida

(Guadarrama, Sanchez, Alvarez y Ramos, 2004).

La simbiosis entre la micorriza y el hospedero genera una alteracion en la
forma de captar agua gracias al micelio de los hongos micorricicos mantienen
una continuidad del agua entre la raiz y el suelo mientras que las hifas
incrementan la captacién de agua, la influencia de este microorganismo es de
gran valor productivo y ecologico al mejorar la vigorosidad de las plantas y
ayudar a la supervivencia en condiciones extremas. (Guadarrama, Sanchez,

Alvarez y Ramos, 2004).

1.1.Planteamiento del problema

La mayoria de los suelos ecuatorianos dedicados a la agronomia son
andisoles su composicion esta basada en cenizas volcénicas y cubren un area
apreciable de (26,62%) de la superficie del Ecuador.

En cuanto a las caracteristicas quimicas de los Andisoles, estos suelos
generalmente tienen pHs que se encuentran en el rango de 5.5 a 6.5; siendo un
rango ideal para la mayoria de los cultivos. Sin embargo, el uso inadecuado de
fertilizantes nitrogenados ocasiona la acidificacion de los mismos (pH H<5.3) con
la consecuente disminucion en la disponibilidad de nutrientes. Con respecto al
contenido de materia organica, los Andisoles presentan cifras elevadas (2 a
20%); no obstante, los contenidos de nitrégeno (N) disponible para las plantas
en este tipo de suelos no son altos, debido a la baja tasa de mineralizacion o
degradacion de dicha materia organica. Por esta razén, el contenido de materia
organica en andisoles no es un criterio valido para estimar los requerimientos de

fertilizacion nitrogenada.



En general tienen un buen contenido de potasio (K), calcio (Ca) y magnesio
(Mg). sin embargo, cultivos de alto rendimiento agotan dichas fuentes de

nutrientes del suelo (Valverde, 2009).

En cuanto al fésforo (P), una de las caracteristicas mas importantes de los
andisoles es su capacidad para fijar este elemento en la superficie de los
minerales amorfos y en los complejos humus-aluminio. Este fenébmeno hace que
el P presente en la solucion del suelo forme compuestos insolubles eliminando
de esta forma la disponibilidad de este nutriente para las plantas. EIl mecanismo
de fijacion del P en la fraccidbn mineral inorganica ha sido descrito como una

reaccion de quemiabsorcion, intercambio y precipitacion (Alvarado, 2009).

1.2.Formulacion del problema

¢ Se lograra establecer la simbiosis Rhizobium- micorriza en frejol de palo
(Cajanus cajan)?

1.3. Justificacion

La desnitrificacion de los suelos causa muchos problemas para la
agricultura porque las bacterias desnitrificantes expulsan el nitrégeno asimilable
por las plantas en formas de gas de nitrito y esto es una de las causas de la
erosion de los suelos, la agricultura sustentable, plantea mejorar la eficiencia de
la fijacién del nitrégeno mediante el uso de plantas leguminosas y rizobios
competitivos, capaces de ser usados en biorremediacién y fitorremediacion
gracias a la fijacion de nitrégeno atmosférico que logra la bacteria de Rhizobium
la cual trasforma en nitrato para que pueda ser asimilable para la planta y de esta
manera extender las ventajas de la simbiosis a otros cultivos; en tal sentido, las
investigaciones se han orientado al estudio del rizobios como promotor del
crecimiento de plantas leguminosas y no leguminosas
(Santillana, 2005).

En relacion con el fosforo asimilable por las plantas este no puede ser

absorbido por la raiz de la planta si esta a mas de 2 cm, el P es un elemento de



lento movimiento en el suelo por lo cual lleva a los agricultores a fertilizar mas
los suelos lo cual provoca acidificacion y mayores gastos,por esta razon la
inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) que viven

simbidticamente con la mayoria de plantas. (Barrer, 2009).

El propio autor plantea que ellos les aportan beneficios, dandoles ventajas
con respecto a las plantas no micorrizadas, como por ejemplo facilitandole a la
planta la toma de nutrientes de baja disponibilidad o de poca movilidad en el
suelo gracias a que al estar inoculadas en las plantas estas producen un mayor
desemperio radicular y a la vez el hongo produce un manto de micorrizacion de

hasta 9 metros

1.4.0bjetivos

1.4.1. Objetivo General

= Establecer la simbiosis de Rhizobium-Micorrizas en Cajanus cajan
bajo condiciones de invernadero.

1.4.2. Objetivos Especificos

= Establecer la simbiosis entre Rhizobium-Micorrizas en plantas de
Cajanus cajan.

= Determinar parametros agrondmicos de las plantas de Cajanus cajan
en interaccion Rhizobium-micorrizas.



II. MARCO TEORICO

2.1.La agriculturay usos de microorganismos

La agricultura se encuentra con la necesidad de acoger medidas ecoldgicas
gue ayuden a conservar la tierra, es asi como de esta manera se encuentran a
los microorganismos utilizados como biofertilizantes que cumple con este papel
esencial porque sustituye de manera global los productos agroquimicos. Es por
ello que cada dia es mas evidente el valor significativo que poseen los
microorganismos en la agricultura y su vinculo con el ser humano
(Grageda, 2012).

En la agricultura actual la insercibn de microorganismos benéficos ha
aumentado notablemente, tales como: bacterias promotoras de crecimiento,
bacterias fijadoras de nitrégeno, microorganismos solubilizadores de fosfato y
hongos Micorrizicos arbusculares (MA). Algunas plantas que viven en la
rizosfera pueden receptar los nutrientes a través de interacciones que establecen
con los microorganismos, pero de manera especial son requeridas las

interacciones con los simbiontes de la raiz (Guerra, 2008).

Las caracteristicas del microorganismo es su especifica condicion de
cultivo y medioambiente y son los candidatos de solventar las dificultades en las
ciencias vivas. En los ultimos 50 afios los microorganismos van avanzando tanto
en tecnologias médicas, para el ser humano y para la salud animal, ademas
cumplen el rol de procesar alimentos para la seguridad y calidad de los mismos,
protegen el medio ambiente, ingenieria genética, como ya hemos mencionado la
biotecnologia agricola y tratamiento efectivo de los desechos agricolas,
presentan un costo menor comparados con los fertilizantes quimicos (Higa y

James, s.f.).



2.2.Biofertilizantes

Se define a los biofertilizantes como un instrumento o insumos importante
gue se encuentran formados con uno o varios microorganismos, mediante los
cuales, de una u otra manera, mejoran, proveen o perfeccionan la disponibilidad

de nutrientes al momento de aplicarlos a los cultivos (Acufia, s.f.).

2.3.Microorganismo

La insercion de microorganismos se efectia mediante de la utilizacion de
inoculantes en las semillas o sobre el suelo, el objetivo es establecer una
asociacion benéfica entre el microorganismo y la planta. Los inoculantes
monovalentes son aquellos que contienen un solo tipo de microorganismo y los
inoculantes polivalentes son aquellos que constan de dos o mas
microorganismo. Una tendencia mundial es la utilizacion de inoculantes liquidos
gue ayudan a la supervivencia del microorganismo en el inoculantes para un
extenso periodo. Los inoculantes se encargan de no aportar microorganismos
gue no sean deseados ni tampoco los posibles contaminantes y la cantidad que
se debe aplicar deben ser exactamente la que se requiera para obtener

resultados eficientes (Garcia, 1., 2011).

En la zona cercana a las raices se encuentra la mayor concentracion donde
abunda los microorganismos, que se la conoce con el nombre de rizosfera. A las
raices les corresponden una biomasa de 5 a 6 Tm por hectarea, que produce
exudados radiculares, y contienen, la energia fijada por fotosintesis. Estos
exudados ricos en carbonatados sirven de alimento a los microbios, que facilitan
minerales que la planta necesite. Existen tres modelos de microorganismos que

establecen una simbiosis con las raices de las plantas:

= Bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

= Hongos formadores de micorrizas arbusculares.

» Bacterias fijadoras de nitrdgeno atmosférico (Asociacion vida sana,
s.f.).



2.4.Bacterias que favorecen el crecimiento microbiano

Las bacterias que son las promotoras del crecimiento de las plantas
representan numerosas especies del suelo, en particularmente los micorrizicos,
se encuentran asociados con la mayoria de las especies de plantas. Entre las
especies de que han sido ampliamente estudiadas se localiza a las rizobacterias
impulsadoras del crecimiento de las plantas que se encargan de colonizar la
rizosfera y la superficie de las raices. Algunas del género de cuentan con la
capacidad de penetrar y proliferar en al interior de las raices, y después sin
causar dafo se trasladan en los tejidos internos de las plantas, puede ser en el
tallo, hojas u otros 6rganos, esto se da a través del sistema vascular, donde se

establecen y desarrollan poblaciones endéfitas (Caballero, 2006).

Los microorganismos en la rizosfera desarrollan actividades metabdlicas de
las que aprovecha las plantas para beneficiarse como son: las transformaciones
de la materia organica del suelo, movilizacibn de nutrientes inorganicos,
produccién de sustancias promotoras del crecimiento vegetal, antagonismos
frente a patdgenos. El efecto rizosférico es un grupo de interacciones que se
producen en la rizosfera, que supone la estimulacion del crecimiento microbiano
alrededor de la raiz a causa del variado aporte de compuestos carbonados
(solubles e insolubles) al suelo, fendmeno también conocido como

rizodeposicién, que se puede dar mediante:

eExudados: son compuestos de un peso bajo en moléculas
procedentes de células intactas.

eSecreciones: son compuestos que estan liberados activamente por
las células de raicillas.

eMucilagos vegetales: son procedentes de varias partes de la raiz.

eMucigel: es un material gelatinoso que consiste estar sobre raicillas
debida a los mucilagos, bacterias, productos metabdlicos, material
coloidal.

eLisados: son compuestos que estan liberados, pero esta vez por la

rotura de las células epidérmicas viejas.



eRestos de tejidos y células de la cofia, epidermis y corteza de la raiz
y otros (Rodas Pinochet, 2006).

2.5.Bacterias fijadoras de nitrogeno

El nitrgeno molecular al igual que otros componentes se presenta en el
aire de manera natural, solo se la puede realizar mediante un reducido o
pequefio grupo de microorganismos que se los denomina fijadores de nitrégeno.
Esta molécula es muy estable debido a su triple ligadura que poseen y une a los
dos atomos de nitrégeno, ademas, se considera (FBN) Fijacion Biolégica de
Nitr6geno, a la reduccién del N2 a amoniaco. Dentro del grupo de los Fijadores
de nitrégeno encontramos una gran biodiversidad que va del metabolismo
aerobio al anaerobio, que poseen caracteristicas como las metabdlicas y la
capacidad de reduccion de nitrégeno en forma libre u obligatoria en la asociacion
simbidtica en plantas especificas. Sim embargo, el papel fundamental de los
fijadores de nitrégeno es la ecologia como tarea esencial que cumple con la

biosfera del planeta (Muiioz, Munive, Bustillas, Rocha., 2015).

Las bacterias fijadoras de nitrégeno estan constituidas por un complejo
enzimatico llamado nitrogenasa. Una enzima proteica es la nitrogenasa, que se
encuentra formado por dos metaloproteinas: la ferroproteina y la
molibdoferroproteina. Esta enzima provoca catdlisis debido a la primera reaccion
de la fijacion del nitrégeno, es decir, la transformacion del nitrégeno que se
encuentra en la atmosfera en amoniaco. La restriccion de la fijacién de nitrégeno
es ocasionada por la existencia de grandes cantidades de oxigeno en el nédulo
radicular. Para alcanzar un nivel alto de eficiencia la nitrogenasa debe trabajar a
muy bajas tensiones de oxigeno, para ello la leghemoglobina trabaja como filtro
de oxigeno; ademas regula la tensién de oxigeno en el nddulo radicular. De esta
forma permite que la nitrogenasa desarrolle su actividad eficientemente, para lo

cual requiere gasto de ATP y es inhibida por ADP (Calvo, 2011).



2.6.Bacterias solubilizadores de fésforos

La alta capacidad de bacterias solubilizadoras de fésforo es llevada a cabo
mediante distintas tacticas o habilidades segun sea organico o inorganico el
fésforo del suelo. Sin llegaran a ser organicas las bacterias van a producir
enzimas del tipo fosfatasa que hidrolizan los enlaces orgénicos fosfatados
liberando aniones fosfato a la solucién del suelo de donde las raices y los
microorganismos se alimentan. Si el caso es el fésforo inorganico su
solubilizaciéon es obtenida por las bacterias mediante la produccién de acidos
organicos como el 4cido glucénico que libera fosfatos y cationes de Ca, Fe y Al a

la solucion del suelo (Gonzales Gustavo, 2008).

Bajo condiciones de P (fosforo), las plantas aumentan el crecimiento de las
raices o también conocida como los pelos radicales o su densidad, con el fin de
conseguir la investigacion de una mayor superficie y volumen de suelo. Tanto las
plantas como los microorganismos pueden aumentar la solubilidad del P
inorganico (Pi) pobremente soluble a través de la liberacién de protones, iones
OH 0 CO:2y aniones de acidos organicos como citrato, malato y oxalato y
pueden mineralizar el P organico (Po) por la liberacidon de varias enzimas

fosfatasas (Restrepo, et al., 2015).

Algunos microorganismos del suelo poseen la ventaja de transformar el P
insoluble en formas asimilables para las plantas, de esta manera contribuye a su
disponibilidad en el suelo, entre ellos se destacan las bacterias solubilizadoras
de fosfatos (BSF) que establecen una excelente alternativa para aminorar la
cantidad de fertilizantes aplicados a diferentes cultivos. Estas bacterias
solubilizan tanto el Po (fésforo organico), como el Pi (fésforo inorganico) e

incluyen una amplia cantidad y diversidad de géneros (Restrepo, et al., 2015).



2.7.Microorganismo como beneficio para la agricultura.

En la actualidad es muy probable ver a los microorganismos implantados
en los cultivos debido a las grandes interacciones benéficas que contribuye a la
agricultura, no sélo por el bienestar ambiental o duradero del planeta como se
ha mencionado antes, sino que, también para aumentar los rendimientos en los
cultivos y por tener menos costo econdémico comparados con los fertilizantes
guimicos. Los agricultores en su sano juicio buscan muchas vias aptas, capaces
de desarrollo y con menos rendimiento econémico, debido a que estas bacterias
no solo proporcionan rendimiento al ambiente, sino que, a toda la humanidad
con su habitat, es por esta razén que se considera una opcion viable o razonable
para todos los agricultores que deseen tener beneficios y rendimiento en sus

cultivos tanto por su calidad y por su economia (Grageda, 2012).

Existe un interés global en el estudio de las variedades de microorganismos
autoctonos que son capaces de degradar contaminantes como el petroleo crudo,
los hidrocarburos arométicos policiclicos y los bifenilos policlorados en distintos
ambientes. Es importante para las estrategias 6ptimas de biorremediacion in situ,
los organismos que desempefian un papel en los procesos de degeneracion de
contaminantes. Asimismo, para caracterizar las comunidades bacterianas y sus
respuestas a los contaminantes se han realizado esfuerzos, y asi aislar a los
degradadores potenciales e identificar los genes funcionales implicados en
procesos de degradacion particulares. Se ha llegado a demostrar que las
comunidades microbianas dominadas por cianobacterias fototroficas pueden
participar activamente en la degradacion del petréleo y sus derivados (Abed, et
al., 2002).

Los seres humanos siempre tienen la necesidad de buscar los beneficios
de varios planteamientos de hipétesis en distintas areas. Antes de lanzar un
producto, un planteamiento, una idea, un servicio; se tiene que hacer un analisis
de estudio, para ello, se necesita informacion, mecanizar el objetivo, el bienestar
gue ofrecera, se toma medidas para mejorar y avanzar a beneficio de la
humanidad, y de la misma manera avanza para el beneficio del planeta, de la
tierra y por ende de la agricultura. Un planteamiento es usar biofertilizantes en
las plantas que sean reemplazadas por otros productos quimicos, lo cual
propone un mecanismo totalmente desarrollado, beneficioso tanto para la salud
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como para el bolsillo del agricultor. Estos biofertilizantes son insertados por
agronomos, que son consideradas personas aptas y capaces, con conocimiento

holistico para llevar a cabo todo el procedimiento.

El acelerado deterioro de los suelos es unos de los problemas ambientales
del sector agricola, que es a causa del continuo crecimiento de los monocultivos
y del uso de fertilizantes e insecticidas quimicos. Al querer suplir la alta demanda
de alimentos hace que los productores quieran por cualquier medio y por todas
las formas acelerar los procesos de germinacion, crecimiento y produccién sin
tener la consciencia del dafio que causa al suelo y como afecta en la salud al
consumidor final. Por este motivo, surge la obligacién de utilizar mecanismos de
tipo bioldgico para la germinacion, crecimiento y produccién, los cuales van a
reemplazar los métodos quimicos que son aun actualmente utilizados, esto
permitira mejorar la calidad de la comida que se vera reflejado en la salud del
consumidor, ademas, disminuira el acelerado proceso de contaminacién que
esté presentando el suelo y tendra un mayor rendimiento econémico el productor
puesto que el uso de microorganismos eficientes abaratara los costos,
comparado con la inversion que se debe realizar por adquirir fertilizantes

qguimicos (Arias, 2010).

El EM (microorganismos eficaces) es inoculado en el medio natural, el
efecto individual de cada microorganismo es ampliamente magnificado en una
manera sinérgica por su accion en comunidad. La tecnologia EM, fue introducida
y propuesta por Teruo Higa, Ph. D, profesor de horticultura de la universidad de
Ryukyus en Okinawa, Japén. A comienzos de los afos sesenta, el profesor Higa
comenzo la investigacion de una alternativa que reemplazara los fertilizantes y
pesticidas sintéticos, popularizados después de la segunda guerra mundial para

la produccion de alimentos en el mundo entero (Arias, 2010).

Los microorganismos efectivos son una cultura mixta de microorganismo
gque presentan beneficios (fundamentalmente bacterias fotosintéticas,
productoras de acido lactico, levaduras, actinomicetos y hongos fermentadores)
gue pueden ser aplicados como inoculante para:

=  Aumentar la diversidad microbiana de los suelos.

= Aumentar la calidad y la salud de los suelos.
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= Aumentar el crecimiento, la calidad y el rendimiento de los cultivos
(Arias, 2010).

Los microorganismos producen beneficios para el ser humano, ya sea
formando parte del microbiota del ser humano o mediante la produccion de
productos de interés para los seres humanos como queso, cerveza, antibioticos,
yogur o pan. Aungue en algunas ocasiones parezca que los microorganismos
son malos, la mayoria de ellos son beneficiosos, y se incluyen en este grupo

algunas bacterias y hongos (exceptuamos a los virus) (Sanchez , 2019).

2.8.Clasificacion de los microorganismos

Los microorganismos asi son organizados, estudiados y clasificados por
una rama de la ciencia biol6gica que es la microbiologia, de esta manera se

clasifican principalmente en cuatro grupos: bacterias, virus, hongos y parasitos:

e Bacterias: Son células procariotas que no presentan nucleo y poseen
un solo cromosoma. Reciben su nombre segun su forma, si tienen
forma alargada y cilindrica seran denominados bacilos, si su forma es
redondeada se denominaran cocos, etc. Las bacterias se
subclasifican en Gram (-) que poseen en su pared celular una sola
capa de peptidoglucanos y Gram (+) que presentan varias capas. En
cuanto a su nutricion la mayoria de las bacterias son heterotrofas,
otras, en menor cantidad, son autétrofas, saprofitas o simbiontes.

e Virus: Son aquellos organismos bastante simples que no pueden
nutrirse, relacionarse ni reproducirse por si solos, lo que casi los
convierte en parasitos pues para subsistir necesitan de su actividad
intracelular ya sea animal o vegetal. Los virus también pueden ser
citopéticos si matan a la célula que infectan, mientras que si solo
producen una infeccion crénica y son no citopaticos cuando no matan
a la célula huésped.

e Hongos: Son aquellos organismos eucariotas unicelulares o
pluricelulares, ademas son heterotrofos y en su mayoria saprofitos.

Su reproduccién es por gemacion, esporulacién o fragmentacion en
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el medio extracelular y se clasifican en levaduras o en hongos con
hifas.

e Parésitos: Son organismos eucariotas que se clasifican en protozoos
son eucariotas unicelulares y se multiplican en el medio intracelular o
extracelular 'y helmintos son eucariotas pluricelulares, se
denominan gusanos y su reproduccion es sexual (Vargas &
Villazante., 2014).

2.9.Rhizobium

El nitrégeno es considerado uno de los elementos muy importantes para la
vida de las plantas, que se agota velozmente por la extraccion de los cultivos,
asi como por los procesos de lixiviacibn con las aguas de riego, como
consecuencia el nitrégeno del suelo puede llegar a acabarse en su totalidad. Es
por este motivo que existen microorganismos que fijan el nitrégeno atmosférico
(N2) que viven en simbiosis en las raices de las leguminosas como el Rhizobium
sp., formando nédulos, lo cual representa una alternativa ecolégica y econémica

para el manejo de este nutriente (Gomero y Velasquez, 1999).

La bacteria del suelo pertenece al género Rhizobium (cominmente llamada
rizobios) promueve una fijacion bidlogica del nitrégeno atmosférico al momento
gue interactla con las leguminosas. El inoculante de Rhizobium esta formado
por una cepa (bacteria) eficiente en fijacion de nitrégeno incorporada en un
sustrato que sirve de portador o soporte, que permite la sobrevivencia del

microorganismo (Campaiia, 2004).
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2.10. Clasificacion del Rhizobium

Clasificaron a la especie y al género de Rhizobium, de la siguiente manera:

. j. Bradyrhizobium japonicum

. Sp. Bradyrhizobium sp.

. Spp. Bradyrhizobium spp.

.1 bv p. Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli

. I'bv t. Rhizobium leguminosarum biovar trifolii

B
B
B
R
R
» R.Ibvv. Rhizobium leguminosarum biovar viceae
R. m. Rhizobium meliloti
R. sp. Rhizobium sp.
R. spp. Rhizobium spp.

R

. . Rhizobium trifolii (Viteri, Consenza y Rosas., 1992).

2.11. Leguminosas

Las leguminosas se manifiestan en la zona tropical del globo terraqueo
COmMo una opciodn para ayudar a resolver en la carencia protéico y la desnutricion
gue afectan en la zona ya mencionada. No obstante, se necesita en las
leguminosas un buen suministro de nitrdgeno, mediante la aplicacion de
biofertilizantes o también mediante la nodulacion de cepas que sean eficientes
de rizobio para cada tipo de especie, se considera que ambos métodos son
econémicos. Para poder alcanzar este procedimiento se necesitard el
conocimiento holistico del tipo de nodulacién y su eficiencia en cuanto a fijacién

de nitrégeno (Prieto, Agudelo y Varela, 1990).

Los atributos especiales de las leguminosas se deben a su habilidad para
asociarse en forma simbidtica con ciertas bacterias del suelo y formar nédulos,
en los cuales el nitrdgeno atmosférico tiene que ser convertido a nitrdgeno
amoniacal para ser luego utilizado por la planta en la sintesis de proteinas. Cabe

destacar que la atencién de los primeros agricultores fue cautivada por la
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capacidad de estas plantas para mejorar el suelo, ademas del gran valor nutritivo

que posee.

las leguminosas se encuentran en el segundo lugar de familia que son muy
importantes para la alimentacion del ser humano y animal. Gracias a su
capacidad para establecer asociaciones simbidticas con bacterias del suelo
llamadas rizobio, se les consideran aptos para desarrollarse y crecer en suelos
aridos, de escasa fertilidad. Estos microorganismos constituyen unos 6rganos
especiales que son los nédulos, en las raices de las leguminosas, donde el
dinitrégeno (N2) atmosférico se transforma en amonio que se exporta a la planta
para su crecimiento. El conocimiento de las bacterias capaces de establecer
simbiosis con estas plantas ha avanzado en las técnicas moleculares de
identificacion bacteriana desde el descubrimiento de los nédulos en las

leguminosas (Ramirez, Alvaro, Velazquez, Bedmar, 2016).

2.12. Géneros y especies de las Leguminosas

las Leguminosas o también conocida como Fabaceae comprenden dentro de
unos 720 géneros en el mundo (Lewis y Polhill 1998; Lewis et al. en prep.) y
cerca de 18.000 especies. Estas especies de leguminosas son muy variadas en
habito, algunas son acuéticas verdaderas, ademas también incluyen desde
algunos de los mas grandes arboles hasta pequefias hierbas efimeras. Las
hojas, semillas, raices, las legumbres tiernas, y flores de muchas leguminosas
proveen de manera fructuosa muchas proteinas para los animales y de la misma
manera para los seres humanos. Las leguminosas también son utilizadas en
otras areas como para la industria del perfume, en la produccion de muchas
medicinas y, en algunos casos, como drogas alucinégenas (Lewis y Klitgaard,
2002).
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2.13. Asociaciones Rhizobium-Leguminosas

Las leguminosas al relacionarse con bacterias del género Rhizobium tienen
la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, y otras no leguminosas como
recuperadoras de fertilidad. Ademas de esta cualidad, las leguminosas se
asocian con las micorrizas en forma simbidtica; las asociaciones entre hongos
Zygomycetes Yy raices de las leguminosas son simbidticas. Permitiendo a éstas
una mayor absorcion de elementos como fosforo, agua y otros nutrientes,
asimismo la liberacién de hormonas de crecimiento es atribuida por el hongo,

colaborando en la formacién de agregados del suelo.

La determinacién de los rizobios para nodular una leguminosa esta
codificada en elementos genéticos susceptibles de ser transferidos entre
especies e incluso entre géneros, y esta capacidad para transferirse
horizontalmente determina el espectro de hospedador de un rizobio. Esta
transferencia génica permitiria a cepas de distintas especies, nodular la misma
leguminosa y que una misma especie de rizobio que contenga cepas
pertenecientes a diferentes simbiovariedades pueda nodular a diferentes

leguminosas (Ramirez, Alvaro, Velazquez, Bedmar, 2016).

La interaccién Rhizobium-leguminosas que establecen depende de un
complejo intercambio durante todo el proceso simbidtico de sefales, y que
solamente una combinacién correcta permitird una simbiosis eficiente. Existen
evidencias que incrementa notablemente la nodulacion en algunas leguminosas

al usar inductores de los genes nod (Napoles, et al., 2016).

La investigacion que se realizé sobre la simbiosis rizobio-leguminosa
permitid describir la presencia en el interior de los nédulos de unas células
especializadas denominadas bacteroides (Prazmowski, 1890) y de una clara
relacion entre la formacion de bacteroides y la asimilacion de N2 (Nobbe y Hiltner,
1893). Con esta base de informacién ya era posible con certeza asegurar que
las leguminosas establecen simbiosis con ciertos microorganismos diazotréficos
aguellos que se alimentan de nitrogeno, que son los responsables de la
asimilacion del N2 atmosférico, y que gran parte de ese N pasa al suelo donde el
siguiente cultivo puede aprovecharlo. De esta manera, se pudo comprender el
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éxito ancestral de un ciclo de cultivos (Ramirez, Alvaro, Velazquez, Bedmar,

2016).

2.14.

Nédulos de Rhizobium

La formacion del nddulo radicular por parte de la planta y por parte del

microsimbionte es un proceso coordinado mediante una serie de etapas:

En donde la primera etapa se basa por parte de la bacteria en un
proceso de reconocimiento celular. La planta lanza sefiales
quimioatractantes, como los flavonoides. La bacteria recepta estas
sefales y busca puntos donde pueda penetrar en la raiz de la planta
emisora.

La segunda etapa es la infeccion de la planta, consiste que la
bacteria penetra en la raiz de la planta y forma un tubo de infeccion;
ésta avanza por el tubo de infeccidon hasta llegar a la parte exterior
de la raiz.

La tercera y Uultima etapa consiste en el establecimiento del

simbiosoma (simbiosis diatrofa) (Calvo, 2011).

Los rizobios comienzan a multiplicarse sobre la superficie de la raiz debido

al proceso de infeccidon que se da mediante los pelos radicales, donde el pelo

radical se curva. Los rizobios son aquellos que penetran, a través de un hilo de

infeccidn; el hilo de infeccidén crece dentro de la corteza de la raiz, permitiendo

gue los rizobios penetren en las células corticales. Estas células, junto con los

rizobios, empiezan a multiplicarse para asi de esta manera poder formar el

ndédulo (Sylvester, Kipe, Harris y Valencia, 1987).
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2.15. Tipos de nodulos

Un nédulo puede ser de dos tipos:

®= Los nddulos de crecimiento limitado, también denominados por
ndédulos de crecimiento determinado, que presentan una estructura
externa con apariencia esférica. Se caracterizan principalmente
porque no presentan células de transferencia.

®= Los nodulos de crecimiento indeterminado o también llamados
ilimitado. Son nddulos que siempre poseeran células meristematicas
en division que permitiran al nddulo crecer, si presentan células de
transferencia y las células presentan un elevado numero de

vacuolas, principalmente las células periféricas (Calvo, 2011).

2.16. Micorrizas Arbuscular

La endomicorriza o también denominada micorriza arbuscular es el tipo de
asociacion hongo-raiz, que se encuentra constituida por ciertos zigomicetos, los
cuales colonizan intracelularmente la corteza de la raiz por medio de estructuras
especializadas denominadas arbusculos, los nutrimentos entre la célula vegetal
y el huésped actian como 6rganos de intercambio. Algunos géneros de esta
misma familia de hongos forman mediante lipidos otro tipo de estructuras
llamadas vesiculas, que se encuentran presente intercelularmente en la corteza
de laraiz y se consideran reservorios de nutrimentos para el hongo. La simbiosis
se conocié como vesiculo-arbuscular (VA) gracias a la presencia de arbusculos
como de vesiculas, a pesar de que, no todas las especies de hongos constituyen
o desarrollan vesiculas, por esta razén en la actualidad la asociacién se conoce

como micorriza arbuscular (MA) (Aguilera, Olalde, Arriaga y Contreras, 2007).
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Se requiere la adicién de micorrizas, principalmente cuando:

= Se introduce una planta nueva.

®= Cuando se adicionan cantidades significativas de materiales
aluviales o cenizas volcanicas al ecosistema, materiales que no
tienen micorriza.

= Cuando se esteriliza el medio de cultivo intencionalmente, en ciertos
tipos de medio de enraizamiento o0 por uso excesivo de

agroquimicos.

La fertilidad de los denominados micorriza arbuscular (AM) son determinas
por las caracteristicas biolégicas, fisicas y quimicas, las cuales son las
interacciones mas ordinarias que se presentan el mayor porcentaje de especies
de plantas, y que obviamente son la mas importantes. Un nutriente limitante en
la mayoria de los suelos es el fésforo que es proporcionado gracias a la funcion
importante que realiza esta simbiosis (hongo-raiz), contribuyendo beneficios a la
planta (Aguilera, Olalde, Arriaga y Contreras, 2007).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1.Areay descripcion de la zona de estudio

El experimento realizo en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del
Ecuador CIBE-ESPOL (Escuela Superior Politécnica del Litoral) ubicada en el
campus Prosperina km. 30.5 via perimetral GUAYAQUIL-ECUADOR cuyas
coordenadas son 2°09'04.3" latitud sur 79°57'13.7",Con temperatura de 24°C
hasta 35°C y con precipitaciones en épocas lluviosas de 145mm mensual y
472mm promedio anual, la humedad relativa se reflejé de 65% y maxima hasta

100%, la radiaciéon solar maxima de 1385 w/m?.( figural)
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Figura 1. Croquis de zona de estudio de gps.
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3.2.Factores estudiados

Los factores en estudio fueron Cepas aisladas de Rhizobium en simbiosis

con inoculo de micorriza en Cajanus cajan.

3.3.Tratamientos

Los tratamientos se detallan en la siguiente tabla:

N Solucion Nutritiva Denominacion

1 Sandman C =Cepa de Rhizobium de Cajanus cajan.
2 Sandman C7 =Cepa de Rhizobium de banco del Cibe.
3 Sandman C4 =Cepa de Rhizobium de banco del Cibe.
4 Sandman CTM=Control con micorrizas.

5 Sandman CT =Control total.

6 Steiner C =Cepa de Rhizobium de Cajanus cajan.
7 Steiner C7 =Cepa de Rhizobium de banco del Cibe.
8 Steiner C4 =Cepa de Rhizobium de banco del Cibe.
9 Steiner CTM=Control con micorrizas.

10 Steiner CT =Control total.

Cuadro 1. Tratamientos con prueba de dos tipos de solucién

nutritiva. estudiados.

3.4.Fases experimentales

La investigacion y el desarrollo en este procedimiento de proyecto se

realizé, a través de dos fases: fase de laboratorio y fase de invernadero.
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3.5.Unidad Experimental

Estuvo constituida por la interaccién de cepas de Rhizobium y esporas de

micorriza bajo nutricién con solucion de Sandman y steiner

3.6.Disefio experimental y analisis estadistico

Se uso6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial con prueba
en interacciéon de cuatro cepas de Rhizobium en simbiosis con micorriza,

establecidas en dos tratamientos de solucion nutritiva y cinco réplicas.

3.7.Metodologia pararecoleccion y esterilizacion de

noédulos

3.7.1. Obtencion de material vegetativo

En cuanto a la recoleccion de material vegetativo, se lo obtuvo de plantas
de Cajanus cajan sembradas en Cibe-Espol Guayaquil Ecuador, en la cual se
recolecto raices que estaban infectadas de Rhizobium, del mismo modo, para
poder determinar la infectividad en las raices, se verifico que haya nddulos en
los pelos radiculares. Para tener un mayor rango en rhizobio debemos buscar

nédulos con ciertas caracteristicas como su forma, coloracion y tamafio.

3.7.2. Recoleccién de nédulos de Cajanus cajan

Se delimit6 el area para obtener una mayor precision en el muestreo del
material que se va a conseguir, para la recoleccion de los nédulos se uso el
método de muestreo de zig zag. Ademas, se escogieron las plantas con mayor
vigor las cuales ya adquirieron un tamafio 6ptimo para la produccion, también
beneficiara el desarrollo y multiplicacion de Rhizobium, debido a que, las

plantas se encuentran sembradas en suelo arenoso.
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Con una pala de mano se removio la tierra haciendo una circunferencia
alrededor del tallo de 40cm de ancho, siguiendo la raiz principal con la pala de
mano se perforo la tierra 30cm para descompactarla, este método se lo realizd
para poder remover la tierra con las manos y de esta manera evitar dafar las
raices para que no se corten los nédulos o se desprendan, debido a que las

raices de Cajanus cajan son muy finas y se parten con facilidad.

Siguiendo la raiz principal se pudo observar nédulos con mayor frecuencia
en los pelos radiculares, algunos con distintas caracteristicas. Es importante
saber escoger los ndédulos porque se puede llegar a la confusién de: nédulos
secos o cortados con nédulos (activados). Se recomienda que los nédulos que
se debe escoger tienen que ser esféricos - ovalados de color crema o rosado,
en la cual, se tomaron de 5 a 7 nédulos por cada planta con 1cm de raiz por

cada lado.

Para trasladar y preservar los nodulos se usO frascos de vidrio
previamente esterilizados. Se les coloco silica gel al fondo del frasco y por
encima algodén para la conservacion requerida de los nddulos, ademas que,
permitié que el contacto no sea directo, entonces, ayuda a que no se sequen
los nddulos, porque es un desecante y al final, se los deja en refrigeracion de

200c a 4oc.

Figura 2 Nodulos recolectados de raices de
Cajanus cajan.
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3.7.3. Hidratacion y limpieza de nodulos

Los nodulos obtenidos fueron puestos en un colador, e inmediatamente
fueron lavados con agua de grifo, debido a que, al extraerlos del suelo estaban
cubiertos por material vegetal y particulas de tierra que al momento de
sembrarlos pudo haber sido causa de contaminacion. Para su hidratacién se
los coloco en un frasco con agua por dos horas, cambiando el agua cada 30

minutos.

3.7.4. Esterilizaciéon superficial de nédulos

La esterilizacion de los nédulos se la realiz6 en una camara de flujo

laminar, en la que hay que tener presente estos dos métodos:

e Para poder realizar la esterilizacion de los nédulos se usaron cajas Petri
de vidrio previamente auto clavadas, Se procedio a sumergir los ndédulos
en hipoclorito de sodio (cloro) al 15% en la primera caja por 3 minutos,
luego se los traslad6 a la segunda caja la cual contenia alcohol al 75%
por 1 minuto. Se realizaron tres lavados con agua estéril auto clavada
conteniendo un numero igual, la cual, se lavaron 30 segundos por
espacio de caja.

e Como segundo procedimiento se usoO hipoclorito de sodio al 15%
sumergiendo los nodulos por 5 minutos y haciendo 3 lavados y luego
repitiendo el proceso por segunda y Ultima vez.
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3.8.Metodologia de aislamiento de Rhizobium

3.8.1. Aislamiento de Rhizobium

Para el aislamiento de Rhizobium se us6 el método de dilucion 1/10, 1/100,
1/1000 este método se usé para obtener mayor probabilidad de reduccién a la
concentracion de contaminante, para este proceso previamente se auto
clavaron 4 tubos de ensayo de 15ml conteniendo agua estéril uno con 3mly los
demas tubos con 9ml, pinzas de diseccion, puntas de 1ml para pipetas y azas

triangulares (Vincent, 1970).

Con el mechero encendido se procedié a tomar los nédulos esterilizados
con una pinza de diseccion flameada, que se los coloco dentro del tubo con 3ml
de agua estéril. Con un barilla de vidrio se procedié a aplastar los nédulos hasta
gue quedaron triturados y desprendieron un liquido que torno el agua a un color

café claro, para proceder agitarlo y asi quede una mezcla homogénea.

Para la diluciébn con una pipeta tomamos 1ml del concentrado de la
sustancia de los nodulos ya triturados para vaciarlo en uno de los tubos con 9mi
de agua y con la misma pipeta mezclar el liquido que ya ha sido mezclado, se
tomo 1ml de ese tubo que se lo vertio al segundo que tenia 9 ml, y se repitio el

mismo proceso con el tercero.

Figura 3. Trituracion de nédulos.

25



3.8.2. Siembra de Rhizobium

Se us6 el medio (EL MARC) el cual contiene 1,5g de extracto de levadura
manitol 10g/L, MgSo4 0,20g/L, K2ZHPO4 0,50g/L NaCL 0,20g/L, FeCI3 1ml, agar
15g/L con indicador de Congo para poder tefiir de rojo las bacterias que son
gram positiva, el Rhizobium no absorbera el indicador, puesto que, es una

bacteria gram negativa, formando colonias de color blanco o crema.

Con la pipeta se toma 1ml de cada dilucién que se lo coloca en las cajas
con medio EI MARC, se sumergi6 el aza triangular en alcohol que se flameo
para luego dispersar la gota del inéculo por toda la caja en forma de circulos,
una vez cerrada las cajas se esperd a que secara el indculo en el medio para
proceder a sellarla con Parafilm, después de este procedimiento se cubre las
cajas con papel de empaque o con cartulina negra, debido a que, el Rhizobium
se desarrolla mejor en oscuridad, puesto que, si penetrara la luz requerida
puede llegar a confundirse y absorber el indicar. Mientras que existen otros
microorganismos contaminantes que absorben el rojo Congo en la oscuridad,
sin embargo, el caso del Rhizobium es lo opuesto como ya se ha mencionado
(Vincent, 1970).

Luego se procedio a poner las cajas Petri en la incubadora de dos a ocho
dias a 28°c, se observo el desarrollo de algunas cepas en un periodo corto de
dos dias y otras con desarrollo mas tardio en el periodo de cuatro a cinco dias.
En este procedimiento se coloca las cajas con la tapa hacia abajo para que la

humedad no caiga sobre las cepas, debido a la condensacién del medio.
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Figura 4. Siembra de nodulos triturados.

3.8.3. Purificacion y seleccién de cepas

Cuando se habla de purificacion se dice que es un canal de limpieza para
llevar al maximo el potencial de pureza, es por ello, que para la purificacion de
cepas se revisaron las cajas cada dos dias para ir descartando las que
muestren indices de contaminacion, mas tarde se seleccionaron las cajas que
mostraron colonias de color y caracteristicas de Rhizobium, también se

escogieron tres cepas del banco de Cibe para poder multiplicarlas.

Para poder purificar las cepas se usaron dieciséis cajas con medio (EL
MARC) cuatro por cada cepa, en la cual, se la realiz6 en una camara de flujo
laminar previamente esterilizada con cloro al 15% y alcohol al 98 % una vez
encendido el mechero se flameo un aza que se tomé parte de las colonias y se
lo traslado a las cajas sembrandolos en forma de zigzag, las cajas sembradas

se cubrieron con papel Kraft para que con mayor rapidez los rizobio crezcan.

En el transcurso de un dia a la cepa de rizobio se pudo observé indicios

de crecimiento y en 48 horas, o sea dos dias, se aprecid0 su crecimiento

completo.

Figura 5. a).-Aislamiento de Rhizobium b).-
Purificacion de cepa c).-Multiplicacion.

27



3.9.Metodologias de pruebas de infectividad de Rhizobium

3.9.1. Preparaciéon de Tincion de Gram

La tinciébn de gram se realiz6 con cada una de las cepas obtenidas, que
ayudan a diferenciar las bacterias gram negativas de las positivas por medio de
la coloracién que adquieren cuando son sometidas a esta prueba. Se realizd

esta demostracion con la finalidad de probar la efectividad de la bacteria.
Para su preparacion:

» Se esterilizd un porta objetos, que se le colocé una gota de la
muestra en un mechero que luego fue flameada para que esta se
fijara.

= Se dej6 enfriar el porta objetos y se le coloc6 una gota de cristal
violeta por un minuto, luego fue lavada con agua.

» Se procedi6é a colocar una gota de Lugol por un minuto y se lavé
con alcohol por 30 segundos, luego con agua por 30 segundos se
dej6 secar.

» Finalmente, se puso una gota de safranina por un minuto y se lavo

con agua.

Una vez que se realiz6 la tincién, las muestras fueron llevadas a un
microscopio en la que se pudo apreciar colonias de color rosado, indicador

esencial en la que se demostré que nuestras bacterias son gram negativas.

3.9.2. Crecimiento de Cepas en medio liquido

Como medio liquido se uso el medio Imar sin indicador de rojo congo y sin

agar.

Para el crecimiento de las cepas con medio liquido se us6 ocho frascos
de vidrio de 250 ml con un ph de 6,8 a 7. A cada frasco se le otorgd un tapon
de algododn que fue sellado con papel aluminio y esterilizados en autoclave.

Para este cultivo se utilizé cajas petris con colonias de Rhizobium que posterior
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se les afadi6o 2ml de agua destilada previamente colocado en autoclave, se
removio las colonias de la bacteria con una aza triangular y a través de pipeteo
lo unificé con el agua para poder trasladarlos al medio. Los frascos fueron
envueltos con papel Kraft para colocarlos en el shaker, ademas el desarrollo de
la bacteria se hace mas efectivo. Al cabo de siete dias se pudo observar
crecimiento bacteriano en forma de una bola blanca en el centro del medio

liquido.

Figura 6. Medios liquidos inoculados con
Rhizobium.

3.9.3. Preparacién de jarras de Leonard modificadas

Para fabricacion de las jarras se usé botellas de plastico de 750 ml, por
cada jarra se necesitaba de una botella que se cortd en dos partes, se requirié
realizar un modelo comenzando desde el pico hasta la zona de corte, que fue
15 cm mas ancha que el resto de la botella. Se realiz6 un corte con un estilete
en 360° cuidadosamente, una vez cortados quedara una parte en forma de copa

y otra en forma de vaso.
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Para la esterilizacion de las botellas se prepar6 un balde de agua con 10%
de cloro, en la que, se sumergio las botellas por cinco minutos para luego
cepillarlo y asi eliminar o combatir particulas de polvo. Después se sumergio en
dos baldes de agua para quitar el cloro, se dej6 secar aproximadamente por 10
minutos para vertir 75% de alcohol y de este modo completar una limpieza

profunda.

Se tom¢ la parte de la botella que tenia forma de copa, colocando una
mecha de algodon de 20cm paséandola por el pico de la botella hasta la mitad
de esta, dentro de la botella y sobre el algoddn se colocé 350 g de arena estEn
la parte de la botella restante (la forma de vaso) se coloc6 medio de sandman
250ml por cada jarra. Se incrusto la parte del cuello de botella con la mecha de
algodon en la parte con forma de vaso, bajando hasta el fondo de la botella
tocando la solucion para conectarla con la arena.

Figura 7. Jarras de Leonard, nédulos obtenidos a
partir de las jarras.
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3.10. Método especifico para manejo de experimento

3.10.1. Esterilizacién de arena de rio

Para la preparacion se usaron 70lb de arena de rio, en el primer proceso
se la pas6 por dos tamices para que de esta manera no incluyera restos de
piedras o material organico, ademas, el proceso de tamizaje ayud6 a que el

sustrato este mas suelto debido a las particulas de arena diminutas.

En el segundo proceso, la arena se coloco en un molde de aluminio y por
encima se empleo laminas de aluminio para poder por una hora autoclavar, para
poder eliminar cualquier rastro de contaminacién se autoclavo dos veces, o sea

una vez mas.

3.10.2. Semillero con micorrizas

Para la preparacion semillero se us6 un banco de conglomerado grupo de
micorrizas que son propiedad del cibe, las cuales fueron mezcladas con

sustrato y se colocaron en un semillero de propileno.

Como base de sustrato semillero se us6 para mezclar proporciones de
arena al 40% con turba al 60%, ambas se mezclan para afadir las micorrizas
gue luego se remueven de las raices y se mezclan en la arena que estaban
sujetas las raices. Por cada 100g de arena habia un total de 300 esporas de
micorriza y se usaron 300g para el semillero. Se mezcl6 y se regd para ser
colocadas las semillas de Cajanus cajan. Finalmente, en dos semanas se
observa que las plantulas estan desarrolladas, dado que, se realizara el

trasplante.
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3.10.3. Preparacion de sustrato para experimento

Como sustrato se uso turba al 25%y arena al 75%, en la que, la arena tuvo
gue ser tamizada, esterilizada en autoclave por una hora con una presion del
15%. El proceso de esterilizacion en autoclave se lo realizé dos veces por cada
25Ib de arena, se mezclé todo y se lo colocd en fundas de polietileno de hasta

2kg, en consecuencia, se obtuvo sesenta fundas.

3.10.4. Trasplante e inoculacion de Rhizobium-Micorriza

Para la inoculacién de micorrizas se inocul6 cincuenta fundas colocando
200g de arena micorrizada, los primeros 100g se los colocé en el centro del
sustrato, el restante fue puesto en la superficie y humedecido para que se fije

mejor,

En cuanto a la inoculaciéon de la plantula se us6é medio liquido con
inoculante de Rhizobium el cual tuvo un tiempo de crecimiento bacteriano en
el medio de 2 semanas, Se coloca 10 ml del inoculo en un frasco previamente
esterilizado, se saca las plantulas del semillero y se sumergen las raices en el
medio por un minuto el cual brevemente se procede a trasplantar en el sustrato

micorrizado.

3.11.Hipotesis

Todos los nodulos de Rhizobium pueden ser micorrizados y mejorar la

produccion de leguminosas cuando se encuentran en simbiosis.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Parametros agronémicos de lainteraccién Rhizobium-

Micorriza

En cuanto a los niveles de clorofila se observé un desarrollo menos
favorable en los controles sin micorriza y sin Rhizobium CT mientras que el
control con micorriza CTM obtuvo un desempefio mejor que CT pero en
comparacion con los tratamientos que fueron inoculados con Rhizobium se
evidencio que las cepas C,C4 y C7 obtuvieron un mejor desarrollo no
concuerdan con los obtenidos por (Fernadez, 2012). El cual afirma que las
plantas de frijol sin inoculo de Rhizobium obtuvieron mejores niveles de clorofila.
En cuanto a los tratamientos se evidencio que las plantas con mejor nivel de
clorofila fueron las que estuvieron sometidas a SD contrario al tratamiento con
ST (figura 8).

Cuadro 2. Variables agrondmicas evaluadas de la interaccion

Rhizobium-Micorriza a la onceava semana.

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segun test de

Tukey (p<0,05); + desviacién estandar.

CEPAS TRATAMIENTO  ALTURA CLOROFILA PSM TOTAL

C SD 73,8+1,91E 47,2+1,12F 573,14 + 39,47 D
ca4 SD 78,6+ 1,91E 43 +1,12F 589,28 + 39,47 D
c7 SD 75,6+ 1,91 42,4+1,12F 550,4 + 39,47 D
cT SD 40,8+ 1,91 A 30,2+1,12B 357,94 + 39,47 A
CT™ SD 53 +1,918B 36 +1,12D 248,5 + 39,47B
C ST 62 +1,91D 40,2 +1,12°E 534,44+ 39,47 D
ca4 ST 64,4+ 1,91 D 38,6+1,12F 527,7 + 39,47 D

c7 ST 61,8+ 1,91 D 40,4+1,12 E 526,64+ 39,47 D
cT ST 42,4+ 1,91 A 28,8+ 1,12 A 385,46+ 27,91A
CT™ ST 54 +1,91C 34,4+1,12C 273,6 + 27,91C
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Figura 8. Concentracion de clorofila de Cajanus cajan en simbiosis de
Rhizobium-Micorriza en 11 semanas(tablalA).

4.1.1. Crecimiento

Con respecto a la variable de altura entre los tratamientos se visualizé un
efecto positivo en el crecimiento de las plantas que estuvieron bajo la nutricion
de SD que por el contrario de las plantas que estuvieron en tratamiento con ST.
Por lo que se refiere al mejor desarrollo en crecimiento se pudo determinar que
las plantas inoculadas con Rhizobium mejoraron su crecimiento por encima de
los tratamientos sin inoculo (tabla2), la cepa C4 en tratamiento de SD registro
un porcentaje elevado en comparacion a CT y CM en tratamientos de SD y ST
concuerdan con los reportados por (Perez, 2019) afirma que las plantas de frijol
inoculadas con Rhizobium obtuvieron un incremente en el crecimiento de la

altura comparandolas con las que no estuvieron inoculadas.(figura 9 y 10).
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Figura 9. Diferencias en crecimiento en tratamientos de SD y ST (tabla 2A).
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Figura 10. Longitud de plantas de frejol de palo con dos soluciones
nutritivas en simbiosis de Rhizobium-Micorriza de 11 semanas.
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4.1.2. Biomasa seca total generada por plantas de frejol de palo

inoculadas con Rhizobium-Micorriza en tratamientos de SD y ST

Los resultados en base a biomasa total obtenidas de las plantas que
crecieron en base a la solucion nutritiva de SD y ST fueron muy buenos en
rendimientos general sin embargo de todos estos el que obtuvo mayor biomasa
fue C4 con SD en comparacion con CT con SD (tabla2), (Quintana, 2016) indica
gue las plantas sometidas a condiciones de salinidad, redujeron el area foliar,
asi como otros componentes de crecimiento, debido, tal vez, al desajuste

osmatico o al efecto toxico, ocasionado por el NaCl (figurall).

Generacion de biomasa
67

o]
o

63 62 62 65 63

D
o

N
o

Rendimiento de biomasa seca
N
o

o

C c4 c7 CM CcT
ESD mST

Figura 11. Biomasa total obtenida para ver el desarrollo general de Cajanus cajan (tabla3A).

Cuadro 3. Micorrizacion evaluadas en raices y suelo.

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segun test de

Cepas TRATAMIENTO % MIC PROM E/100g S
C SD 31,4+ 1,06 D 195,64 4,45 C
ca SD 25,2+ 1,06 C 204,61+ 4,45 C
c7 SD 26+ 1,06 D 190+ 4,45 C
cT SD 0+ 1,06 A 0+ 4,45 A
CTM ) 24,6+ 1,06 C 178,6% 4,45 B
C ST 23+ 1,06 C 192,8+ 4,45 C
ca ST 23,2+ 1,06 C 185 + 4,45 C
c7 ST 23+ 1,06 C 179+ 4,45 B
cT ST 0+ 1,06 A 0+ 4,45 A
CTM ST 21,4+ 1,06 B 181+ 4,45 B

Tukey (p<0,05); + desviacién estandar.
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4.2.Promedio de micorrizacion en raices de Cajanus Cajan

Por lo que se refiere a la micorrizacion en las raices, se observé mayor
numero en las plantas que también estuvieron inoculadas con Rhizobium, con
respecto a las tratamientos C,C4,C7 que estuvieron bajo el factor de SD
alcanzaron niveles de micorrizaciéon mayores a 25 % en 11 semanas(tabla3),
Dichos resultados son mejores que los de (Pachacama, 2011) quien obtuvo
porcentajes maximos de 17% de micorrizacion en cultivos de Hordeum vulgare
(Cevada). El tratamiento con mejores niveles de micorrizacion fue SD en
comparacion a los controles de cada tratamiento, donde se puede apreciar
mejor rendimiento en las plantas inoculadas con los dos microorganismos
(figural2 y 13).

Micorrizaciéon en raices

H O

H O

C c4 Cc7 CM CcT
mSD mST

Numero de esporas de (HMA)
=
o

Figura 12. Porcentaje de micorrizacién en raices de frejol de palo en
simbiosis con Rhizobium en 11 semanas (tabla4A).
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Figura 13. Estructuras infectivas de los HMA observadas a las 11 semanas
experimentacién con lente 40x en plantas de frejol de palo.
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4.3.Poblacién de micorrizas en 100g de suelo

Acerca de la poblacién de hongos micorricicos arbuscular (HMA) se
realizé un conteo para determinar la poblacion en 100 g de suelo, se encontré
un promedio de méas de 200 esporas en la cepa C4 del tratamiento SD(tabla3)
,En comparacion a (Pachacama, 2011) quien obtuvo 150 esporas de (HMA)
por cada 100 g de suelo .Para los datos obtenidos de manera general se
observa que no hay diferencia significativa de numero de esporas en los
tratamientos con inoculo de Rhizobium-Micorriza en comparacion con los que
solo tenian inoculo de micorriza que tuvieron menor cantidad de numero de

esporas (figural4).

Esporas de (HMA) en 100g de suelo

B B
B B
I I I I I A A B
C c4 c7 CM CcT

ESD mST

250

200
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o
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o

5

o

Numero de esporas de (HMA)

o

Figura 14. Numero de esporas de HMA en 100g de suelo de cada
tratamiento(tabla5A).
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4.4.NUumero de n6édulos

Con respecto a los numeros de nédulos se realiz6 un conteo en la

rizosfera en el que se pudo determinar que la cepa que tuvo un menor

desempefio en la formacion de nddulos fue la C7 con los factores de SD y ST

con respectos a las cepas C4 y C que obtuvieron un promedio de 15 a 16

nédulos (tabla4) al momento de eliminacion de la planta lo cual afirma lo descrito

por (Pommeresche, 2017) que el rendimiento de la cepa de Rhizobium es

bueno cuando esta presenta mas de 15 nodulos.(figural5 y 16).

Cuadro 4. Numero de nodulos y micorrizacion evaluadas dentro de

noédulos.
CEPAS TRATAMIENTO % MIC NODULOS NUMERO DE NODULOS
C SD 6,2+ 0,27 C 16+ 0,77 D
ca SD 5,2+ 0,27 C 15+ 0,77 D
c7 SD 3 +0,278B 11+ 0,77 B
cT SD 0 +0,27 A 0+ 0,77A
CT™M SD 0 +0,27 A 0+0,77 A
C ST 3 +0,278B 13+ 0,77 D
ca ST 2,7+0,27 B 12+ 0,77 C
c7 ST 2,2+0,27 B 10+0,77 B
cT ST 0 +0,27A 0 +0,77A
CTM ST 0 +0,27A 0 +0,77A

Letras distintas en la misma hilera indican diferencias estadisticas significativas segun test de

Tukey (p<0,05); + desviacién estandar
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Figura 15. Promedio de numero de ndédulos obtenidos de la onceava

semana de cada tratamiento(tabla6A).

Figura 16. Nodulos removidos de sustrato para conteo.
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4.5.Simbiosis Rhizobium-Micorriza

Por lo que se refiere a la simbiosis Rhizobium-Micorriza se obtuvo
resultados muy eficaces logrando comprobar la simbiosis entre dichos
microorganismos y Cajanus cajan, resultados que se pueden observar en el
rendimiento de la planta como microscopicamente al encontrar esporas de
(HMA) dentro de los nodulos de Rhizobium donde se pueden observar las
vesiculas del hongo dentro del nédulo haciendo un recorrido en circular por los
bordes (figural?).

Figura 17. Vesiculas de micorrizas dentro de nédulos de Rhizobium.
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4.6.Conteo de esporas de (HMA) dentro de nédulos

En cuanto a la micorrizacién dentro de los nddulos de Rhizobium se pudo
observar que la cepa C en tratamiento con SD obtuvo mejores resultados con
un promedio de 6 vesiculas de (HMA) en 10 ndédulos(tabla4) en comparacién

con el tratamiento ST y con la cepa C7 del tratamiento SD (figural8).

Micorrizacion en nédulos

B
A
A A
i i i
C Cc4 c7 CT

mSD mST

wu
o

NuUmero de nddulos
2N W Bk
o o o o

o
=)

CM

Figura 18. Promedio de vesiculas de micorriza en cada 10 nédulos
(tabla7A).

43



Figura 19. Proceso de conteo de vesiculas de (HMA).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.7.CONCLUSIONES

Se pudo determinar la simbiosis Rhizobium-Micorriza en plantas
de Cajanus cajan, al encontras vesiculas (HMA) dentro de los

nédulos de Rhizobium .

Las plantas inoculadas con Rhizobium-Micorrizas del tratamiento
SD obtuvieron mayor desempefio en todos los parametros
agronomicos, respecto a los controles CT y CTM, al no estar
inoculados de dicha simbiosis de microorganismos expresaron un

desarrollo bajo.

La cepa C4 tiene un gran potencial de productividad agronémico
por su buen desarrollo de biomasa, altura y su adaptabilidad al

trabajar en simbiosis con micorrizas.
El consorcio Rhizobium-Micorriza mejora la capacidad de

esporulacion de micorrizas aumentando el nimero de esporas

cuando se encuentra en simbiosis.
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4.8.RECOMENDACIONES

Continuar con la busqueda de Cepas de Rhizobium que

tengan mayor poder simbiético con los HMA.

Utilizar los beneficios de la simbiosis Rhizobium-Micorrizas
como manejo en incremento de productividad de la agricultura

y biorremediacion de los suelos.

Mejorar métodos de produccion masiva de Rhizobium para

usos en la agricultura.
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ANexos



Cuadro 1A. Andlisis de varianza, Concentracion de clorofila de Cajanus
cajan en simbiosis de Rhizobium-Micorriza en 11 semanas.

Analisis de varianza

semana Variable N R? R? Aj CV
11 clorofila 50 0,86 0,82 6,58

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1511,28 9 167,92 26,65 <0,0001
Cepa 1319,08 4 329,77 52,34 <0,0001
tratamientos 134,48 1 134,48 21,35 <0,0001
Cepa*tratamientos 57,72 4 14,43 2,29 0,07064
Error 252,00 40 6,30
Total 1763,28 49
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,31448
Error: 6,3000 gl: 40
Cepa tratamientos Medias n E.E.

CT ST 28,80 5 1,12 A

CT SD 30,20 5 1,12 A B

CTM ST 34,40 5 1,12 B C

CTM SD 36,00 5 1,12 C D

c4 ST 38,60 5 1,12 C D E

C ST 40,20 5 1,12 D E

C7 ST 40,40 5 1,12 D E

c7 SD 42,40 5 1,12 E F
c4 SD 43,00 5 1,12 E F
C SD 47,20 5 1,12 F

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0,05)

Cuadro 2A. Andlisis de varianza de la variable de crecimiento en SD y ST
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semana Variable N R2 R? Aj CV
11 Altura (cm) 50 0,90 0,88 7,52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7828,32 9 869,81 41,86 <0,0001
Cepa 6491,12 4 1622,78 78,09 <0,0001
tratamientos 091,92 1 691,92 33,30 <0,0001
Cepa*tratamientos 645,28 4 161,32 7,76 0,0001
Error 831,20 40 20,78
Total 8659,52 49

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=9,65191

Error: 20,7800 gl: 40
Cepa tratamientos Medias n E.E

CT ST 42,40 5 2,04 A

CTM SD 53,00 5 2,04 B

CTM ST 54,00 5 2,04 B

C7 ST 61,80 5 2,04 B C

C ST 62,00 5 2,04 B C

c4 ST 64,40 5 2,04 C D

C SD 73,80 5 2,04 D E
C7 SD 75,60 5 2,04 E
C4 SD 78,60 5 2,04 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Cuadro 3A. Analisis de varianza de la biomasa total obtenida para ver el
desarrollo general de Cajanus cajan.

Variable N R2 R? Aj CV
PSM T 60 0,70 0,65 20,27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 905787,62 9 100643,07 12,92 <0,0001
Cepa 857403,94 4 214350,98 27,52 <0,0001
tratamientos 2876,80 1 2876,80 0,37 0,54061
Cepa*tratamientos 17855,74 4 4463,93 0,57 0,6834
Error 389429,78 50 7788, 60

Total 1295217,41 59




Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=175,28482

Error: 7788,5957 gl: 50
Cepa tratamientos Medias n E.E.

CT SD 248,50 5 39,47 A

CT ST 273,06 10 27,91 A

CTM SD 357,94 5 39,47 A B

CTM ST 385,46 10 27,91 A B C

C7 ST 526,64 5 39,47 B C D
Cc4 ST 527,70 5 39,47 B C D
C ST 534,44 5 39,47 CcC D
C7 SD 550,40 5 39,47 C D
C SD 573,14 5 39,47 D
Cc4 SD 589,28 5 39,47 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p > 0,05

Cuadro 4A. Andlisis de varianza del porcentaje de micorrizacion en raices
de frejol de palo en simbiosis con Rhizobium

Variable N R?2 R? Aj CV
% MIC 50 0,96 0,95 11,99

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5258,32 9 584,26 103,23 <0,0001
cepas 5013,92 4 1253,48 221,46 <0,0001
tratamiento 147,92 1 147,92 26,13 <0,0001
cepas*tratamiento 96,48 4 24,12 4,26 00,0058
Error 226,40 40 5,66
Total 5484,72 49

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=5,03731

Error: 5,6600 gl: 40
cepas tratamiento Medias n E.E.

CT ST 0,00 5 1,06 A

CT SD 0,00 5 1,06 A

CTM ST 21,40 5 1,06 B

C ST 23,00 5 1,06 B C

C7 ST 23,00 5 1,06 B C

c4 ST 23,20 5 1,06 B C
CTM SD 24,60 5 1,06 B C

c4 SD 25,20 5 1,06 B C

C7 SD 26,60 5 1,06 C D
C SD 31,40 5 1,06 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p > 0,05)
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cuadro 5A. Analisis de varianza del numero de esporas de HMA en 100g

de suelo.

Variable N R2

R? A7

Cv

PROM E/100g S 50 0

;99 0,98 6,60

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 287120,00 9 31902,22 321,76 <0,0001
cepas 285815,00 4 71453,75 720,66 <0,0001
tratamiento 462,08 1 462,08 4,66 0,0369
cepas*tratamiento 842,92 4 210,73 2,13 0,0955
Error 3966,00 40 99,15
Total 291086,00 49
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=21,08321
Error: 99,1500 gl: 40
cepas tratamiento Medias n E.E.

CT SD 0,00 5 4,45 A

CT ST 0,00 5 4,45 A

CTM SD 178,60 5 4,45 B

C7 ST 179,40 5 4,45 B
CTM ST 181,60 5 4,45 B

C4 ST 185,00 5 4,45 B C
C7 SD 190,40 5 4,45 B C
C ST 192,80 5 4,45 B C
C SD 195,60 5 4,45 B C
c4 SD 204,60 5 4,45 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0,05)

Cuadro 6A. Analisis de varianza del promedio de numero de nédulos
obtenidos de la onceava semana de cada tratamiento

Variable N R2 R? Aj

CVv

nodulos 50 0,95 0,94 22,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2110,50 9 234,50 79,49 <0,0001
cepas 2063,00 4 515,75 174,83 <0,0001
tratamiento 24,50 1 24,50 8,31 0,0063
cepas*tratamiento 23,00 4 5,75 1,95 00,1210
Error 118,00 40 2,95
Total 2228,50 49
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Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=3,63665

Error: 2,9500 gl: 40
cepas tratamiento Medias n E.E.

CT SD 0,00 5 0,77 A

CT ST 0,00 5 0,77 A

CTM ST 0,00 50,77 A

CTM SD 0,00 5 0,77 A

C7 ST 10,00 5 0,77 B

C7 SD 11,00 5 0,77 B

c4 ST 12,00 5 0,77 B C

C ST 13,00 5 0,77 B C D
c4 SD 15,00 5 0,77 CcC D
C SD 16,00 5 0,77 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p > 0,05)

cuadro 7A. Andlisis de varianza del promedio de esporas de micorriza de
cada 10 nodulos.

Variable N R2 R? A7 CV
CAMP OBSERVD U 40 0,94 0,92 21,70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 167,38 7 23,91 65,96 <0,0001
cepas 123,28 3 41,09 113,36 <0,0001
tratamientos 27,23 1 27,23 75,10 <0,0001
cepas*tratamientos 16,88 3 5,63 15,52 <0,0001
Error 11,60 32 0,36
Total 178,98 39

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,23349

Error: 0,3625 gl: 32
cepas tratamientos Medias n E.E.

CT SD 0,00 5 0,27 A

CT ST 0,00 5 0,27 A

C7 ST 2,20 5 0,27 B

c4 ST 2,60 5 0,27 B

C7 SD 3,00 5 0,27 B

C ST 3,00 5 0,27 B

c4 SD 5,20 5 0,27 C
C SD 6,20 5 0,27 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p > 0,05)
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