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RESUMEN

Se evalué el efecto de la concentracion del biofertilizante Rhizobium etli
en el rendimiento, calidad y rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. (vainita)
en condiciones de campo. Primero se hizo una fase de laboratorio, se
purifico la cepa, produciéndose un biofertilizante para su aplicacion en
campo. El trabajo de campo se realiz6 desde marzo hasta junio del 2014,
empleandose un disefio en bloques completamente aleatorizado, seis
tratamientos, tres repeticiones, 18 unidades experimentales, totalizando
540 plantas; el campo experimental tuvo un &area de 280 m? Los
tratamientos fueron: Rhizobium etli 10® cel/ml (T1), Rhizobium etli 10°
cel/ml (T2), Rhizobium etli 10® cel/ml (T3), control negativo agua
destilada (T4), control positivo fertilizante quimico (T5) y control positivo
biol (T6). Se evaluo el rendimiento, calidad y rentabilidad. Los resultados
demostraron que la concentracién Rhizobium etli 10 cel/ml (T3) fue la
mas efectiva de los tratamientos inoculados con Rhizobium etli, que no
tuvo diferencia significativa con el tratamiento con fertilizante quimico,
estos tratamientos generaron un mayor efecto en el rendimiento, calidad
y rentabilidad de la vainita en campo.

Palabras clave: Rhizobium etli, Phaseolus wvulgaris L. (vainita),

biofertilizante, fertilizante quimico.
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ABSTRACT

The effect of the concentration of Rhizobium etli biofertilizer on yield,
quality and profitability of Phaseolus vulgaris L. (green bean) was
evaluated under field conditions. First a phase laboratory was done, strain
was purified, producing a biofertilizer for field application. Fieldwork was
made from march to june 2014, using a design in randomized complete
block with six treatments, three replicates, 18 experimental units, totaling
540 plants; the experimental field had an area of 280 m?. The treatments
were: Rhizobium etli 10® cells/ml (T1), Rhizobium etli 10° cells/ml (T2),
Rhizobium etli 10™° cells/ml (T3), distilled water negative control (T4),
positive control chemical fertilizer (T5) and biol positive control (T6). Yield,
quality and profitability were evaluated. The results shown that the
concentration Rhizobium etli 10%° cells/ml (T3) were the most effective
treatments inoculated with Rhizobium etli, which had no significant
difference with the treatment with chemical fertilizer, these treatments
generated a greater effect on yield, quality and profitability of green bean
on the field.

Keywords: Rhizobium etli, Phaseolus vulgaris L. (green bean), biofertilizer,

chemical fertilizer.
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INTRODUCCION

La disponibilidad de nitrégeno en suelos es uno de los principales factores
gue limita la produccién de los cultivos. Para solucionar este problema los
productores del sector agropecuario utilizan indiscriminadamente
fertilizantes de sintesis quimica con el objetivo de mejorar la calidad de
sus cultivos o del forraje; sin embargo, ésta es mas costosa y poco
amigable con el medio ambiente (Marin, Baldani, Dos Santos & Baldani,

2003).

Dentro del concepto de agricultura sostenible, surgen tecnologias limpias
como la biofertilizacién con bacterias diazotréficas (Mahecha, 2002). Es
asi que se ha generado la tendencia hacia el desarrollo de dichas
tecnologias que involucran el uso de diferentes microorganismos con
potencial biofertilizante, enfocandose principalmente hacia los rizobios que
tienen la habilidad de establecer simbiosis con plantas leguminosas
contribuyendo en un alto porcentaje en la sustitucion de fertilizantes
mediante un proceso de fijacion biolégica de nitrogeno (FBN). La
aplicacion de estas tecnologias tendra un gran impacto medioambiental y
social, gracias a la reduccion de costos de los fertilizantes nitrogenados de

sintesis, equilibrio en el ecosistema y contribucién a mejores rendimientos



en planta sin provocar deterioro de las capacidades productivas del suelo,
lixiviacion y eutrofizacion de fuentes hidricas (Ben Rebah, Prévost, Yezza

& Tyagi, 2007).

En el Perq, el cultivo de vainita esta bastante difundido en zonas de la
costa y sierra, principalmente; estimandose un total de 1500 hectareas
(ha) sembradas con esta hortaliza. Este cultivo se halla técnicamente mas
desarrollado en la costa en donde, ademas su consumo es bastante
popular y apreciado por las caracteristicas nutritivas y alto contenido de

fibra de las vainas (Toledo, 2003).

El cultivo de vainita en Tacha se reportd en 44 ha de superficie cosechada,
una producciéon de 304 toneladas métricas o toneladas (t) y un rendimiento
de 6,909 t/ha (Gobierno Regional Tacna & Direccion Regional Sectorial de

Agricultura Tacna, 2010).

AUn no se han realizado trabajos con biofertilizacion utilizando Rhizobium
Sp. en vainita en Tacna, y no se conocen las dosis adecuadas para su
aplicacibn en campo que permitan una rentabilidad atractiva para el
agricultor. Este estudio procura brindar una alternativa de solucién
aplicando este biofertilizante en la dosis adecuada en cultivos de vainita,

cuyos resultados puedan contribuir a la disminucién de la fertilizacion



guimica nitrogenada. Por tanto, se ha planteado la hipo6tesis de que la
concentracion mas efectiva es de 10° cel/ml del biofertilizante Rhizobium
etli que produce una mayor rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. en

condiciones de campo.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.1.1. Antecedentes del problema

Se han realizado trabajos de investigacion a nivel internacional donde se
ha probado el efecto de inoculantes de Rhizobium sp. en diferentes
variedades de Phaseolus vulgaris L., obteniéndose resultados que
reflejan que el uso de inoculantes es una practica econémicamente

rentable para el agricultor y también es ambientalmente responsable.

En la region Tacna, aun no se ha probado el efecto de la concentracion
del biofertilizante Rhizobium sp. que produzca una mayor rentabilidad de
Phaseolus vulgaris L. (vainita) en condiciones de campo. En esta region la
fertilizacion nitrogenada es principalmente quimica en base a urea y

nitrato de amonio, que son aplicados en la fertilizacién de la vainita.

1.1.2. Problemética de lainvestigacién
El uso de los fertilizantes nitrogenados para la agricultura convencional es

ampliamente conocido y empleado para la produccién de la vainita; su



aplicacion permite aumentar la productividad agricola; sin embargo, su
uso representa un elevado costo financiero, ambiental y de salud publica.
En nuestra region el efecto de la concentracién Rhizobium sp., sobre el
rendimiento, calidad y rentabilidad de Phaseolus vulgaris (vainita) en
condiciones de campo, aun no han sido probadas. Investigaciones a nivel
nacional e internacional respecto a la aplicacion de Rhizobium sp. como
bioertilizante en campo, han utilizado diferentes volimenes vy
concentraciones por hectarea, lo que ha hecho evidente que los costos en

el uso de este biofertilizante varien grandemente.

Estos problemas conllevan la necesidad de buscar alternativas eficientes
para proporcionar nitrogeno a las plantas. Lo expuesto lleva a plantear en
esta investigacion, el uso de una tecnologia limpia como un biofertilizante
o inoculante de Rhizobium sp. para la fertilizacion del cultivo de vainita en
la regidbn Tacna y que contribuya a la disminucién total o parcial de la
fertilizacion nitrogenada, béasicamente quimica, por una fertilizacion

biologica que represente un menor impacto para el agricultor de la region.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢,Cudl es la concentracion mas efectiva del biofertilizante Rhizobium etli
gue produce una mayor rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. (vainita) en

condiciones de campo?



1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

1.3.1. Justificacion

En el Pera la fertilizacién nitrogenada en los cultivos es eminentemente
guimica, su uso indiscriminado puede generar contaminacién ambiental
del aire por gases de invernadero, de acuiferos, variacion del pH en
suelos, acumulacion de nitratos y nitritos en el suelo y los alimentos que
pueden llegar al hombre y provocar enfermedades como la cianosis.
Ademas los nitratos pueden formar nitrosaminas y nitrosamidas que

pueden ser cancerigenos.

Actualmente se han aislado e identificado molecularmente diferentes
cepas de Rhizobium, que han sido probadas en laboratorio y campo para
determinar su efecto en diferentes plantas sean o no leguminosas, pero
aun no se ha investigado el efecto de diferentes concentraciones de
inoculante de Rhizobium sp. en el rendimiento, calidad y rentabilidad en el
cultivo de frijol verde (vainita) en condiciones de campo. En estos tiempos
se intensifican investigaciones en el campo de la fertilizacion biolégica ya
gue representan una necesidad para mitigar los efectos negativos del uso
indiscriminado de los fertilizantes nitrogenados.

1.3.2. Importancia

Actualmente en la region Tacna, los agricultores emplean fertilizantes

guimicos nitrogenados para la fertilizacién de sus cultivos (hortalizas) y en



especial la vainita, por lo cual la importancia de esta investigacién radica
en la necesidad de generar una tecnologia limpia aplicable para el
agricultor de la regién que reemplace de manera total o parcial a los
fertilizantes nitrogenados como la urea. El uso de esta tecnologia, basada
en la utilizaciéon de bacterias fijadoras de nitrégeno como biofertilizante, la

hard mas competitiva en el mercado externo.

Desde el punto de vista agronémico, la fijacion biologica de nitrogeno es
un recurso renovable que puede provocar la disminucion de aplicaciones
de fertilizantes nitrogenados, cuyo impacto ambiental (agua-suelo-
atmosfera) se traduce en aspectos de contaminacion (Grageda-Cabrera,

Esparza-Garcia & Pefa-Cabriales, 2000).

El uso de inoculantes a base de bacterias del género Rhizobium, ha sido
una herramienta importante para la estimulacion en la capacidad de captar
nitrogeno atmosférico en plantas de la familia Fabaceae (leguminosas). A
través de la inoculacibn de bacterias simbioticas, se logra que
leguminosas que han sido catalogadas como muy pobres en su capacidad
de fijar nitrdgeno atmosférico, incrementen la tasa de fijacién, de modo

gue sean mas eficientes en este aspecto (Da Silva, Tsai & Bonetti, 1993).



La capacidad fijadora de nitrogeno por Rhizobium, en asociacién con las
leguminosas es importante en los sistemas agricolas de produccion y
especialmente en la rotacion de cultivos, por lo cual es conveniente
favorecer su aplicacion generalizada, ya que la inoculaciéon es una opcion
natural, que no contamina el ambiente y favorece la conservacion del
suelo. Por lo tanto, el manejo adecuado de la tecnologia de inoculantes a
base de Rhizobium puede, por lo menos, asegurar el rendimiento de las
leguminosas de manera ecoldgica (Asociacion Ecologia, Tecnologia y

Cultura en los Andes, 2004).

Los biofertilizantes microbianos representan un componente vital de los
sistemas agricolas sustentables, ya que constituyen un medio
econOmicamente justo, ambientalmente seguro y culturalmente
aceptables, para reducir los insumos externos y mejorar la cantidad y
calidad de los recursos internos mediante la utilizacion de

microorganismos del suelo debidamente seleccionados.

Por tanto, resulta conveniente explotar la fertilizacién biolégica, como una
alternativa natural, facil de manejar, que permita conservar el ambiente,
mejorar la sostenibilidad de los suelos y que su uso resulte rentable para

el agricultor de la region.



1.4. ALCANCESY LIMITACIONES

1.4.1. Alcances:

Se determind el efecto de la concentracion del biofertilizante
Rhizobium etli en el rendimiento, calidad y rentabilidad de Phaseolus
vulgaris L. (vainita) en condiciones de campo.

Se obtuvo un tratamiento que generé0 un mayor efecto en el
rendimiento, calidad y rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. (vainita),

utilizando un biofertilizante organico.

1.4.2. Limitaciones:

Aislamiento de cepas nativas de Rhizobium sp. que nodulen vainita en
la regidn Tacna.

Aplicacion de inoculante liquido sin adherente en semillas de vainita.
Presencia de mosca blanca por ser la regién Tacna zona endémica de
esta plaga.

Presencia de enfermedades fungicas por el descenso de la
temperatura, aumento de humedad y presencia de lloviznas al final de

la produccién de vainita.



1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracion del biofertilizante Rhizobium etli en
el rendimiento, calidad y rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. (vainita) en

condiciones de campo.

1.5.2. Objetivo especificos

e Determinar el efecto de Rhizobium etli en el rendimiento de Phaseolus
vulgaris L.

e Determinar el efecto de Rhizobium etli en la calidad de Phaseolus
vulgaris L.

e Determinar el efecto de Rhizobium etli en la rentabilidad de Phaseolus
vulgaris L.

e Establecer el tratamiento mas efectivo que genere un mayor efecto en

el rendimiento, calidad y rentabilidad Phaseolus vulgaris L. (vainita).

1.6. HIPOTESIS
La concentracion mas efectiva es de 10° cel/ml del biofertilizante
Rhizobium etli que produce una mayor rentabilidad de Phaseolus vulgaris

L. (vainita) en condiciones de campo.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

2.1.1. En el ambito internacional

Miyadi & LoOpez (2013) realizaron la investigacion: “Efecto de
biofertilizantes bacterianos sobre una variedad local de Phaseolus
vulgaris L., en Valladolid, edo. Aragua”, demostraron que la combinacion
de Rhizobium y cepa solubilizadora de fosforo mostr6 un mejor
desemperiio, evidenciando su potencial para ser utlizado en forma
combinada como biofertilizante en este cultivo. Las dosis aplicadas en el

experimento fueron a razén de 2 I/ha.

UE (Union Europea), Gobierno de Nicaragua y la FAO (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) (2011),
presentaron el informe titulado “Resultados de parcelas comparativas con
uso de inoculante (Nitronat) en frijol comun (Phaseolus vulgaris) (con uso
de inoculante vs. sin inoculante)’, concluyeron que es totalmente
evidente que la utilizaciébn de Nitronat, mejora considerablemente el

rendimiento del cultivo de frijol comin en diferentes ecosistemas



agricolas, aun cuando existieron problemas derivados por efectos del
cambio climatico (sequia), los resultados econdmicos obtenidos indicaron
gue es una operacidon sumamente rentable. Se obtuvieron incrementos
promedios de hasta 30% en la produccion; la dosis empleada fue a razén

de 572 g/ha.

Diaz & Varona (2011), realizaron la investigacion denominada
“Comparacién de la eficiencia de dos cepas de Rhizobium phaseoli sobre
los rendimientos de dos variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
en la EEVT de Camaguey”, reportaron que la cepa CIAT-899 de
Rhizobium phaseoli, manifest6 mayor efectividad en el vigor de las dos
variedades de frijol comun utilizadas, asi como también sobre los
rendimientos. El estudio demostré que existen diferencias en la eficiencia
de la fijacion simbiotica del nitrdgeno atmosférico de una cepa a otra

especifica para el grupo del frijol Phaseolus.

Torres, Soria, Pérez & Garcia (2002) realizaron una investigacion sobre
incrementos en la fijacion bioldgica de N, atmosférico en el cultivo del frijol
(Phaseolus vulgaris L.) mediante la inoculacidn combinada de bacterias
diazotroficas. Los resultados arrojaron un incremento significativo
respecto a todas las variables evaluadas con el uso de las combinaciones

microbianas, destacandose la dosis de Rhizobium a razén de 150 g
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combinada con Azotobacter, la cual aumentd significativamente el
rendimiento respecto a la inoculacién con Rhizobium a razén de 70 g y el
testigo, y no difirié estadisticamente con la fertilizacién mineral. Por lo que
se recomienda, segun los altos niveles de P,Os y K,O en este suelo,
utilizar como alternativa de fertilizacién la inoculacion combinada de
Rhizobium y Azotobacter a razon de 150 g/kg de semilla, implicando
aumentos en los rendimientos, reduccion en los costos de produccion y la

contribucion al saneamiento ambiental.

Mora (1995), realizd una investigacion sobre “Seleccion de cepas nativas
de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli eficientes en fijacion biologica
de nitrégeno en suelos de Costa Rica”, trabajé con una concentracién de
10° cel/ml. Las plantas inoculadas con cepas seleccionadas presentaron
los mayores valores de peso seco de nodulos; se observaron diferencias
significativas entre algunos de los tratamientos y testigos; las plantas
inoculadas que presentaron las mayores concentraciones de ureidos,
fueron las que mostraron la mayor capacidad de fijar nitrégeno

atmosférico en el invernadero.

2.1.2. En el ambito nacional
Soriano & Gonzalez (2012) evaluaron el efecto de la inoculacion de

Rhizobium etli sobre el crecimiento vegetal de paprika, Capsicum annuum

13



var. Longum y lechuga Lactuca sativa, encontrando que esta inoculacion
incrementa significativamente las cinco variables agronémicas como:
altura de plantulas, tamafio de hojas, peso de la materia seca de la parte
aérea, peso de la materia seca de la parte radicular y peso de la materia

seca total de las plantas a los veinte dias postinoculacion.

Silvera, Zuniga & Loli (2005) realizaron una investigacion denominada:
“Capacidad solubilizadora del fésforo por cepas de Rhizobium, aisladas de
los ndédulos del frijol caraota (Phaseolus vulgaris L.)”, encontraron cepas
de Rhizobium sp, solubilizadoras de fosforo aisladas de nodulos de frijol
caraota nativas de Huachipa. Asimismo hubo interaccion entre cepas de

Rhizobium sp. fijadoras de nitrégeno y las solubilizadoras de fésforo.

Vélez (1999) de la Asociacion Civil Labor Moquegua, a través del
“Programa de Desarrollo Agroecolégico del Valle de Moquegua”, realizé un
manejo agroecologico para el cultivo de vainita, utilizando guano de isla y
el inoculante comercial “Rhizolam”, obtuvo un rendimiento de 8412 Kg/ha;

la dosis de aplicacion fue de 650 g de inoculante en 300 kg de humus.

2.1.3. En el ambito local
Medina (2012) realizd la tesis de pregrado denominada: “Efecto del

compost inoculado con bacterias de los géneros Azotobacter vy
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Novosphingobium fijadoras de nitrégeno en el rendimiento del olivo (Olea
europaea L.) en La Yarada—Tacna- 2011-2012”, demostrando la diferencia
entre los rendimientos siendo el mejor la fertilizacion quimica, también se
encontro que los mejores niveles de nitrdgeno en suelo y mejores calibres
fueron del tratamiento con aplicacién de 48 Kg de compost mejorado por

olivo y con bacterias fijadoras de nitrégeno.

Grajeda (2008) realiz6 la tesis de pregrado titulada: “Aislamiento y
seleccion de cepas nativas de Rhizobium spp. con mayor capacidad de
biofertilizante en Phaseolus vulgaris L. (vainita) de Los Palos —Tacna”,
aislando diez cepas de Rhizobium spp. nativas, de las cuales dos tuvieron
mayor capacidad biofertilizante. Este trabajo se realizé a nivel de
invernadero y se inoculé 2 x 10° UFC/ml (Unidad Formadora de Colonia)

en las semillas de vainita.

Se ha realizado una investigacion en la “Evaluacién de la fertilizacion con
Azotobacter chroococcum, compost y fertilizante quimico en la
productividad y calidad de Lycopersicum esculentum Mill var. Rio Grande
tomate en condiciones de campo”, concluyéndose que el biofertilizante
solo produjo un efecto significativamente mayor en el rendimiento y calidad
del fruto del tomate en comparacion con el compost y el fertilizante

guimico. Ademas el Azotobacter chroococcum + fertilizante quimico
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combinado produjeron un efecto significativamente mayor en la
productividad y calidad del fruto de tomate en comparacién con otros

tratamientos (Ancco, 2007).

Chipana (2003) realizo la tesis de pregrado denominada: “Optimizacién de
parametros para la produccion de Rhizobium meliloti en una fermentacion
discontinua”, donde obtuvo una maxima produccion de 2,53 x 10° cel/ml.
Los valores 6ptimos de temperatura y aireacion obtenidos fueron: 30°Cy 1

vvm, respectivamente.

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Fijacion biologica de nitrogeno

A pesar de que el nitrégeno molecular (N2) se encuentra en la atmosfera
en una concentracion de casi el 80%, ni plantas ni animales tienen una
forma facil para obtener el nitrégeno suficiente para su crecimiento. Esta
situacion se hace aun mas critica ya que el N, es una molécula muy
estable quimicamente y de esta forma no esta disponible para la mayoria
de los organismos vivos. Este debe ser fijado antes que pueda ser
asimilado. Las formas mas comunes de encontrar el nitrdgeno fijado es en
forma de iones amonio y nitrato. La fijacion de nitrégeno es el proceso
mediante el cual se lleva a cabo la reduccion de nitrgeno molecular a
amonio (Newton, Fisher & Leigh, 2002).
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En la naturaleza existen dos formas de fijar nitrdgeno. Un mecanismo es
mediante energia luminica en la cual la enorme cantidad de luz ioniza las
moléculas en la atmosfera y las hace aptas para combinarse y formar
oxidos de nit régeno. Estos 6xidos de nitrdgeno se disuelven en la lluvia y
forman nitritos (NO,) y nitratos (NOs), los cuales son llevados a la tierra.
Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de energia luminica alrededor
del mundo, ésta no es una forma efectiva de producir compuestos
nitrogenados que puedan ser utilizados por plantas y animales. Esta
forma de fijacion de nitrégeno atmosférico probablemente contribuye con

el 10% del total anual fijado (Newton, Fisher & Leigh, 2002).

La forma mas importante de nitrogeno fijado deriva de la actividad de
ciertas bacterias del suelo que absorben nitrdgeno atmosférico y lo
convierten en amonio. Algunas de estas bacterias son libres en el suelo y
se alimentan de materia organica muerta. Los microorganismos que
llevan a cabo este proceso se denominan diazotrofos (Lloret & Martinez-
Romero, 2005). Otras bacterias fijadoras de nitrdgeno, son encontradas
creciendo en asociacion con las raices de plantas mayores. Las plantas
suplen a la bacteria con la energia para crecer, mientras que la bacteria
suple a la planta con nitrogeno fijado. Los procesos bioldgicos contribuyen
con alrededor del 65% de la produccion anual de nitrégeno fijado.

Mientras que la sintesis comercial de amonio es otra forma diferente de
17



fijar nitrégeno y contribuye aproximadamente con el 25% del total de
nitrégeno fijado anualmente; sin embargo, sigue siendo éste un proceso

ambiental y energéticamente costoso (Newton, Fisher & Leigh, 2002).

2.2.1.1. Organismos fijadores de nitrogeno

Solo los procariotas pueden llevar a cabo la fijacion biolégica de
nitrégeno-FBN. La habilidad para fijar N, es ampliamente usada entre
varios géneros de bacterias, ademas existen una altisima variedad
metabodlica entre microorganismos que tienen esta capacidad. Se
distinguen tres formas de FBN: por medio de asociaciones simbioéticas,
simbiosis asociativas y bacterias de vida libre (Newton, Fisher & Leigh,

2002).

La enzima responsable de la fijacibn de nitrdgeno se denomina
nitrogenasa y esta compuesta por dos metaloproteinas, una con Fe
(ferroproteina o nitrogenasa reductasa) y otra con Fe y Mo
(ferromolibdoproteina o nitrogenasa propiamente dicha) como grupos

activos (De Felipe, 2006).

La fijaciobn biologica de nitrogeno se trata de un proceso altamente
consumidor de energia. El triple enlace que une los dos atomos de

nitrdgeno es duro de romper, el trabajo lo lleva a cabo la nitrogenasa con
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el consumo de 16 moléculas de ATP por N reducido, segun la ecuacion
(Olivares, 2008):

N2 + 16 ATP + 8e- + 8H+ = 2NH;3 + H, + 16ADP + 16Pi

2.2.1.2. Simbiosis Rhizobium-leguminosa

Es la asociacion mutualista de rhizobia y leguminosas ha sido desde
siempre la mas estudiada por la importancia agronomica, economica y
social que tiene el cultivo de estas plantas a escala mundial. Ambos
participes son capaces de vivir independientemente, sin embargo, los dos
se benefician mutuamente de la interaccion que se caracteriza por la
formacion de nodulos fijadores de nitrégeno que, en la mayoria de las
leguminosas, se forman en la raiz. Los nédulos son organos
especializados que se desarrollan como resultado de un didlogo
molecular por parte de los rhizobia y de las plantas (Gibson, Kobayashi,

Walker, 2008).

El nédulo fija nitrégeno atmosférico mediante la enzima nitrogenasa
situada en los bacteroides. El N es transformado en NH3 por esta enzima
gue posteriormente pasara a ureidos o amidas segun el tipo de planta y
sera transportado por los vasos conductores a la parte aérea. El oxigeno
es uno de los factores limitantes en el proceso y para su regulacion el

nddulo dispone de diferentes mecanismos, entre ellos la leghemoglobina
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gue transporta el oxigeno a las bacterias transformandose en
oxihemoglobina, y libera el oxigeno a medida que es necesitado,
manteniéndose una atmdésfera microaerdbica, ya que la nitrogenasa se

inactiva por exceso de O, (Frioni, 2001).

Se estima que la entrada total anual a los ecosistemas terrestres producto
de la fijacion biologica de nitrogeno, esta en el rango de 139 a 170
millones de toneladas de nitrégeno, con asociacion simbiotica en tierras
de cultivo alrededor de 25-30% (35 a 44 millones t N) (Burns & Hardy,

1975).

2.2.1.3. Etapas de laformacién de nédulos

El establecimiento de una simbiosis rhizobia-leguminosa eficiente conlleva

una serie de etapas:

a) Reconocimiento de la pareja adecuada, tanto por parte de la planta
como de la bacteria, y adherencia de la bacteria a los pelos radicales.

b) Invasién del pelo radical y formacion de un tubo radical por parte de la
bacteria.

c) Desplazamiento hacia la raiz principal a través del tubo de infeccion.

d) Apariciéon de células bacterianas deformes llamadas bacteroides,
dentro de las células de la planta y desarrollo del estado de fijacion de

nitrégeno.
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e) Proceso continuado de divisién de las células bacterianas y vegetales y

formacioén del nédulo radical maduro.

El primer paso para la formacion de nédulos es la adherencia de la
bacteria Rhizobium a la planta leguminosa. En la superficie de todas las
especies de Rhizobium y Bradyrhizobium se localiza una proteina
especifica de la adherencia, la ricadesina. Es una proteina que se une al
calcio y puede actuar captando complejos de calcio en la superficie de los
pelos radicales. Otras sustancias como las lectinas, que son proteinas
gue contienen carbohidratos, también cumplen la funcién en la adherencia
planta-bacteria. Las lectinas han sido identificadas en los extremos de los
pelos radicales y en la superficie de las células de Rhizobium. Después
de la unién los pelos radicales se enroscan debido a la accion de unas
sustancias secretadas por la bacteria, que se conocen como factores
Nod. La bacteria penetra entonces el pelo radical e induce la formacion,
por parte de la planta, de un tubo de celulosa conocido como tubo de
infeccion, que avanza por el pelo radical. A continuacion, la infeccion
alcanza a las células de la raiz adyacentes a los pelos radicales y los
factores Nod estimulan la division de las células vegetales, produciendo
finalmente el nodulo.

Las bacterias se multiplican rapidamente en el interior de las células

vegetales y se transforman en unas formaciones ramificadas, hinchadas y
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deformes, llamadas bacteroides, los cuales quedan rodeados,
individualmente o en pequefios grupos, por porciones de la membrana de
la célula vegetal, llamada membrana peribacteroidal. La fijaciéon de
nitrdgeno no se inicia hasta que no se han formado los bacteroides.
Cuando la planta muere, el nédulo se deteriora y las bacterias pasan al
suelo. Las formas bacteroides no tienen capacidad de division, pero
contienen siempre algunos bacilos en estado de latencia. Estas formas
bacilares proliferan en el suelo utilizando como nutrientes algunos de los
productos del nédulo destruido y las bacterias pueden iniciar la infeccion
en otras raices o0 mantenerse en estado libre en el suelo (Madigan,

Martinko & Parker, 2002).
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Root-haircurl  Rhizobia Infection-
entrappedin  thread
root hair growih

Developing nodule with  Root with mature infacted
ramifying infection thread  nodule that contain bacteria
Figura 1. Formacion de un nodulo radical en una leguminosa afectada por

Rhizobium

Fuente: Nature

Esquema de la formacion del nédulo en leguminosas. a) Adhesion de los
rizobios al pelo radicular. b) Enrollamiento del 4pice del pelo radicular. c)
Induccion de la formacion del canal de infeccion. d) Canal de infeccion
formado. e) Infeccion de los espacios intercelulares de la raiz e induccion

de la formacién del nédulo. f) Nédulo formado.
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2.2.1.4. Factores limitantes en la nodulacién

Los factores que afectan la sobrevivencia de la bacteria en el suelo y
aguéllos que afectan la nodulacion, son sin duda decisivos en el éxito de la
simbiosis Rhizobium-Leguminosa. El rendimiento potencial de esta
simbiosis se encuentra limitado por diferentes factores fisico-quimicos,

derivados del medio y factores biologicos (Cunningham & Walker, 1991).

Las limitaciones impuestas por el medio tienen origen en el suelo y el
clima. La acidez, la presencia de metales pesados (Al, Mn) bajas
concentraciones de fésforo y potasio, el exceso de sal y altos niveles de
nitrdogeno combinado son los principales factores naturales del suelo a
considerar. La simbiosis es mas sensible a temperaturas extremas, bajas
temperaturas retardan la infeccién y formaciéon de nédulos, en tanto que
altas temperaturas provocan nédulos poco eficientes. El rango 6ptimo para
formacion de nodulos se encuentra entre 18°C y 29°C (Grant & Long,
1989).

El uso indiscriminado de herbicidas, fungicidas, la acumulacién de metales
pesados en suelos y agua resulta perjudicial para el rizobio. Entre los
factores biolégicos que limitan la nodulacion se encuentran los productos
de la fotosintesis, ésta provee energia y poder reductor para la fijacion de
N, y los esqueletos carbonados para la formacién de aminodacidos,

amidas, fuentes de N, para la leguminosa (Alexander, 1994).
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2.2.2. Losrhizobia

También conocidos como rizobios, son microorganismos capaces de
establecer simbiosis con leguminosas y engloban actualmente a una gran
variedad de bacterias. El conocimiento de la existencia de estos
microorganismos data de finales del siglo XIX cuando, por primera vez,
Frank en 1889 denomindé Rhizobium leguminosarum a las bacterias
aisladas a partir de nédulos de leguminosas. Los rhizobia, pertenecen a
las a-Proteobacteria e incluidos en la actualidad en cinco géneros:
Rhizobium,  Sinorhizobium (actualmente = denominado Ensifer),
Mesorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium (Moulin, Munive, Dreyfus

& Boivin-Masson, 2001).

Los rhizobia “clasicos” se incluyen actualmente en el orden Rhizobiales
(Kuykendall, 2005) y se encuentran distribuidos en varias familias. Los
antiguos géneros Rhizobium, Agrobacterium y Allorhizobium se han
fusionado en un solo género y actualmente todas sus especies se incluyen
en el género Rhizobium (Young, Kuykendall, Martinez-Romero, Kerr &
Sawada, 2001). Este género junto con el género Sinorhizobium que ha
pasado a denominarse Ensifer (Judicial Comission of the International
Committee on Systematics of Prokaryotes, 2008) y con el nuevo género
Shinella (An, Im, Yang & Lee, 2006) se incluye en la familia Rhizobiaceae.

Los géneros Mesorhizobium, Phyllobacterium se han incluido en una
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nueva familia denominada Phyllobacteriaceae (Mergaert & Swings, 2005).
El género Azorhizobium que forma nédulos en tallos de Sesbania se
incluye en la familia Hyphomicrobiaceae. Finalmente, el género
Bradyrhizobium se incluye en la familia Bradyrhizobiaceae. Actualmente el
género Rhizobium contiene 34 especies (Kuykendall, 2005).
Segun Holt, krieg, Sneath, Sfaley & Williams (1994) en el Bergey's Manual
de Determinacion Bacterioldgica, a esta bacteria se le clasifica de esta
manera:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Proteobacterias alpha
Orden: Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium
Especie: Rhizobium etli
2.2.2.1. Descripcién macroscopicay microscopica
Los rizobios son bacterias gramnegativas de forma bacilar (0,5-0,9 x 1,2—
3,0 um), aerobios, mdviles por flagelos peritricos o polares, no producen
esporas, se reproducen por simple divisién celular. Comdnmente son
capaces de crecer bien a bajas concentraciones de oxigeno (Jordan,

1984; Martinez & Lopez, 1999).
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Las colonias son usualmente blancas o beige, circulares, convexas,
semitranslicidas u opacas, a veces mucoides, usualmente de 2-4 mm de
diametro dentro de 3-5 dias de incubacion en Agar Levadura Manitol
(ALM). El crecimiento en medio con carbohidratos es usualmente
acompafado por abundante cantidad de exopolisacaridos extracelulares.
Pronunciada turbidez se desarrolla de 2-3 dias en caldo aireado o agitado

(Kuykendall, Young, Martinez, Kerr & Sawada 2005).

2.2.2.2. Metabolismo

Aerodbicos, poseen un metabolismo tipo respiratorio con oxigeno como
aceptor terminal de electrones. Su temperatura Optima de crecimiento
estad entre 25 y 30°C; algunas especies pueden crecer a 40°C. El pH
optimo de crecimiento esta entre 6,0 y 7,0, sin embargo, pueden crecer
entre valores de 4,0 y 10,0. El tiempo de generacién de las cepas de

Rhizobium esta entre 1,5-5,0 horas (Kuykendall et al., 2005).

s guimiorganoheterotrofo, utiliza un amplio rango de carbohidratos y sales
de &cidos organicos como unica fuente de carbono, sin formacion de gas.
No son capaces de metabolizar la celulosa y el almidon. Producen una
reaccion acida en medio mineral que contenga sales y manitol u otros
carbohidratos. Las sales de amonio, de nitrato y la mayoria de los

aminoacidos pueden servir como fuente de nitrégeno. Algunas cepas
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requieren factores de crecimiento como biotina, pantotenato o acido
nicotinico. La peptona es pobremente utilizada, mientras que la caseina,
el almidon, la quitina y el agar no son hidrolizadas. Los principales
mecanismos para el catabolismo de la glucosa son la via de Entner-

Doudoroff y el ciclo de las pentosas fosfato (Kuykendall et al., 2005).

2.2.2.3. Genética

Uno de los mas importantes cultivos en América Latina es el frijol comdn
el cual es nodulado principalmente por Rhizobium etli. Se ha reportado
gue la secuencia del genoma completo de Rhizobium etli corresponde a 6
530 228,00 pb, seis grandes plasmidos comprenden un tercio del tamafio
total del genoma. El cromosoma codifica la mayoria de funciones
necesarias para el crecimiento celular, mientras que unos pocos genes
esenciales o vias metabdlicas completas son localizados en plasmidos.
Se indica ademas que los plasmidos no son elementos completamente

prescindibles (Gonzélez et al., 2005).

Regiones facilmente amplificadas en genomas de Rhizobium sp. llamadas
amplicones controlan tanto la adaptabilidad como las interacciones
biolégicas. Como éstas llegan a ser mejor definidas a través del mapeo y
secuenciacion del ADN, su estructura puede ser de particular interés.

Con respecto al ADN extracromosomal, los rhizobia pueden tener tanto
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plasmidos como megaplasmidos que pueden llegar a los 1600 Kb y

pueden constituir hasta el 50% del genoma total (Kuykendall et al., 2005).

2.2.2.4. Caracteristicas simbidticas de los rhizobia

La caracterizacion simbidtica consiste en el analisis de la infectividad y de
la efectividad de los rhizobia, asi como el estudio de marcadores
genéticos relacionados con la simbiosis, como los genes de nodulacién
(nod) o de fijacion (nif) (Eardly, Young & Selander, 1992; Haukka,
Lindstrom & Young, 1998). Los genes simbidticos estan incluidos en islas
simbidticas (Sullivan et al., 2002) o en plasmidos y combinaciones de
todos ellos (Sorensen, Bailey, Hansen, Kroer & Wuertz, 2005) y se ha
demostrado que muchos de estos elementos genéticos se trasmiten
frecuentemente por transferencia horizontal mediante mecanismos de
conjugacion, transduccion o transformacion (Sessitch, Howieson, Perret,

Antoun & Martinez-Romero, 2002).

La transferencia de genes simbidticos a bacterias no simbidticas que se
encuentran en la rizésfera, puede dar origen a nuevas cepas capaces de
nodular (Ochman & Moran, 2001; Sullivan, Heather, Lowther Scott &
Ronson, 1995), lo cual podria explicar la gran diversidad en el fondo
genético de las especies con capacidad para nodular leguminosas y el

hecho de que bacterias proximas a aquéllas que nodulan no tengan esta
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capacidad (Brom, Garcia de Los Santos, Cervantes, Palacios & Romero,

2000).

2.2.2.5. Los rhizobia que forman simbiosis con Phaseolus vulgaris L.

El género Phaseolus incluye algunas de las leguminosas mas promiscuas
en lo que se refiere al elevado numero de rhizobia con los que son capaces
de establecer simbiosis efectivas. Esta capacidad de ser noduladas por
una elevada variedad de bacterias se ha relacionado con el espectro de
inductores de genes de nodulacion que secretan, considerandose P.
vulgaris como una de las leguminosas que libera mayor cantidad y
variedad de flavonoides, exudados tanto por la raiz como por la semilla

(Moron, Dardanelli, Sousa & Megias, 2006).

Los principales endosimbiontes americanos de P. vulgaris son Rhizobium
etli, R. phaseoli y R. tropici (Martinez-Romero, Segovia, Mercante, Franco,
Graham & Pardo, 1991; Segovia, Young & Martinez-Romero, 1993;
Ramirez-Bahena et al.,, 2008) aunque en México se ha encontrado
Rhizobium gallicum (Silva, Vinuesa, Eguiarte, Martinez-Romero & Souza
2003). R. leguminosarum, que es la especie tipo del género Rhizobium, ha
sido recientemente revisada (Ramirez-Bahena et al., 2008) y contiene
biovariedades que nodulan diferentes leguminosas; una de ellas

denominada phaseoli, es capaz de formar nédulos muy efectivos en alubia
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en suelos europeos (Garcia-Fraile, Mulas-Garcia, Peix, Rivas, Gonzélez-
Andrés, & Velazquez, 2010). En cuanto al género Ensifer (anteriormente
denominado Sinorhizobium) contiene dos especies capaces de formar
nédulos efectivos en alubia, S.meliloti y S. fredii (Mhamdi, Laguerre,

Aouani, Mars & Amarger, 2002; Zurdo-Pifieiro et al., 2009).

2.2.3. Biofertilizantes o inoculantes rizobianos

Son formulaciones comerciales que contienen rizobios, para ser aplicados
a la semilla o al suelo durante la plantacion. Esta estimado que
aproximadamente 2000 toneladas de inoculantes son producidos
anualmente en el mundo, una cantidad suficiente para inocular 20 millones
de hectareas de leguminosas. La gran mayoria casi el 50% son producidos
en Estados Unidos de Ameérica. Los inoculantes son usualmente
comercializados en presentacion solida, en polvo como turba o en formas
granuladas, o como inoculante liquidos en formulaciones de caldo. Los
métodos de inoculacién dependen del tipo de inoculante, los polvos y los
liquidos son generalmente aplicados sobre las semillas, mientras que los
inoculantes granulares son aplicados directamente al suelo (Ben Rebah et
al., 2007).

El medio estandar incluye manitol como fuente de carbono y extracto de
levadura como fuente de nitrégeno, factores de crecimiento y sales

minerales, han sido empleados para la produccion a escala de laboratorio,
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pero este uso es limitado a escala industrial debido a su alto costo. Entre
los soportes que pueden tener altos niveles de rizobios, la turba es la méas
empleada pero no estd universalmente disponible. De forma alterna
diferentes materiales tales como subproductos industriales, arcillas, perlita
y residuos agroindustriales han sido evaluados para el crecimiento de
rizobios. Esto con el fin de disminuir los costos durante los procesos de
produccion de inoculantes, con el fin de que las tecnologias generadas

lleguen a un bajo valor econémico al agricultor (Ben Rebah et al., 2007).

2.2.3.1. Caracteristicas y concentracion de un buen inoculante

Un inoculante debe contener un numero alto de bacterias viables
especificas para la leguminosa a ser cultivada. Los estandares minimos de
inoculantes varian segun el pais. Inoculantes con concentraciones de por
lo menos 10°® y 10° bacterias por gramo de producto fresco son sencillos
de producir usando métodos industriales, pero es importante que el
inoculante no sea expuesto a temperaturas mayores de 30-35°C durante

el transporte y almacenamiento (FAO, 1995).

2.2.4. Cultivo de vainita
2.2.4.1. Origen del frijol
El conjunto de conocimientos recabados hasta hoy, como la edad de

restos fosiles y caracteristicas morfologicas, agronémicas y genéticas,
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establecen que el frijol comln se origind en Mesoamérica y posteriormente
se domesticé entre los 5000 y 2000 afios a. C. en dos sitios del continente
Americano: Mesoamérica (México y Centroamérica) y los Andes

(Sudamérica).

A partir del frijol silvestre se formaron dos acervos genéticos domesticados
distintos, Mesoamericano y Andino. El uso de nuevas herramientas
biotecnologicas y genomicas han ofrecido evidencias definitivas sobre el
origen, domesticacion y diversidad de P. vulgaris (Hernandez-Lopez,
Vargas-Vazquez, Muruaga-Martinez, Hernandez-Delgado & Mayek-Pérez,

2013).

2.2.4.2. Taxonomia
Segun el Integrated Taxonomic Information System (ITIS) (2011) la
clasificacion de la vainita es la siguiente:
Reino: Plantae (plantas)
Subreino: Viridaeplantae (plantas verdes)
Infrareino: Streptophyta (plantas terrestres)
Division: Tracheophyta (traqueofitas, plantas vasculares)
Subdivisién:  Spermatophytina (plantas de semilla,

espermatofitas)
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Infradivisién: Angiospermae (angiospermas, plantas con
flores)
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae (legumbres, guisantes)
Género: Phaseolus (frijol, frijol silvestre)
Especie: Phaseolus vulgaris (frijol)
Nombre comun: Vainita, poroto verde

Variedad:Jade

2.2.4.3. Morfologia

e Raiz

El sistema radicular esta formado inicialmente por la radicula, la cual se
convierte luego en la raiz principal o primaria. La raiz principal es
facilmente identificable por su diametro y su posicion a continuacion del
tallo. Posteriormente, emergen las raices secundarias, especialmente en
la parte alta de la raiz principal, dispuestas en forma de corona. Las raices
terciarias se forman lateralmente sobre las secundarias y las cuaternarias
lo hacen sobre terciarias. Se pueden observar raices de orden superior a

las mencionadas.
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Finalmente, en las partes mas jovenes de las raices se encuentran los
pelos absorbentes, los que cumplen una funcion muy importante en la
absorcion de agua y nutrientes. Puede presentar nédulos de forma
poliédrica y diametro aproximado de 2-5 mm son colonizados por bacterias
del género Rhizobium, las cuales fijan nitrégeno atmosférico (Toledo,

2003).

e Tallo principal

Es herbaceo, de seccion cilindrica o levemente angular. En variedades
enanas presenta un porte erguido y una altura aproximada de 30 a 40 cm
(Faiguenbaum, 1993). El diametro del tallo principal es mayor que el de las
ramas laterales. El tallo tiende a ser vertical, con variaciones segun el

habito de crecimiento del cultivar (Toledo, 2003).

El habito de crecimiento determinado implica que el numero de nudos
existentes en el tallo principal sea limitado; el dltimo nudo es el que se
forma en el punto de insercion en la dltima hoja trifoliada. En las plantas de
crecimiento indeterminado, el nimero de nudos es tedricamente ilimitado
(Toledo, 2003).

e Ramas axilares y complejos axilares

Los componentes de la ramificacion son el nimero de ramas y el nimero
de nudos en cada rama. La ramificacion se inicia en un nudo,
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generalmente en la axila de una hoja trifoliada; si bien, puede existir

también en los dos primeros nudos del tallo principal.

e Hojas

Sencilla, lanceolada y acuminada de tamafio variable segun la variedad.
En sus primeros estados de desarrollo presenta un par de hojas
cotiledonicas, para después formar las hojas verdaderas que son

compuestas formadas por tres foliolos (trifoliadas) (Faiguenbaum, 1993).

e Flores einflorescencias

La flor de la vainita es una tipica papilionacea, de simetria bilateral
(Toledo, 2003). Puede presentar diversos colores, uUnicos para cada
variedad, aunque en las variedades mas importantes la flor es blanca
(Faiguenbaum, 1993). Las inflorescencias son racimos de posicion lateral

o terminal.

e Fruto

El fruto es una legumbre o vaina de color verde claro, plana, de
dimensiones variables, en cuyo interior se disponen 4-6 semillas. Existen
frutos de color verde, verde oscuro, etc. (Faiguenbaum, 1993). La longitud
de las vainas depende del cultivar, fluctuando entre 7 y 20 cm o0 mas
(Toledo, 2003).
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2.2.4.4. Factores agroclimaticos

e Temperatura

Técnicamente, la vainita es un cultivo de verano o estacién calida. El
crecimiento y rendimiento de esta hortaliza son 6ptimos en condiciones de
temperatura moderadamente calidas (18-29°C). Periodos excesivamente
calurosos, con temperaturas superiores a los 32°C, asi como también las
lluvias fuertes, ocasionan la caida de flores y frutos. Temperaturas

menores a 15°C retardan el desarrollo del cultivo.

Esta hortaliza no tolera heladas; asimismo, el desarrollo vegetativo y
reproductivo y la calidad del producto son afectados seriamente por

temperaturas de 10°C o menores (Toledo, 2003).

e Luz

Es un factor que no constituye una limitacién critica para el normal
desarrollo del cultivo. La induccion, diferenciacién floral y desarrollo de la
vaina ocurren independientemente de la duracion del dia o fotoperiodo, es
decir, es una planta fotoperiodicamente neutra. Excelentes rendimientos
en lo referente a cantidad y calidad del producto, se logran en condiciones

de baja luminosidad como las de la costa central (Toledo, 2003).
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e Suelo

Si bien este cultivo se adapta a distintos tipos de suelos los mejores son
los de textura franca, bien drenados y con buen contenido de materia
organica. Suelos pesados, cuyas superficies se endurecen excesivamente
luego del riego, causan fallas en la germinacion al dificultar la emergencia

de las plantulas.

El rango optimo de pH es de 5,5 a 6,5 lo cual indica que es medianamente
tolerante a la acidez del suelo; asimismo, excelentes cosechas se obtienen
en suelos de reaccién alcalina como los de la costa. La vainita es un
cultivo muy sensible a la salinidad del suelo, siendo seriamente afectada

por el exceso de boro (Toledo, 2003).

e Agua

Debido a su condicidon de planta mesofitica, la vainita requiere disponer
permanentemente de agua de buena calidad, para la obtencion de
maximos rendimientos. La presencia de salinidad o de elementos téxicos
en el agua de riego afecta drasticamente el rendimiento de este cultivo. Es
sensible a la toxicidad por exceso de boro en el agua, cuando este

elemento supera el nivel de 0,5-1 ppm (Toledo, 2003).
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2.2.4.5. Fertilizacion

Un adecuado abastecimiento de nutrientes es indispensable para lograr
una buena cosecha de calidad exportable. En tal sentido, la determinacion
de la dosis de fertilizacibn mas conveniente para el cultivo debe basarse

en los resultados de un andlisis de suelo.

Una dosis de 70-80-80 puede servir de referencia para suelos de la costa.
En suelos medianamente fértiles o cuando este cultivo se siembra luego
de otros que han sido intensamente fertilizados, puede ser suficiente solo
la aplicacion de 60 Kg de N/ha. Adicionalmente hay que asegurar un
adecuado abastecimiento de micronutrientes, como el manganeso, el zinc
son abastecidos mediante la aplicacion de fungicidas. La vainita es
particularmente sensible a la carencia del zinc, molibdeno, manganeso y
cobre; siendo ademas muy afectada por exceso de boro y cloro (Toledo,

2003).

2.2.4.6. Cosecha

El cultivo esta listo para ser cosechado cuando las vainas se encuentran
bien conformadas, sin constricciones evidentes entre las semillas las que
deben ser pequefias e inmaduras. Ademas, las vainas no deben ser
fibrosas partiéndose facilmente cuando se doblan. La presencia de

semillas desarrolladas y vainas grandes son signos de sobremaduracion.
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El inicio de la cosecha es a los 55-70 dias después de la siembra, la
duracién es de 2-3 semanas. La frecuencia de la cosecha varia con la
época del afo, pudiendo ser cada 2-5 dias y en invierno de 7-10 dias. La
cosecha se realiza a mano y se requiere de cuidado para no dafar la
planta, en especial las vainas que aun no estan en estado de cosecha

(Toledo, 2003).

2.2.4.7. Producciony rendimiento de vainita en el Peru

Segun la Direccion Regional Agraria Lima del MINAG, la produccion de
vainita en el Peru fue de 15 947,78 t (MINAG, 2012). En el Peru, el cultivo
de vainita esta bastante difundido en las zonas de la costa y sierra,
estimandose un total de 1500 hectareas con esta hortaliza. EI rendimiento
Optimo comercial en nuestro medio esta entre 8 000 - 14 000 kg/ha (Ugas,
Siura, Delgado de la Flor, Casas & Toledo, 1998); sin embargo, el
rendimiento promedio nacional es soélo de 5,3 t/ha, siendo el departamento
de Moquegua el de mayor rendimiento promedio con una produccién de
7,3 t/ha (Ministerio de Agricultura, 1999). En la variedad Jade se ha
obtenido rendimientos de 7,12; 5,18 y 3,24 t/ha en Lima, dependiendo del

sistema de produccion del cultivar (Loayza & Siura, 2006).
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2.2.4.8. Calidad de la vainita

La vainita es una hortaliza, rica en fibra, proteina y fierro. En cuanto a sus
caracteristicas fisicas organolépticas deben tener seccion transversal
redonda con forma de lapiz, sin embargo, pueden ser de forma alargada y
ahuesada, sin sinuosidades superficiales, tipica del cultivar, con una
madurez comercial conveniente. Ademas la vainita debera presentar un
aspecto fresco, brillante, sin sintoma de marchitez o lignificacion. El color
debe ser verde tipico de la especie, exento de humedad exterior anormal,
sin materiales extrafos (hojas, flores, etc.) y de acuerdo a las condiciones
requeridas para su comercializacion en estado fresco y con semillas de

color blanco.

El peso de la vainita varia de 7 a 10 g segun la relacion con el tamafio de
la misma. En cuanto a la presencia de los plaguicidas, éstos no deben
exceder los limites maximos permitidos internacionalmente. Las vainitas
se clasifican en tres categorias de calidad: calidad extra, primera y

segunda (Sociedad Nacional de Industrias, 2012).

Los pardmetros de calidad de la vainita que se evalian en campo pueden
ser entre otros: el peso, largo y diametro promedio de vainas (Barrios &
Siura 1999). Asimismo, los analisis quimicos y nutricionales que se

realizan a la vainita son: acidez, proteina, fibra, cenizas, carbohidratos,
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grasa, pH, humedad, minerales (potasio, calcio, fésforo) y vitaminas (C)

(Vela, 2010).

Tabla 1.

Composicion nutritiva de la vainita en 100 g de producto comestible

Componente Cantidad Unidad
Calorias 37,0 cal
Agua 88,2 g
Proteinas 2,4 g
Carbohidratos 8,1 g
Fibra 2,3 g
Cenizas 1,0 g
Calcio 88,0 mg
Fésforo 49,0 mg
Hierro 1,4 mg
Vitamina A 317,0 ul*
Vitamina B1 0,07 mg
Vitamina B2 0,2 mg
Niacina 0,71 mg
Vitamina C 9,6 mg

*Unidades internacionales

Fuente: Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM)-Cultivos Horticolas, 1980.
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2.2.4.9. Usos de la vainita

Vaina verde se consume como verdura en sopas, ensaladas, para
acompafar carnes y huevos, entre otros.

Vaina procesada se puede empacar fresca, entera 0 cortada,

congelarse, hacerse encurtidos y enlatarse.

Semillas maduras se consumen frescas, por su alto contenido de

proteinas.

Otros usos son las hojas jovenes que se consumen en ensaladas y los
desechos de cosecha se utilizan para alimentacion animal (Font Quer,

1969).

2.2.5. Rentabilidad

La rentabilidad empresarial es sinbnimo de ganancia, utilidad, beneficio.
Se trata de un objetivo valido para cualquier empresa, ya que a partir de
la obtencion de resultados positivos ella puede mirar con optimismo no
sélo su presente, que implica la supervivencia, sino también su futuro: es

decir, el desarrollo de la organizacién en el tiempo.

Con esta perspectiva, la rentabilidad asegura el presente empresarial,

el aqui y el ahora, y al mismo tiempo provee a su desarrollo futuro. Los
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elementos que componen la rentabilidad son béasicamente el precio de
venta (el “techo” o la recompensa por comercializar el producto y el costo
(el “piso” o el sacrificio que hay que hacer hacer para fabricar y vender
ese producto). Como consecuencia de la concurrencia de ambos factores,
precio de venta y costo, se obtiene el resultado que para respetar el
criterio de rentabilidad debiera ser positivo, aunque muchas veces no lo

Sea.

Como resultados positivos, entonces, las organizaciones con fines de
lucro “continuan en carrera”, algunas mejor que otras, tras los objetivos de
perdurar y crecer. Con resultados negativos, en cambio, no solo no se
tiene seguridad sobre el presente, sino que tampoco existe una clara

vision sobre el futuro (Faga & Ramos, 2006).

2.2.6 Marco legal

La base legal del presente proyecto, esta conformada por las normas
nacionales vigentes. La politica ambiental del Estado tiene como objetivo
principal promover el equilibrio dinamico entre el desarrollo socio-
econdmico y la proteccion del ambiente y los recursos naturales, para

poder lograr el desarrollo sostenible. Los aspectos de proteccion
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ambiental relacionados de manera directa o indirectamente a esta
investigacion se encuentran contenidos en la siguiente normatividad legal:

e Constitucion Politica del Peru

Ley N° 28611 Ley General del Ambiente

Ley N° 26842 Ley General de Salud

Ley N° 29196 Ley de la Promocion Organica Ecologica

D.S. 044-2006-AG Reglamento Técnico para los Productos Organicos.

2.3. DEFINICION DE TERMINOS

e Aerobios
Organismo que crece en presencia de O; puede ser facultativo estricto o

microaerofilico (Madigan et al., 2002).

e Agricultura sostenible

Es la agricultura considerada como un modelo de organizacién econémico
y social basado en una visién de desarrollo participativo y equitativo el
cual reconoce el medio ambiente y los recursos nhaturales como la base
de la actividad econdémica. La agricultura es sustentable cuando es
ecolégicamente segura, econOmicamente viable y socialmente justa

(Altieri & Yurjevic, 1990).
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e Azotobacter
Género de bacterias gramnegativas que habitan suelos rizosféricos
(alrededor de las raices) y aguas frescas, aerobios, son fijadores de

nitrégeno de vida libre (Martinez & Martinez, 2000).

e Bacillus

Género que lo distinguen de otros Bacillaceae (todos formadores de
endosporas) por su naturaleza aerbdbica, que puede ser estricta o
facultativa, forma de baston, y produccion de catalasa (Dworkin, Falkow,

Rosenberg, Schleifer & Stackebrandt, 2006).

e Cepa
Poblacion descendiente de una Unica célula. Es la progenie o el
subcultivo de una colonia Unica aislada de un cultivo puro (Madigan et al.,

2002).

e Ciclo de pentosa fosfato
Via anabdlica que utiliza una hexosa (glucosa) para generar azucares de
cinco carbonos (pentosas), necesarias para formar nucle6tidos vy

equivalentes reducidos NADPH (Voet, Voet & Pratt, 2007).
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e Conjugacion
Transferencia de genes de una célula procariética a otra por un
mecanismo de contacto entre ellas. Se requiere que las dos células estén

vivas (Madigan et al., 2002).

e Cromosoma
Elemento genético, circular en procariotas, pero lineal en eucariotas, que

lleva genes esenciales para la funcion celular (Madigan et al., 2002).

e Efectividad
Es la habilidad para fijar nitrdgeno de una cepa de rhizobia (Silvester,

Kipe & Harris, 1987).

e Factores Nod

Moléculas parecidas a la quitina secretadas por los rizobios, que inducen
el rizado de los pelos radicales y desencadenan la division de la célula
cortical de la planta, lo que determina la formacion del nédulo (D’Haeze &

Holsters, 2002).

e Flavonoides
Son compuestos polifendlicos que se encuentran en forma universal en

plantas vasculares en forma de glicésidos (Cartaya & Reynaldo, 2001).
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Estimulan las simbiosis benéficas que culminan con la formacién de

nédulos fijadores de nitrégeno (Koes, Quattrocchio & Mol, 1994).

e Flor papilionacea

Con forma de mariposa, flores con corola amariposada en inflorescencias
de tipo de racimo o0 espiga y con diez estambres, todos libres o todos
unidos por sus filamentos, o bien uno libre y nueve unidos por sus
filamentos; por ejemplo: el guisante, la retama y el algarrobo (Lexicoon,

2014).

e Gen
Es un segmento de ADN que codifica una proteina (via mRNA), un tRNA

o un rRNA (Madigan et al., 2002).

e Genoma
Son todos los genes contenidos en una célula o un virus (Madigan et al.,

2002).

e Hoja acuminada
Hoja que se estrecha paulatinamente en un apice alargado (Bailey, 1999;

Font Quer, 1985).
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e Hoja cotiled6nica

Hoja embrionaria presente en la semilla; en las de las dicotiledéneas son
dos y en los de las monocotiledoneas uno; en las plantulas de las
dicotiledéneas son hojas que inicialmente realizan la fotosintesis y

resultan Gtiles para su identificacion (Bailey, 1999; Font Quer, 1985).

e Hojalanceolada
Con forma de lanza, es decir, con forma eliptica y alargada, y estrechado

en el apice y la base (Bailey, 1999; Font Quer, 1985).

e Infectividad
Es la habilidad de los rhizobia para infectar las raices de las plantas

leguminosas (Silvester et al., 1987).

e Leghemoglobina

Es la proteina mayoritaria del nédulo, cuya funcion es transportar oxigeno
a los bacteroides, transformada en oxileghemoglobina. Se cree que a su
sintesis contribuyen ambos simbiontes, bacteria y planta, y aparece

cuando el nédulo esta formado morfolégicamente (De Felipe, 2009).
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e Leguminosa

Aquélla de grano comestible, comprende especies que pertenecen a
la familia Fabaceae (Papilionaceae), cuyo uso principal radica en el
consumo directo del grano o semila y de lalegumbre (vaina) (Peralta,

Murillo, Mazén, Monar, Pinzon & Rivera, 2010).

e Nodulos efectivos
Son estructuras voluminosas de superficie lisa 0 rugosa, cuyo interior es

rojo por la leghemoglobina (Frioni, 1999).

¢ Novosphingobium

Género que incluye microorganismos aerébicos, quimioheterotrofos,
gramnegativos, forma de bacilos, presentan glicoesfingolipidos que
contienen como componente de la envoltura celular (Takeuchi, Hamana &
Hiraishi, 2001). Pueden habitar en una gran variedad de suelos,

sedimentos y ambientes acuaticos (Garrity, 2005).

e Planta mesofitica

Plantas que viven en una ecologia intermedia entre el medio seco y

acuatico (Ramos, 2011).
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e Plasmidos.- Elemento genético extracromosomico bacteriano, que no
es esencial para el crecimiento de la célula y que no tiene forma

extracelular (Madigan et al., 2002).

e Procariotas.- Célula u organismo que carece de nucleo y otros
organulos rodeados por membranas; generalmente con su ADN en una

unica molécula circular (Madigan et al., 2002).

e Productividad.- Es la relacion entre la produccion obtenida por un
sistema de produccidn o servicios y los recursos utilizados para obtenerla,
por ejemplo la mano de obra, los materiales, la energia, entre otros

(Definicion ABC, 2007).

e Transduccion.- Transferencia de genes de una célula a otra mediante

un virus (Madigan et al., 2002).

e Transferencia horizontal.- Es un mecanismo de transferencia de
genes entre diferentes especies de géneros de bacterias en ambientes

naturales (Wolska, 2003).

e Transformacion
Transferencia de informacién genética por medio de ADN libre (Madigan

et al., 2002).
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e Via Entner Doudoroff
Es una ruta metabdlica en la que se obtiene gliceradehido-3-fosfato
y piruvato a partir de 6-fosfogluconato que es el intermediario clave

(Blevins, Feary & Ohibbs, 1975).
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Tipo

La investigacion se clasificO como:

e Aplicada, porque aporta conocimientos de aplicacion inmediata a la
solucion de problemas practicos.

e Cuasi-experimental, porque la investigacion se da en situaciones
naturales (condiciones de campo) en que no se pueden controlar todas
las variables de importancia. Y el investigador si puede controlar
cuando llevar a cabo las observaciones, cuando aplicar la variable
independiente o tratamiento y cual de los grupos recibira el tratamiento.

e Prospectiva, el investigador comienza con la observacion de supuestas
causas Yy después observa las consecuencias; informacion utilizada fue
captada después de planeado el estudio.

e Cuantitativa, porque se cuantifican o miden numéricamente las
variables o aspectos estudiados.

3.1.2. Disefio

Se aplic6 un disefio en bloques completamente aleatorizado, con

seis tratamientos, cada uno con tres repeticiones que hicieron un total

de 18 unidades experimentales.



Los tratamientos fueron los siguientes:

T1: Concentracién de 10° cel/ml de Rhizobium etli
T2: Concentracion de 10° cel/ml de Rhizobium etli
T3: Concentracion de 10'° cel/ml de Rhizobiumetli
T4: Control negativo: agua destilada

T5: Control positivo: fertilizante quimico

T6: Control positivo: biol

3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacién: 540 plantas de Phaseolus vulgaris L.

3.2.2. Muestra: 180 plantas (10 plantas por cada unidad experimental)

3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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Tabla 2.

Operacionalizacion de variables experimentales

Variable Dimensiones Indicador Unidad/Categorias Tipo de Nivel de
variable medicion
Variable
independiente
Concentracion de Concentracion | Dosis de Dosis 10° cel/ml:baja Cuantitativa Razoén
Rhizobium etli de Rhizobium biofertilizante Dosis 10° cel/ml: media
etli Dosis 10'° cel/ml: alta
Variable dependiente
Cantidad en
Kilogramos de
vainita por
hectarea y Hectérea: bajo<3000 >
gramos por alto; Planta: bajo<60,00 >
Rendimiento | planta alto Cuantitativa Razbn
Longitud de
vaina en
centimetros Baja<14,00 > alta Cuantitativa Razén
Peso promedio
de vaina en
gramos Bajo<6,00 > alto Cuantitativa
Calidad Numero de
vainas por
planta Bajo<12,00> alto Cuantitativa
Rendimiento,calidad y Utilidad
rentabilidad de la neta/Costo total
vainita S/./ha
expresada en Baja<30%
Rentabilidad | % Alta >60% Cuantitativa Razoén

Fuente: Elaboracién propia, marzo del 2014.
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3.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. Fase de laboratorio
Se llevo a cabo en los Laboratorios de Micologia y Virologia, y en el
Laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Biologia de la Facultad de

Ciencias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann-Tacna.

3.4.1.1. Materiales
e Cepaen estudio
Rhizobium etli aislada de ndédulos de frijol e identificada molecularmente
en el Laboratorio Marino Tabusso de la Universidad Nacional Agraria La
Molina y perteneciente a la Coleccion de Cultivos Rizobianos del
Laboratorio de Microbiologia Ambiental-Facultad Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional de Truijillo.

e De vidrio

Los de uso comun en el laboratorio.

e Medios de cultivo y reactivos
Caldo Extracto de Levadura Manitol (CLM), Agar Levadura Manitol con el
colorante Rojo Congo (ALMRC), Agar Levadura Manitol con Carbonato de

Calcio, Medio Peptona Glucosa con el indicador Purpura de Bromocresol
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(PGPBC), Medio Levadura Lactosa Agar (LLA), Agar Extracto de
Levadura Manitol Azul de Bromotimol (ALMBT), Medio Luria Bertani (LB)
(CIAT, 1988), Medio Leche Tornasolada (Vincent, 1975), solucién salina
fisiologica al 0,85% (SSF), peroxido de oxigeno, glicerol, tween 80 y set
para coloracion Gram. La composiciéon de los medios de cultivo y

soluciones se detallan en el Anexo 1.

e Otros materiales
Camara de Neubauer, asa de Kolle, micropipeta de 1000 pl, bomba

aireadora, mangueras de conexién, uniones, filtro de aire de 0,22 pm.

3.4.1.2. Equipos
Autoclave, horno, incubadora, refrigeradora, balanzas de precision,
vortex, microscopio compuesto, destilador, pHmetro y biorreactor

cilindrico con tapa de acero.

3.4.1.3. Purificacion de la cepa de Rhizobium etli y produccion de
biofertilizante

e Reactivacion de cepa

Se sembré por agotamiento el cultivo en placas Petri conteniendo el
medio ALMRC. Las placas se incubaron a 28 + 1°C hasta el desarrollo de

colonias tipicas (3-5 dias para las cepas de Rhizobium) (Vincent, 1975).
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Tomandose como prueba positiva el desarrollo de colonias convexas,
pulminada o conica de un color desde blanco a opaco hasta transltcido
acuoso, con una morfologia microscopica previa coloracion de Gram
correspondiente a bastones gramnegativos asporégenos (Ferrera-
Cerrato, Gonzalez-Chavez & Rodriguez-Mendoza, 1993) (Anexos 2 y 23).
e Pruebas bioquimicas y fisioldgicas (Anexos 3y 23)

a) Crecimiento en el Medio Agar Levadura Lactosa

Se sembro el cultivo aislado por duplicado en placas con medio LLA por
estrias paralelas, se incubd a 28°C por 2 dias (para Rhizobium sp.). Al
observar el crecimiento bacteriano se adicion0 5 ml del reactivo de
Benedict, incubandose a temperatura ambiente por 10 minutos. Se

observo el cambio de color.

El cambio de color del reactivo de Benedict a amarillo se debe a la
produccion de a-cetolactosa, caracteristico del género Agrobacterium y no
rizobios, estos ultimos no producen un cambio de color del reactivo (CIAT,
1988).

b) Crecimiento en el medio Peptona-Glucosa con el Indicador

Parpura de Bromocresol

Se sembré el cultivo en medio PGPBC mediante estrias paralelas,
incubandose a 28°C por 2 dias (para Rhizobium sp.). Se observo el

crecimiento y cambio de coloracién.
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Un buen crecimiento de la bacteria acompafiado de un cambio de color
del medio, no corresponde a los rizobios ya que éstos no desarrollan bien

en este medio y probablemente sea un contaminante (CIAT, 1988).

c) Crecimiento en el medio Luria Bertani

Se sembré los cultivos en medio LB mediante estrias paralelas,
incubandose a 28°C por 2 dias. Al igual que en el medio PGPBC, un
buen crecimiento de la bacteria no corresponde a los rizobios, por lo que

probablemente sea un contaminante (CIAT, 1988).

d) Pruebaen Leche Tornasolada

Se inoculé una colonia en el medio, se incubaron a 28°C por 15 dias
haciendo observaciones periddicas sin agitar. Se deben observar cambios
ocurridos en el medio tomando en cuenta las siguientes consideraciones:
si no se registra cambio la cepa inoculada pertenece al género
Rhizobium, si se da un crecimiento pobre o no hay crecimiento con un
ligero cambio de pH, produccién superficial de suero se considera una
cepa pura de Rhizobium; si se reconoce un cambio de color a pardo con
cambio de pH, formacién de coagulos y disolucion del medio, no se

considera una cepa de Rhizobium (Ferrera-Cerrato et al., 1993).
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e) Produccion de &cido o alcali en Agar Extracto de Levadura Azul
de Bromotimol al 0,5%

Se sembrdé la cepa de Rhizobium en el medio ALMBT al 0,5%,

incubandose a 28°C por 2 dias. Se considera la prueba positiva a

Rhizobium cuando se observa el viraje de color de este medio a amarillo

(produccion de &cido) (CIAT, 1988).

f) Pruebade la Catalasa

Se sembro el cultivo puro en placas con ALMRC y se incub6 a 28°C por 3
dias. Se agregd a una colonia una gota de reactivo de peroxido de
hidrogeno al 3%. El resultado positivo es con la produccién de burbujas

de gas o de efervescencia.

e Determinacion de la curva de crecimiento de Rhizobium etli
(Keyser, 1999)
El cultivo joven de Rhizobium etli fue inoculado en un biorreactor con 900
ml de CLM a una concentracion inicial de 10 cel/ml. Se aplicé aire con
una bomba de pecera purificandose el aire con un filtro. Se incub6 a 28 +
1°C por 3 dias. Se hicieron diluciones con SSF 0,85% + tween 80 al
0,1%, de acuerdo a lo recomendado por Clavijo, Chipana, Centeno,
Zaniga & Guillén (2012) para bacterias productoras de expolisacaridos.

Luego se realizaron conteos en camara de Neubauer.
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Este procedimiento permitié determinar la cinética del crecimiento del
cultivo bacteriano, su fase exponencial o logaritmica que fue desde la
hora 18 hasta la hora 46 aproximadamente, datos necesarios para saber
en qué tiempo se podia suspender el sistema discontinuo durante la
produccion del biofertilizante (Anexo 4). Se determind también su tiempo

de generacion durante el crecimiento exponencial (Anexo 5).

e Produccion del biofertilizante de Rhizobium etli (Thompson, 1980 &
Vincent, 1970)

La cepa pura fue sembrada por agotamiento en placas con ALMRC, que

se incubaron a 28°C por 3 dias. Las colonias desarrolladas se

cosecharon con ayuda de un asa de Drigalsky. La suspension de la

cosecha se realizé con SSF y luego fue transferida al biorreactor estéril

conteniendo 900 ml de medio CLM.

Al biorreactor se le inyecto aire purificado a través de un filtro de 0,22 um,
utilizando un motor de pecera con doble salida (2 x 4 I/min). Este sistema
fue incubado a una temperatura de 28°C por 46 horas (fase exponencial),
hasta que se alcanzé una poblacién aproximada de 10° cel/ml. Los
conteos directos se realizaron con una camara de Neubauer con ayuda

de un microscopio 6ptico (Anexos 6 y 24).
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e Mantenimiento y conservacién de la cepa

El mantenimiento de la cepa se llevd a cabo en tubos de prueba con
medio ALM con Carbonato de Calcio a 4°C. La conservacién se realizo,
utilizando como agente crioprotector glicerol al 20%, el que se repartié en
crioviales y luego se esteriliz6 en autoclave. Posteriormente, se utilizaron
suspensiones de cultivos celulares en CLM que se agregaron al glicerol
hasta un volumen final de 1 ml, estos crioviales fueron llevados a

congelacién a -20°C (Frank & Simione, 1998) (Anexo 23).

3.4.2. Fase de campo

3.4.2.1. Localizacion del campo experimental
El presente trabajo experimental se realizo en el Instituto de Investigacion,
Produccion y Extension Agraria (INPREX) de la Universidad Nacional

Jorge Basadre Grohmann-Tacna.

3.4.2.2. Ubicacién geografica
Latitud: 18° 01 min 49,98 s S
Longitud: 70° 15 min 12,54 s O
Altitud: 538 m's. n. m.

Fuente: Google Earth, 2014
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3.4.2.3. Caracteristicas del suelo

El analisis de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo en la zona
experimental se realizé en el Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas,
Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tabla 6.

Analisis fisico-quimico del suelo del INPREX-Tacna

Caracteristicas quimicas Cantidad
pH 7,54
CE (dS/m) 3,94
Materia orgénica (%) 1,20
Nitrégeno (%) 0,07
Fésforo (ppm) 13,3
Potasio (ppm) 1124
Carbonato de calcio (%) 0,80
CIC (meg/100 g) 10,88
Caracteristicas fisicas
Arena (%) 40
Limo (%) 48
Arcilla (%) 12
Clase textural Franco

Fuente: Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, 2013.
El suelo es de textura franco, con bajo contenido de materia organica, el

pH es ligeramente alcalino, la conductividad eléctrica CE es 3,94 dS/m lo
que indica que es ligeramente salina, siendo un valor alto para vainita
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(Schwartz & Galvez, 1980). La materia organica fue de 1,20% es
considerada baja, el nitrégeno esta 0,07% que es un nivel bajo, el
contenido de fésforo 13,3 ppm es considerado en un valor medio, el
contenido de potasio 1124 ppm est4 en un nivel alto, el carbonato de
calcio estd dentro de lo normal, sin representar problemas (Garrido,
1994); la capacidad de intercambio cationico CIC es de 10,88 meq/100 g
gue es un valor bajo, es un suelo pobre que necesita aporte de materia

organica (Garrido, 1994).

3.4.2.4. Aguaderiego

El agua utilizada en el campo experimental proviene del canal Uchusuma
gue es almacenada en un pozo ubicado en el INPREX. El analisis fisico-
guimico fue realizado en el Laboratorio de Control de Calidad de la EPS

Tacna S. A.
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Tabla 7.

Analisis fisico-quimico del agua del canal Uchusuma

Composicién quimica Resultado
pH 8,72
CEpS/cm 642
Dureza total mg/l CaCO3 240
TDS Sdlidos totales disueltos mg/I 318
Alcalinidad F mg/l CaCO3 15
Alcalinidad total mg/l CaCO3 100
Cationes
Calcio mg/l Ca++ 75
Magnesio mg/l Mg++ 13,05
Sodio mg/l Na+ 32
Potasio mg/l K+ 5,3
Aniones
Cloruros mg/l CI- 12
Sulfatos mg/l SO4= 206
Carbonatos mg/l CO3= 18
Bicarbonatos mg/l HCO3- 85
Nitratos mg/l NO3- 2,38
Otros
Boro mg/l 0,4

Fuente: Laboratorio de Control de Calidad de la EPS Tacna S. A., abril 2014.

Segun el andlisis fisico-quimico el agua presenta un pH de 8,72, siendo
un valor alto para el cultivo de vainita ya que es una planta sensible a la
salinidad. En cuanto a la CE 642 uS/cm y TDS 318 mg/l el agua se

clasifica como buena (James, Hanks & Jurinak, 1982) porque la vainita es
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un cultivo sensible con un limite de tolerancia de CE 700-2000 puS/cm
(Mass & Hoffman, 1977). Segun el cuadro indicativo de valores de dureza
para aguas de riego, recomendado por Canovas Cuenca (1978) esta

agua se clasifica como medianamente dura.

De acuerdo a los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para Agua
(ECA) N° 002-2008-MINAM, en cuanto al riego de vegetales de tallo bajo
y alto, para el caso del calcio, magnesio, sodio, sulfatos, bicarbonatos y
nitratos, estos resultados estan dentro de los valores normales. Respecto
al potasio el resultado fue de 5,3 mg/l valor que se encuentra dentro del

rango normal (Martinez & Serra, 2008).

El resultado de cloruros fue de 12 mg/l, se considera un valor bajo de
acuerdo a ECA (100-700 mg/l), siendo la vainita una planta sensible a
cloruros; en cuanto a carbonatos el resultado fue de 18 mg/l se encuentra
elevado respecto a ECA (5 mg/l), esto se observa debido al pH elevado

del agua.

En cuanto al boro el resultado fue de 0,4 mg/l encontrandose dentro de
los valores permitidos, ya que la vainita es sensible cuando supera 0,5-1

ppm (Toledo, 2003).
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3.4.2.5. Caracteristicas del clima

El clima de la costa es subtropical arido, con una temperatura media
anual de 18°C, ausencia de lluvias y una alta humedad atmosférica. En el
invierno caen garuas que propician el desarrollo de vegetacion herbacea
conocida como “lomas” (Guerra & Garcés-Restrepo, 1996). Presenta
variaciones de temperaturas de 12°C a 30°C, las temperaturas mas frias

corresponden a los meses de julio y agosto y las maximas se alcanzan en

enero y febrero (BCRP, 2014).

Tabla 8.

Temperaturas y humedad relativa registradas en la zona de Tacna

Temperatura Humedad
Meses Méaxima Minima Media relativa %
°C
Marzo 27,3 15,8 20,9 73
Abil 24 15,3 19,0 83
Mayo 22,1 13,5 17,0 84
Junio 19,3 11,5 14,6 85

Fuente: Estacion metereoldgica “Jorge Basadre” tipo convencional-metereoldgica-

SENAMHI-Tacna, 2014.

Las temperaturas medias registradas durante la investigacion (meses de

marzo a junio) variaron entre los rangos de 20,9-14,6, estos valores se
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encuentran dentro de los rangos aceptables para el crecimiento de
vainita. Respecto a la humedad relativa registrada durante la etapa de
cultivo, los rangos oscilaron entre 73-85%, valores que no estan
totalmente dentro de lo que sefala Infoagro (2008) que indica que la

humedad 6ptima va de 65 a 75% no causando dafio al cultivo.
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Area total: 40 x 8= 320 m®

Area neta del experimento: 35 x 8= 280 m”
Blogues experimentales: 1, 11, 1l
Tratamientos: 1; 2; 3; 4,5y 6

N° de repeticiones: 3

N° de unidades experimentales: 18
Distancia entre lineas: 1 m

Distancia entre plantas: 0,20 m

35m

Bloque
1]

Figura 4. Distribucién espacial de tratamientos en el campo experimental

Fuente: Elaboracion propia, marzo 2014.
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3.4.2.6. Material experimental

Vainita variedad Jade (Rogers/Syngenta)

Las caracteristicas mas importantes son:

e Porte arbustivo, crecimiento determinado y erecto.

e Vainas por encima del suelo, vainas color verde oscuro, cilindricas,
rectas, largas.

e Lento desarrollo de semilla, textura tierna y sabor muy dulce.

e Cosecha escalonada.

e Tolera roya, virus del mosaico comun del frijol, virus del rizado

(Farmagro, 2011).

Biofertilizante o inoculante de Rhizobium etli
Biofertilizante liquido, preparado en 3 concentraciones de 102, 10° y 10"

cel/ml.

3.4.2.7. Variables evaluadas durante la investigacién
Las evaluaciones se efectuaron desde la recoleccion y conteo de frutos
desde los 60 dias después de la siembra, hasta la finalizacion de la

cosecha.
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¢ Rendimiento (FAO, 1995)
Rendimiento por ha
Se realiz6 eligiendo al azar 10 plantas por unidad experimental de cada

tratamiento.

Rendimiento por planta
Se determiné tomando 10 plantas por unidad experimental en forma

aleatoria de cada tratamiento.

e Calidad (FAO, 1995)

Longitud de vaina

Se determin6é tomando en forma aleatoria 10 plantas (por cada unidad
experimental) de las que se eligié para medir una vaina al azar de cada
planta.

Peso promedio de vaina

Se realiz6 pesandose el total de vainas de cada planta (10 plantas) por
unidad experimental en forma aleatoria de cada tratamiento, obteniéndose
un promedio.

Numero de vainas por planta

Se evaluaron 10 plantas por unidad experimental en forma aleatoria

de cada tratamiento.
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eRentabilidad

Se realiz6 el analisis econdmico de cada tratamiento de acuerdo a lo
recomendado por Loayza & Siura (2006), determinandose el costo total
de produccién por hectarea, los ingresos totales, la utlidad neta y
finalmente el porcentaje de rentabilidad de cada tratamiento. Las

férmulas aplicadas fueron:

Ingreso total S/./ha = [Rendimiento Kg/ha] [Precio S/./Kg]

Utilidad neta S/./ha = Ingreso total S/./ha - Costo total S/./ha

Utilidad neta S/./ha
Costo total S/./ha

% Rentabilidad = [ ]100

3.4.2.8. Conduccion del experimento (Anexos 25; 26; 27 y 28)

e Preparacion del terreno (20-03-14)

Primeramente se removio el suelo a una profundidad 0,35 m
aproximadamente, con el fin de conseguir una buena porosidad del suelo,
se hicieron los surcos, realizando una aplicacion de estiércol a razén de
10 t/ha, se hizo el tendido de cintas de riego y posteriormente se realizd
un riego constante por una semana para acelerar la descomposicion de

la materia organica antes de la siembra.
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e Siembra (27-03-14)

Previo a la siembra, las semillas, a excepcion de las que correspondieron
a los tratamientos T5 y T6, fueron lavadas varias veces con agua
corriente hasta eliminar el antifungico.

Se realiz6 la demarcacion del &area experimental y se procedié a la
distribucion del material a evaluar. La siembra se realizé en forma directa
a razén de 3 semillas por golpe, las cuales se cubrieron con 2-3 cm de

tierra, el distanciamiento entre plantas fue de 20 cmy a 1 m entre lineas.

¢ Riego

Los riegos se realizaron por el sistema por goteo y en forma periédica de
acuerdo a las necesidades de la planta para su desarrollo, siendo los
primeros dias los mas importantes para la germinacion, y un riego

frecuente y ligero en la etapa de floracion y formacién de vainas.

e Fertilizacion

La dosis de fertilizacion utilizada como referencia fue 70-80-80 para

suelos de la costa (Toledo, 2003).
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Tabla 9.

Fertilizacion de tratamientos

Fertilizacion Kg/ha
Tto. Descripcion Fosfato Urea | Sulfato de
diaménico potasio
1 | 10° cel/ml de Rhizobium etli 173,90 - 34,00
2 | 10° cel/ml de Rhizobium etli 173,90 - 34,00
3 | 10" cel/ml de Rhizobium etli 173,90 - 34,00
4 | Control negativo agua destilada 173,90 - 34,00
5 | Control positivo fertilizante 173,90 84,10 34,00
quimico
6 | Control positivo biol - - -

Fuente: Elaboracién propia, febrero 2014.

La primera fertilizacion se llevé a cabo el dia 27-03-14, agregandose la
totalidad de los fertilizantes descritos a excepcion de la urea que se

adiciono sélo 1/3 del total (T5).

La segunda fertilizacion fue el 29-04-14, adicionandose los 2/3 de urea

restantes (T5).

e Aplicacién del biofertilizante de Rhizobium etli en semillas
Se aplico en los tratamientos T1, T2 y T3 de acuerdo al disefio planteado.
Para la concentraciéon de 10° cel/ml se diluy6 a partir de 10° cel/ml y para

alcanzar 10™ cel/ml se obtuvo una concentracién por centrifugacion,
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resuspendiéndose las células. La dosis aplicada fue la recomendada por
Zuhniga (2008) 50 ml/30 Kg semilla mezclados con 200 g de suelo,

agregandose bajo la sombra y se procedi6 a sembrar.

Adicionalmente, a los 45 dias después de la siembra se evaluaron los
parametros de fijacion de nitrdgeno como la presencia de nodulos totales:
efectivos e inefectivos. Esta evaluacion se realizo a un 10% de plantas en

cada tratamiento (Anexos 7y 28).

e Aplicacién del biol

La aplicacion fue foliar al 10% en el T6 a los 15; 22 y 30 dias después de
la siembra. El analisis de su composicién quimica fue realizado en el
Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la

Universidad Nacional Agraria La Molina (Anexo 8).

e Desahije

Se realizé en forma manual cuando las plantulas alcanzaron los 10-12
cm, esta labor consisti6 en extraer desde la raiz las plantulas que se
separaron de las que permanecieron definitivamente en el terreno, para

gue queden una o dos plantas por hoyo de siembra.
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e Control de malezas

Los deshierbos se realizaron en forma manual, al mismo tiempo que se
removio el suelo, con el cual se le brinda buenas condiciones de
aireacion y humedad para un mejor desarrollo de la planta. Estas labores
se realizaron al inicio en forma constante cada 7 dias y luego cada 15

dias. A continuacion se detallan las malezas que se presentaron:

Tabla 12.

Malezas identificadas en el campo experimental

Nombre cientifico

Nombre comln

Amaranthus hybridus L.

Yuyo o amaranto

Bidens pilosa L. Chiriro
Castelia cuneato-ovata Cav. Papilla
Cyperus rotundus L. Coquito

Chenopodium murale L.

Hierba del gallinazo

Euphorbia hirta L.

Hierba de la golondrina

Heliotropium curassavicum L. Jaboncillo
Malva parviflora L. Malva
Melilotus albus Medik. Trébol
Sonchus asper (L.) Hill Janacho

Fuente: Elaboracion propia, con colaboracion de Rosario Zegarra, 2014.
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e Control fitosanitario
Entre las plagas y enfermedades que se presentaron durante la

conduccién del experimento fueron:

Plagas

— Gusanos cortadores, se aplicé Furia, a razon de 200 ml/200 | y
Lorsban a una dosis de 300 ml/200 I, al momento del establecimiento
y emergencia del cultivo.

— Mosca minadora (Liriomyza huidobrensis) se aplico Abamex, a una
dosis de 200 ml/200 I, durante el crecimiento del cultivo. Se utilizaron
trampas amarillas a razén de 60/ha.

— Mosca blanca (Bemisia tabaci) se aplico6 Gerénimo a razén de 50
g/200 I. También se utilizé Chrysoperla carnea (dosis 15 millares/ha).
Se colocaron también trampas amarillas a razén de 60/ha.

— Gusano de brotes y de vainas, se controlé6 con Proclaim en la dosis
de 100 g/200 | y Coragen a razon de 50 ml/200 [, al inicio de la
formacion de vainas. También se control6 con Confi BT (Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki) cuya dosis fue de 300 g/200 I.

Enfermedades

Fungicas, como preventivo se aplico Farmathe al dia siguiente después

de la siembra e inmediatamente después de la germinacién, a razén de

250 g/200 .
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e Cosecha

La cosecha se realizO a partir de los 60 dias, cuando las vainas
alcanzaron su tamafio y textura comercial. Se obtuvieron cinco cosechas:
— Primera cosecha 26-05-14

— Segunda cosecha 30-05-14

— Tercera cosecha 06-06-14

— Cuarta cosecha 12-06-14

— Quinta cosecha 23-06-14

3.5 Procesamiento y analisis de datos

Se utilizé el analisis de varianza (ANVA) usando la prueba F a un nivel de
significacion de 0,05 bajo el modelo del disefio en bloques y prueba de
rango multiple de Duncan, y se determind si hay un efecto significativo
(p< 0,05) en los diferentes tratamientos. Los datos estadisticos obtenidos
durante el experimento fueron analizados con el software estadistico

Statgraphics. También se uso la hoja de calculo Microsoft Excel 2010.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. RENDIMIENTO

4.1.1. Rendimiento por hectarea

Tabla 13.

Andlisis de varianza para el rendimiento por hectarea

Tratamiento 1,05325E7 2,11E06 14,13 0,0003
S.
Bloque 40775,4 2 20387,7 0,14 0,8738
N. S.
Error 1,49E06 10 149098,0
Total 1,20643E7 17
S.: significativo N.S.: no significativo
C.V. :17,34%

95% de confiabilidad
Fuente: Elaboracion propia, agosto 2014.

Esta tabla indica que existen diferencias significativas entre los
tratamientos en estudio, es decir, que por lo menos uno de los

tratamientos es superior en el rendimiento por hectarea. No existen



diferencias entre bloques, lo cual indica que hubo homogeneidad en el
campo experimental. El coeficiente de variabilidad de 17,34% sefiala que
la homogeneidad del material experimental utilizado es aceptable, lo que

significa que los datos obtenidos son confiables.

Tabla 14.

Prueba de rango mdltiple de Duncan al 95% para el rendimiento por

hectarea
Orden de | Tratamientos | Promedios | Significacion

mérito Kg a 0,05
1 5 3172,80 a
2 3 3 038,95 a
3 2 2 570,87 ab
4 1 1978,25 bc
5 4 1477,58 cd
6 6 1 124,60 d

Letras iguales no difieren estadisticamente
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

En esta tabla se identifican cuatro grupos homogéneos que
estadisticamente son similares en el rendimiento por hectarea. Los
tratamientos 5 y 3 son diferentes del T1, asimismo los tratamientos 5; 3y
2 son diferentes del T4 y T6 (controles), asi como del tratamiento 1 es

diferente estadisticamente del T6.
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Figura 5. Gréfico del rendimiento por hectarea (kg)

Fuente: Tabla 14.

En esta figura se observa que los tratamientos 5 y 3 tuvieron mayores
rendimientos por planta con 3 172,80 y 3 038,95 Kg, respectivamente.
Los tratamientos control T4 y T6 obtuvieron promedios mas bajos 1

477,58 y 1 124,60 Kg, respectivamente.
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4.1.2. Rendimiento por planta

Tabla 15.

Analisis de varianza para el rendimiento por planta

Grados
Fuente de Sumade de Cuadrados Razoén F Valor P
variacion cuadrados libertad medios
Tratamiento 0,0003
4212,77 5 842,554 14,13 S.
Bloque 0,8736
16,3331 2 8,16657 0,14 N. S.
Error 596,344 10 59,6344
Total 4825,45 17

S.: significativo  N.S.: no significativo

C. V. :117,34%

95% de confiabilidad
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

En esta tabla se observa que existen diferencias significativas entre los

tratamientos en estudio, es decir,

que por

lo menos uno de

los

tratamientos es superior en el rendimiento por planta. No existen

diferencias entre bloques, lo cual indica que hubo homogeneidad en el

campo experimental. El coeficiente de variabilidad de 17,34% sefiala que

la homogeneidad del material experimental utilizado es aceptable, lo que

significa que los datos obtenidos son confiables.
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Tabla 16.

Prueba de rango multiple de Duncan al 95% para el rendimiento por

planta
Orden de Promedios | Significacion

mérito Tratamientos g a 0,05
1 5 63,46 a
2 3 60,78 a
3 2 51,42 ab
4 1 39,57 bc
5 4 29,55 cd
6 6 22,49 d

Letras iguales no difieren estadisticamente
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

En esta tabla se identifican cuatro grupos homogéneos que
estadisticamente son similares en el rendimiento por planta. Los
tratamientos 3 y 5 son diferentes del T1, asimismo los tratamientos 2; 3y
5 son diferentes del T4 y T6 (controles), asi como del tratamiento 1 es

diferente estadisticamente del T6.
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Figura 6. Gréfico del rendimiento por planta (g)

Fuente: Tabla 16.

En esta figura se observa que los tratamientos 5 y 3 tuvieron mayores
rendimientos por planta con 63,46 y 60,78, respectivamente. Los
tratamientos control T4 y T6 obtuvieron promedios mas bajos 29,55 y

22,49 g, respectivamente.
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4.2. CALIDAD
4.2.1 Longitud de vaina

Tabla 17.

Andlisis de varianza para la longitud de vaina

Tratamiento 1,58778 0,317557 3,82 0,0338
S.
Bloque 0,5677 2 0,28385 3,42 0,0739
N. S.
Error 0,830367 10 0,0830367
Total 2,98585 17
S.: significativo N.S.: no significativo
C. V.:2,05%

95% de confiabilidad
Fuente: Elaboracion propia, agosto 2014.

En esta tabla se observa que existen diferencias significativas entre los
tratamientos en estudio, es decir, que por lo menos uno de los
tratamientos es superior en la longitud de vaina. No existen diferencias
entre bloques, lo cual indica que hubo homogeneidad en el campo
experimental. El coeficiente de variabilidad de 2,05% sefiala que la
homogeneidad del material experimental utilizado es buena, lo que

significa que los datos obtenidos son confiables.
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Tabla 18.

Prueba de rango multiple de Duncan al 95% para la longitud de vaina

Orden Tratamientos | Promedios | Significacién

de cm a 0,05
mérito

1 5 14,42 a

2 2 14,25 ab

3 3 14,17 ab

4 1 14,17 ab

5 4 13,80 bc

6 6 13,54 c

Letras iguales no difieren estadisticamente
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

En esta tabla se identifican tres grupos homogéneos que
estadisticamente son similares en la longitud de vaina. Los tratamientos 5;
2; 3y 1 son diferentes estadisticamente del tratamiento 6 (control positivo
biol); asimismo el tratamiento 4 (control negativo agua destilada) es

diferente al tratamiento 5.
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Figura 7. Gréfico de la longitud de vaina (cm)

Fuente: Tabla 18.

En esta figura se observa que los tratamientos 5 y 2 tuvieron mayores
promedios de longitud de vaina con 14,42 y 14,25 cm, respectivamente.

Los tratamientos controles T4 y T6 obtuvieron los promedios mas bajos.

87



4.2.2. Peso promedio de vaina

Tabla 19.

Analisis de varianza para el peso promedio de vaina

Fuente de Sumade Grados
variacion cuadrados de Cuadrados | Razén F Valor P
libertad medios
Tratamiento 1,20809 5 0,241619 2,86 0,0741N. S.
Bloque 0,161911 2 0,0809556 0,96 0,4163 N. S.
Error 0,845289 10 0,0845289
Total 2,21529 17

S.: significativo

C.V.:4,91%

N.S.: no significativo

95% de confiabilidad
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

Esta tabla indica que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos en estudio. No existen diferencias entre bloques, lo cual
indica que hubo homogeneidad en el campo experimental. El coeficiente
de variabilidad de 4,91% sefiala que la homogeneidad del material

experimental utilizado es buena, lo que significa que los datos obtenidos

son confiables.
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Tabla 20.

Prueba de rango multiple de Duncan al 95% para el peso promedio de

vaina
Orden de | Tratamientos | Promedios Significacién
mérito g a 0,05
1 5 6,33 a
2 3 6,04 ab
3 1 5,97 ab
4 2 5,95 ab
5 4 5,73 b
6 6 5,50 b

Letras iguales no difieren estadisticamente
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

En esta tabla se identifican dos grupos homogéneos que estadisticamente
son similares en el peso de vaina. Hay diferencia significativa entre los

tratamientos 5 y 6, asi como también entre los tratamientos 4 y 5.
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Figura 8. Grafico del peso promedio de vaina (g)

Fuente: Tabla 20.

En esta figura se observa que los tratamientos 5 y 3 tuvieron mayores
promedios de peso de vaina con 6,33 y 6,04 cm, respectivamente. Los
tratamientos controles T4 y T6 obtuvieron los promedios mas bajos 5,73 y

5,50 g, respectivamente.

90



4.2.3 Numero de vainas por planta

Tabla 21.

Analisis de varianza para el nimero de vainas por planta

Fuente de Sumade | Grados de | Cuadrados
variacion cuadrados libertad medios Razoén F Valor P
Tratamiento 201,511 5 40,3022 13,4 0,0004 S.
Bloque 0,9883 2 0,49415 0,16 0,8507 N.
S.
Error 30,0687 10 3,00687
Total 232,568 17

S.: significativo
C.V.:18,91%

N.S.: no significativo

95% de confiabilidad
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

Esta tabla

tratamientos en estudio, es decir,

indica que existen diferencias significativas entre

que por

lo menos uno de

tratamientos es superior en el nimero de vainas por planta. No existen
diferencias entre bloques, lo cual indica que hubo homogeneidad en el
campo experimental. El coeficiente de variabilidad de 18,91% sefiala que
la homogeneidad del material experimental utilizado es aceptable, lo que

significa que los datos obtenidos son confiables.
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Tabla 22.

Prueba de rango multiple de Duncan al 95% para el numero de vainas por

planta
Orden Significacién
de Tratamientos | Promedios a 0,05
mérito
1 5 12,85 a
2 3 12,19 a
3 2 12,05 a
4 1 7,73 b
5 4 5,80 bc
6 6 4,40 c

Letras iguales no difieren estadisticamente
Fuente: Elaboracién propia, agosto 2014.

Esta tabla indica que se identifican tres grupos homogéneos que
estadisticamente son similares en el nimero de vainas por planta. Los
tratamientos 2; 3 y 5 son diferentes del T1, T4 y T6. Ademas el

tratamiento 1 es diferente estadisticamente del 6.

92



14,00 ¢ 12,85

12,00

10,00 -

8,00 -

6,00 -

4,00 -

Promedio N° de vainas /planta

2,00 -

12,19 12,05

7,73
580
l E
T2 ™ T4 T6

Tratamientos

0,00 T
T5 T3

Figura 9. Gréfico del nUmero de vainas por planta

Fuente: Tabla 22.

En esta figura se observa que los tratamientos 5 y 3 tuvieron mayores
nameros promedios de vainas por planta con 12,85 y 1219,
respectivamente. Los tratamientos controles T4 y T6 obtuvieron

promedios mas bajos 5,80 y 4,40, respectivamente.
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4.3. RENTABILIDAD

Tabla 23.

Analisis econdmico en los seis tratamientos de vainita

8 722,05

8 531,22

8 497,20

8 493,80

8 493,42

8 349,87

3172,80| 3038,95| 2570,87| 1978,25| 147758 1124,60
4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50

14 11
277,60 13 675,28 568,90 8902,13| 6649,13| 5 060,70
5555,55| 5144,05| 3071,70| 408,32 -1844,30| -3289,17
63,70 60,30 36,15 4,81 -21,71 -39,39

Fuente: Elaboracion propia, octubre 2014.

En esta tabla se observa el analisis econdmico de los tratamientos, los

valores mas altos de rendimientos, ingresos totales, utilidades netas y

rentabilidades se obtienen con el T5 y T3, mientras que T4 y T6 obtienen

los valores mas bajos.
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Figura 10. Grafico de la rentabilidad en los seis tratamientos de vainita

Fuente: Tabla 23.

En esta figura se observa que los tratamientos 5 y 3 presentan los
porcentajes de rentabilidad mas altos, mientras que T6 y T4 obtuvieron

rentabilidades negativas.
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1. RENDIMIENTO

5.1.1. Rendimiento por hectarea

La Tabla 13 muestra que hay diferencia significativa entre los tratamientos
evaluados, se observa con mas detalle en la Tabla 14 que el tratamiento
con fertilizante quimico T5 (3 172,80 Kg/ha), tratamiento con
concentracion Rhizobium etli 10'° cel/ml T3 (3 038,95 Kg/ha) vy
concentracion Rhizobium etli 10° cel/ml T2 (2 570,87 Kg/ha) no tienen
diferencia significativa, pero si son diferentes estadisticamente del
tratamiento control negativo con agua destilada T4 (1 477,58 Kg/ha). Lo
gue indica el efecto significativo del biofertilizante en las concentraciones
10 y 10° en comparacién con el control T4 sin biofertilizante. El
tratamiento con concentracion Rhizobium etli 10® cel/ml T1 (1 978,25
Kg/ha) tiene el rendimiento mas bajo de los tres tratamientos

biofertilizados con Rhizobium etli.

A su vez la Figura 5 muestra los rendimientos promedio por cada

tratamiento donde T5 y T3 tienen los valores mas altos y T4 y tratamiento
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control positivo con biol T6 tienen los rendimientos mas bajos. En el
Anexo 9 se observan los rendimientos por hectarea; asimismo en el
Anexo 14 se tiene la longitud de la planta a los 60 dias, el promedio mas
alto lo tiene el TS5 (23,57 cm) seguido del T3 (23,01 cm), mientras que T6
(14,75 cm) representa el promedio mas bajo. La vainita variedad Jade
representa plantas de porte mediano, vaina verde, de corte transversal

redonda (Loayza & Siura, 2006).

Loayza & Siura (2006) hicieron una investigacion sobre la productividad
de vainita variedad Jade en un sistema con y sin rotacion con Crotalaria
obteniendo 7 120,00 y 3 240,00 Kg/ha, respectivamente, con una
densidad de siembra de 500 000 plantas/ha. En comparacion con esta
investigacion, el rendimiento en el T3 fue de 3 038,95 Kg/ha, pero con una
densidad de siembra de 50 000 plantas/ha, por ello este rendimiento fue

mejor al reportado por los investigadores mencionados.

De acuerdo a investigaciones realizadas por otros autores, respecto al
rendimiento, se debe tomar en cuenta que se trabajan con diferentes
densidades de siembra y, por ello, los rendimientos por hectarea son
variables, ademas dependen también de la variedad del cultivar de vainita

cosechado.
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En cuanto a la dosis de biofertilizante aplicada en campo, el T3 obtuvo
mejores resultados en el rendimiento, pues su promedio es superior a los
otros tratamientos inoculados con Rhizobium etli, ya que al existir una
adecuada concentracion bacteriana en la superficie de los pelos radicales
de las plantas de vainita y en la rizésfera, hubo una mayor proliferacion e
infeccion de estas bacterias y como consecuencia mejores resultados en
la nodulacion, esto se corrobora con la evaluacion de los parametros de
fijacion de nitrogeno (Anexo 7) reportandose en este tratamiento 265
nodulos efectivos, que es la nodulacion efectiva mas alta de los seis
tratamientos de esta investigacion;, para ello, se consideraron las
diferencias entre nodulacion efectiva e inefectiva recomendadas por Frioni

(1999) (Anexo 15).

Asimismo, se ha podido reemplazar totalmente el fertilizante quimico
como la urea, principalmente en el T3, ya que éste no tuvo diferencia
significativa con el T5 y gener6 un mejor efecto entre los tratamientos
inoculados con Rhizobium etli. Cabe mencionar que a todos los
tratamientos a los que se biofertilizo, se les aplicé una pequefia cantidad
de N mineral (30 Kg N/ha), ya que segun Silvester (1983) la disponibilidad
de N proveniente de la fijacion biologica se inicia aproximadamente a los
20 dias después de la siembra, debido a lo cual se hace necesario

adicionar esta pequeiia cantidad, para estimular el crecimiento inicial de
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las plantulas, favorecer el establecimiento de las cepas en el cultivo y la

formacién de nédulos.

Tanto el T4 y T6, que fueron tratamientos controles, no se biofertilizaron
con Rhizobium etli, presentando los rendimientos mas bajos, sin embargo,
hubieron cepas nativas en la rizésfera, pues se observaron tanto nédulos
efectivos como inefectivos (Anexo 7). Segun Silvester et al. (1987), la
habilidad de las cepas no necesariamente indica la eficiencia en la fijacion
biologica de nitrogeno, para cada combinacién leguminosa-rhizobio, el
nivel 6ptimo de nodulacion es diferente. No obstante, los parametros de
abundancia, tamario, distribucion y coloracién interna de los nodulos son
importantes indicadores de su efectividad o habilidad para fijar nitrogeno
gaseoso. Es comun observar leguminosas “promiscuas” que presentan
una nodulacién “semiefectiva® en donde se observa una buena
nodulacién, pero filan una reducida cantidad de nitrégeno, que no les
permite alcanzar su potencial rendimiento. De esta manera, no todas las
cepas de Rhizobium son efectivas en la fijacion de N, a pesar de que la

infectividad sea alta (Mumns, 1987).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren de los
reportes de Hernandez & Batista (2013) que aplicaron Rhizobium en la

dosis de 1 Kg/ha en frijol cultivar Velazco Largo, este tratamiento mostro
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un rendimiento superior al resto de tratamientos, seguido de los

tratamientos donde se aplicd Rhizobium + 50% y 25% de NPK.

Piha & Mumns (1987) han demostrado que, entre un 25 y 75% de N
requerido por la planta de frijol, proviene de la fijacion simbidtica. Las
cantidades de N fijado suministrado entre 25-125 Kg N/ha, dependen del

cultivar.

5.1.2. Rendimiento por planta

En las variedades de vainita el rendimiento por planta esta en funcion de
la produccion obtenida en cada cosecha, y de la duracion del periodo de
produccion de vainas. Este Ultimo aspecto es muy importante en las
variedades, ya que normalmente presentan una produccion escalonada lo
gue determina un amplio periodo de produccion y un mayor numero de

cosechas (Alférez, 2009).

Al analizar la Tabla 15, se observa que existen diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados, mostrandose con mas detalle en la
Tabla 16, el T5 (63,46 g), T3 (60,78 g) y T2 (51,42 g) son similares
estadisticamente, pero son significativamente diferentes del T4 (29,55 g)
gue es el control negativo sin biofertilizante, lo que indica el efecto

significativo de Rhizobium etli en concentraciones 10™° (T3) y 10° cel/ml
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(T2). La concentracién mas alta del inoculante 10 cel/ml tuvo el mejor
efecto en el rendimiento por planta entre los tratamientos inoculados. En
la Figura 6 se grafica el rendimiento promedio por planta, asi como en el

Anexo 10 se observan los rendimientos por planta de cada tratamiento.

Segun Hernandez & Batista (2013), la influencia del nitrégeno en los
periodos criticos del cultivo donde se necesita mayor demanda de este
elemento para que ocurra la floracion y el llenado de vainas, esto lo
proporciona la inoculacion con Rhizobium el cual fija nitrégeno

atmosférico.

Las investigaciones en leguminosas sobre el aprovechamiento de
nitrogeno debido a las bacterias del género Rhizobium han posibilitado
incrementos en el crecimiento y rendimiento de las leguminosas como
soya Y frijol, con la aplicacién de Rhizobium en suelos con bajo contenido
de nitrdgeno se puede aumentar los rendimientos de plantas leguminosas

(Torres et al., 2002).

El nitrégeno es componente esencial de la clorofila, unidad basica en la
absorcion de energia luminica para el proceso de fotosintesis. El proceso
es muy importante para la formacion de hidratos de carbono que, sujetos

a condiciones favorables del ambiente para el crecimiento de plantas,
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conduce a la formacion de proteinas y posteriormente a la produccién de
masa protoplasmética. Los efectos del nitrégeno son facilmente
observables en plantas, ya que estimula el crecimiento vegetativo y el
desarrollo de un color verde oscuro en las hojas, incrementa la masa
protoplasmética, sustancia que se hidrata facilmente y produce suculencia

foliar (Kass,1998).

5.2. CALIDAD

5.2.1. Longitud de vaina

La Tabla 17 muestra que hay diferencia significativa entre los tratamientos
evaluados, en la Tabla 18 se observa con mas detalle que T5, T2, T3y T1
no tienen diferencia significativa entre ellos, pero son diferentes
estadisticamente del T6 (control positivo con biol). No se observa el efecto
significativo de la concentracion del inoculante en las tres concentraciones
aplicadas en campo, si bien éstas igualan al tratamiento quimico, no
obstante, son similares estadisticamente al tratamiento control con agua

destilada T4.

Asimismo, la Figura 7 grafica los promedios de longitudes, las mas altas
correspondieron al T5 (14,42 cm) y T2 (14,25 cm) y las longitudes mas
bajas fueron T4 (13,80 cm) y T6 (13,54 cm). Se debe considerar que en

las evaluaciones hechas como parametros de fijacion de nitrégeno (Anexo
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7) respecto a los nodulos efectivos e inefectivos, se han encontrado
nédulos efectivos en el tratamiento con T4 y T6, lo que corresponde a
cepas nativas con capacidad de nodulacién que se encuentran en ese

suelo agricola, pero cuya poblacion seria baja en la rizésfera de la vainita.

Se debe tomar en cuenta que el potasio reportado en el analisis inicial en
el campo experimental fue de un nivel alto 1124 ppm, el cual pudo originar
gue no haya diferencia significativa en la longitud de vaina entre los
tratamientos mencionados. En aspectos de calidad de cultivos, el potasio
produce al aumento de tamafio en frutos y tubérculos, estimula la
formacion de flores y frutos e interviene en procesos metabdlicos
fundamentales como respiracion, fotosintesis y sintesis de clorofila (Imas,

2005).

El largo de la vaina obtenido por Alférez (2009) con la variedad Venus-
INIA, para los distintos niveles del factor densidad oscil6 entre 14,24 y
17,39 cm. En la presente investigacion los valores mas altos estuvieron

entre 14,17 y 14,42 cm, pero con la variedad Jade.

Los promedios obtenidos de longitud de vaina de cada tratamiento se
muestran en el Anexo 11. Segun Barrios & Siura (1999), que trabajaron

con diferentes concentraciones de biol, aplicado foliarmente al 10% en un
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cultivo de vainita (variedad Bush Blue Lake 47) en el que obtuvieron 12,87
cm aproximadamente de longitud de vaina, este valor es menor al que se
reporta en la presente investigacion que fue 13,54 cm (T6 control positivo

con biol al 10% con la variedad Jade).

5.2.2. Peso promedio de vaina

La Tabla 19 muestra que no hay diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados, en la Tabla 20 se observa que los tratamientos 5;
3; 1y 2 no tienen diferencia significativa, al igual que los tratamientos 3; 1;
2, 4y 6. No se observa el efecto significativo de la concentracién del
biofertilizante en los tratamientos inoculados con Rhizobium etli ya que

son estadisticamente iguales a los controles T4 y T6.

Se ve diferencia significativa del T5 con el T4 y T6. Asimismo, en la
Figura 8 se observan los valores mas altos que corresponden al T5 (6,33
g) y T3 (6,04 g) y los valores mas bajos fueron del T4 (5,73 g) y T6 (5,50
g). Los promedios obtenidos en el peso promedio de vaina de cada

tratamiento se muestran en el Anexo 12.

Como ya se menciono respecto al analisis de suelo (Tabla 6), se reportd
un nivel de potasio considerado alto de 1124 ppm, debido a esto se

agrego en el suelo una proporcion menor de potasio durante la siembra,
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se consider6 como referencia la dosis de fertilizacion 70-80-80 NPK,

recomendada por Toledo (2003).

Al no haber diferencia significativa en el peso de vaina en los tratamientos
evaluados, el potasio pudo tener efecto en el peso de los frutos. Se sabe
gue el potasio estimula la turgencia celular y actia en gran parte como
activador enzimatico en los procesos fisiologicos de las plantas; ademas
facilita la translocacion de azUcares, es decir, en el transporte de
productos fotosintéticos, hacia sitios de almacenamiento o de crecimiento
en semillas, tubérculos y frutas. Un adecuado contenido de potasio en las
plantas fijadoras de nitrégeno molecular por simbiosis, como las
leguminosas, incrementa la actividad de la enzima nitrogenasa y la
cantidad de nitrégeno molecular fijado dentro de los nodulos bacteriales

(Kass,1998).

Loayza & Siura (2006) realizaron una investigacion de productividad de
vainita variedad Jade en un sistema de produccién organico y rotacion
con crotalaria (Crotalaria juncea L.), reportan un peso de vaina de 4,363
g, valor que es menor a todos los promedios obtenidos en la presente
investigacion, e incluso comparando con los tratamientos inoculados con

el biofertilizante de Rhizobium etli T3 (6,04 g), T1 (5,97 g) y T2 (5,95 Q).
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A su vez Barrios & Siura (1999), al aplicar 10% de biol obtuvieron un peso
de vaina de la variedad Bush Blue Lake 47 de 6,02 g aproximadamente,
valor que es mayor al obtenido en esta investigacion que fue 5,50 g
reportado en el T6 con la variedad Jade, pero con la misma concentracion
de biol. La variedad Bush Blue Lake presenta vainas con mayor peso

(Loayza & Siura, 2006).

5.2.3. Numero de vainas por planta

En la Tabla 21 se observa que existe diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados, la Tabla 22 muestra con mas detalle que el T5
(fertilizante quimico), T3 (concentracién de Rhizobium etli 10*° cel/ml) y T2
(concentraciéon de Rhizobium etli 10° cel/ml) son similares
estadisticamente en el numero de vainas. Se observa un efecto
significativo del biofertilizante de Rhizobium etli en concentraciones altas
(T3 y T2), en comparacion con el T1 y los controles T4 y T6 con los que

tienen diferencia significativa.

En la evaluacion de parametros de fijacion de nitrégeno, el T3 tuvo el
mayor nuamero de nédulos totales y nédulos efectivos, 331 y 265,
respectivamente; y se observaron también 66 nédulos inefectivos. En el T5

se hallaron nédulos formados por cepas nativas en el suelo que
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colonizaron los pelos radicales, reportandose 63 noddulos totales, 36

efectivos y 27 nddulos inefectivos (Anexo 7).

El T1 (Rhizobium etli 10® cel/ml) concentracién mas baja aplicada en
campo, a su vez es similar estadisticamente al T4 (agua destilada), esta
concentracion tuvo 12 nodulos efectivos y pudo encontrar competencia
con las cepas autoctonas de la rizosfera de la vainita por la colonizacion
de los pelos radicales, ya que el T4 presentd plantas de vainita con 45
nodulos efectivos formados por cepas nativas (Anexo 7). Los promedios
obtenidos en el nimero de vainas por planta de cada tratamiento se
muestran en el Anexo 13. Asimismo, la Figura 9 grafica el numero
promedio de vainas por planta, donde el T5 tiene 12,85y T3 12,19 siendo
éstos los valores mas altos; mientras que el T4 obtuvo 5,80 y T6 4,40

vainas por planta, representando los valores mas bajos.

Los resultados obtenidos con las concentraciones mas altas de
biofertilizante de Rhizobium etli, 12,19 y 12,05 son similares que el
promedio de numero de vainas por planta reportado en la tesis de
Gambetta (2007) que fue de 12, que investigo respecto al efecto de tres
niveles de nitrogeno y fosforo en dos variedades de vainita.

Los resultados de la presente investigacion no coinciden con lo realizado

por Torres et al. (2002) respecto a incrementos en la fijacion de nitrogeno
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en el cultivo del frijol negro, donde evaluaron el numero de vainas por
planta y no encontraron diferencia significativa entre el tratamiento de
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli (70 y 150 g/Kg semilla/ha) y el
testigo; sin embargo, la coinoculacion de esta bacteria y Azotobacter
chroococcum si tuvo un efecto significativo en el nimero de vainas por
planta que fue 6,77. Cabe mencionar que en el presente trabajo no se
realizd coinoculacion y se tuvo un efecto significativo en el niumero de

vainas por planta.

Hernandez & Batista (2013) evaluaron los efectos de Rhizobium en el
rendimiento del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) cultivar Velazco
Largo, respecto al numero de vainas por planta, encontraron que
Rhizobium (dosis 1 Kg/ha) fue superior significativamente al resto de
tratamientos que tuvieron fertilizacion parcial de NPK, obteniéndose 7,15

vainas por planta.

5.3. RENTABILIDAD

Analisis econdémico en los seis tratamientos de vainita

Al analizar la Tabla 23, se observa que los costos de produccion del
cultivar de vainita variedad Jade en los seis tratamientos son diferentes
(Anexos 16; 17; 18; 19; 20 y 21); para obtener dichos costos se han

considerado los gastos del cultivo como horas maquina, mano de obra,
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insumos, otros gastos (agua de riego, movilidad y electricidad) e
imprevistos; diferencidndose los tratamiento en el nivel de fertilizacion

guimica y biolégica, asi como en la mano de obra.

Se observa también en la Tabla 23, que entre los tratamientos inoculados
con el biofertilizante Rhizobium etli, el T3 (concentracibn mas alta de
Rhizobium etli 10'° cel/ml) fue el que generé una mayor utilidad neta y
rentabilidad, obteniéndose S/. 5 144,05 y 60,30%, respectivamente. El T5
(fertilizante quimico) obtuvo S/. 5 555,55 de utilidad neta y 63,70% de
rentabilidad, valores que son similares al T3, siendo éste el Unico
tratamiento que pudo competir con el T5. El costo total de produccion del
T5 fue el mas alto S/. 8 722,05, seguido del T3 que tuvo un costo de S/. 8

531,22.

Asimismo, se observa en la Figura 10 que los tratamientos experimentales
T5 y T3 tuvieron rentabilidades altas. EI T2 (concentracion media de
Rhizobium etli 10° cel/ml) y el T1 (concentracién mas baja de Rhizobium
eti 10° cel/ml) tuvieron rentabilidades de 36,15% y 4,81%,
respectivamente, si  bien no tuvieron pérdida econdmica, pero
comparandolos con el T5 que obtuvo 63,7%, resultaron no ser las

concentraciones suficientes como para producir una rentabilidad similar
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gue compita con el T5 que representa la produccién convencional de

vainita que realiza el agricultor.

La Figura 10 muestra también los tratamientos controles como el T4
(-21,71%) y T6 (-39,39%) tuvieron rentabilidades negativas y con
pérdidas economicas; el T4 tuvo fertilizacibn NPK sin urea y sin
biofertilizante y en el T6 no se aplico fertilizacidon quimica con NPK. En
ambos tratamientos sus utilidades netas fueron también negativas (Tabla
23).

De acuerdo a los resultados del analisis de la composicion quimica del
biol (Anexo 8), se muestran resultados como: sélidos totales (1,296%),
materia organica en solucion (0,588%), N (0,180%), P (0,005%), K
(0,231%) y Ca (0,023%), que son mucho menores a los obtenidos en el
biol reportado por Suquilanda (1995): sdlidos totales (5,6%), materia
organica (38%), N (1,6%), P (0,2%), K (1,5%) y Ca (0,2%). No se observa
gue hay una estandarizacion en los métodos de produccién de biol, pues
es bastante la diferencia y esto explicaria porque el biol solo no fue
suficiente para producir una rentabilidad positiva. Se utilizé un 10% de
biol debido al trabajo reportado por Barrios & Siura (1999) en el que no
hallaron diferencias significativas para el efecto de diferentes
concentraciones de biol sobre el rendimiento total comercial en vainita

Bush Blue Lake 47.
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Los resultados de esta investigacion, respecto a los tratamientos
inoculados con Rhizobium etli, son diferentes y mayores comparados con
los obtenidos por Loayza & Siura (2006), que emplearon un sistema con
rotacion con Crotalaria para la produccion de vainita variedad Jade, donde
obtuvieron una utilidad neta de S/. -1 391,00 y una rentabilidad de -16%;
de igual forma cuando probaron en otro sistema sin rotacion con Crotalaria

la utilidad neta fue de S/. -5 146 y la rentabilidad de -61%.

Acuiia et al. (2001) en un estudio sobre la validacion técnica de
inoculantes de frijol con cepas de Rhizobium en Centroamérica,
concluyeron que en el 80% de los casos el analisis econdmico seleccion6
la inoculacion como rentable y a excepcion de Panama, el uso de la mitad
del fertilizante recomendado mas inoculacion, fue superior al tratamiento

con solo inoculante.

Asimismo, Flores, Hernandez, Acosta & Montero (1999) mencionan que
hubo una respuesta positiva a la utilizacion del biofertilizante de Rhizobium
sp. en frijol comdn en la regién Brunca (Costa Rica) con un beneficio neto
por ha de ¢ 198089,5 Colones (S/. 1 168,00); en otras regiones la
fertilizacion quimica fue la que obtuvo un mayor beneficio neto ¢ 192315
Colones (S/. 1 133,95), seguido de la fertilizacion quimica mas inoculante

biolégico con ¢173092 Colones (S/. 1 020,61) de beneficio neto.
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En los ultimos afios ha habido un crecimiento importante en los costos de
produccién para el agricultor peruano, la urea, principal insumo para la
fertilizacion, aumentd en mas de 48% en los ultimos 9 afios. La urea, que
representa el 48% de los fertilizantes y abonos utilizados en el Perd,
duplic6 su precio en ese mismo periodo producto del aumento del precio

del petréleo (Libélula, 2011).

Es importante sefialar que hay variables en la produccidén que no pueden
ser controladas, como el incremento del precio de la urea, el precio de la
mano de obra local que ha aumentado en los Ultimos cinco afios en un

100% y el precio en el mercado del kilo de vainita.

Sin embargo, al realizar una produccién reemplazando la urea por el
biofertilizante de Rhizobium etli, el gasto en fertilizacion nitrogenada
disminuiria, porque ahora dependeria solamente del biofertilizante, habria
también una disminucién en el gasto en mano de obra, ya que se inocula

s6lo una vez, y en el transporte.

El costo de produccién estimado del biofertilizante es de S/. 13,69/ como
se ve en el Anexo 22 (donde se ha considerado el costo de produccién a
escala piloto de 100 ). El precio del biofertilizante en el mercado va a

variar de acuerdo a la concentracion en cel/ml de éste (Anexos 16; 17 y
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18). Asi se tiene que el precio del biofertilizante estimado de venta es de
S/. 36,00/ha a una concentracion de 1 x 10'°cel/ml (0,0717 I) (Anexo 18);
frente a S/. 117,74/ha, que representa el gasto solamente para urea
(Anexo 20). Por lo tanto, resulta rentable tanto para quien produce el
biofertilizante con Rhizobium y para el agricultor que utilice dicho

biofertilizante en campo.

Los costos de produccion por hectarea disminuirian aun mas, si se
trabajaran con consorcios microbianos de bacterias fijadoras de nitrégeno,
con bacterias solubilizadoras de fosforo, bacterias con actividad de
biocontrol, micorrizas; pues se lograria reemplazar de manera total o
parcial la fertilizacion quimica, y entonces la rentabilidad y el beneficio neto
en la produccion utilizando la biofertilizacion, serian mejores que en la

produccién solamente con fertilizantes quimicos.

Si bien el T5, tiene una rentabilidad similar que el tratamiento biolégico T3,
se debe considerar el aspecto ambiental pues el uso de los fertilizantes
nitrogenados trae un impacto ambiental adverso, como contaminacion de
mantos acuiferos con NOg’, eutrofizacién, lluvia acida y calentamiento
global por la emision de gases de nitrégeno a la atmosfera (NO y N,O)
(Ramanathan, Cicerone, Singh, & Kiehl, 1985). La acumulacién de

nitratos en frutos y verduras comestibles y en acuiferos es de alto riesgo
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para la salud humana cuando la concentracion de N-NOs supera el 0,2%
en las partes comestibles de las plantas, como frutos de hortalizas o
verduras, y en el agua potable llega a 10 ppm (Malakouti, Navabzadeth &

Hashemi, 1999).

Opuestamente, la ventaja de los biofertilizantes es que no contaminan, ni
causan dafio al suelo, planta y al hombre, mejoran rendimientos, son
faciles de transportar y su bajo costo permite la utilizacion en grandes

superficies (INIFAP, 2011).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, en cuanto a
todas las variables analizadas, se concluye que la hipétesis planteada se
rechaza, ya que la concentracién mas efectiva fue de 10'° cel/ml de
biofertilizante Rhizobium etli, que produjo una mayor rentabilidad de

Phaseolus vulgaris L. (vainita) en condiciones de campo.
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CONCLUSIONES

Primera

Se determiné que la concentracion de Rhizobium etli 10'° cel/ml (T3) tuvo
un mejor efecto en el rendimiento por hectarea y en el rendimento por
planta, entre los tratamientos con Rhizobium etli, obteniéendose 3 038,95
Kg/ha y 60,78 g/planta, respectivamente; estos valores no tuvieron

diferencia significativa con el tratamiento con fertilizante quimico (T5).

Segunda

Se determiné la calidad de la vainita tomando en cuenta la longitud de
vaina, donde no hubo diferencia significativa entre los tratamientos
inoculados con Rhizobium etli y el fertilizante quimico; el peso promedio de
vainas, en el cual los tratamientos con concentraciones de Rhizobium etli
no tuvieron diferencia significativa entre ellos y los controles, siendo el T3
el de mejor efecto y, finalmente, en el nimero de vainas por planta la
concentracién de Rhizobium etli 10'° cel/ml (T3), tuvo un mejor efecto

entre los tratamientos inoculados con biofertilizante.



Tercera

Se determiné que la concentracion de Rhizobium etli 10'° cel/ml (T3) tuvo
un mejor efecto en la rentabilidad para la produccion de Phaseolus
vulgaris L., entre los tratamientos con Rhizobium etli, obteniéndose
60,30% de rentabilidad, siendo este valor similar al tratamiento con

fertilizante quimico (T5) en el que se report6é 63,70% de rentabilidad.

Cuarta

Se establecié que la concentracion de Rhizobium etli 10*° cel/ml (T3) fue
la mas efectiva entre los tratamientos inoculados con biofertilizante, la cual
no tuvo diferencia significativa con el tratamiento con fertilizante quimico
(T5), estos tratamientos generaron un mayor efecto en el rendimiento,

calidad y rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. en condiciones de campo.
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RECOMENDACIONES

Primera

Realizar investigaciones sobre aislamientos, estudios en biologia
molecular en cepas efectivas seleccionadas de bacterias con capacidad
promotora de crecimiento vegetal (PGPR), y posteriormente ser aplicadas
como biofertilizantes conformados por coOcteles microbianos que

reemplacen total o parcialmente la fertilizacion nitrogenada y fosforica.

Segunda
Considerar para la aplicacion del biofertilizante o inoculante liquido de
Rhizobium un adherente, que garantice la mayor retencion de bacterias en

la superficie de las semillas antes de la siembra en campo.

Tercera
Fomentar la agricultura sostenible con el desarrollo de técnicas amigables
con el medio ambiente, a los efectos de disminuir el uso de insumos

guimicos altamente contaminantes para el suelo, agua, aire y el hombre.
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Anexo 1. Composicion de medios de cultivo y soluciones

Medio Extracto de Levadura Manitol (ALM)

KoHPO,4 059
MgS0,.7H,0 029
NaCl 01g
CaCl, 049
Manitol 10,09
Extracto de levadura 0,59
Agua destilada 1000 ml
Agar 159

Colorantes*

pH 6,8

*Solucidon acuosa de Rojo Congo al 10 ml/l de ALM
0,0025%.
*Azul de Bromotimol al 0,5% en alcohol al 5 ml/l de ALM

70%.

Para mantenimiento de cepa se agrega al medio ALM 3,0 g de

Carbonato de Calcio y sin Rojo Congo.
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Medio Peptona Glucosa con el indicador Purpura de Bromocresol

(PGPBC)

Glucosa 5009
Peptona 10,00 g
Agar 15,00 g

Solucion etandlica de Purpura de 10,00 mi
Bromocresol al 1%
Agua destilada 1000 ml

pH 6,8

Medio Levadura Lactosa Agar (LLA)

Lactosa 10,00 g
Extracto de levadura 0,50 ¢
KoHPO4 0,504g
MgS0,4.7H,0 019
NacCl 0,20 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000 ml
pH 6,8
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Medio Luria Bertani (LB)

Triptona o peptona 10,00 g
Extracto de levadura 50049
NaCl 5,00 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000 ml
pH 6,8-7,0

Se ajusta el pH y se esteriliza en autoclave a 121°C y 1 Ibf/plg® de presién

durante 15 minutos.

Medio Leche Tornasolada

Leche descremada UHT 1000 ml

Papel de tornasol
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Anexo 2.
Tabla 3.

Caracterizaciéon morfologica de colonias de Rhizobium etlien ALMRC

Caracteristica evaluada Resultado
Velocidad de crecimiento (dias) 2
Diametro (mm) 3
Textura Ligoso cremoso
Apariencia Opaca
Color Blanca
Elevacion Convexa
Forma Redonda
Borde Liso
Goma Abundante

Fuente: Elaboracién propia, marzo 2014.

En esta tabla se observan las caracteristicas morfolégicas que son
tipicas de una cepa pura de Rhizobium, se destaca la produccion de

expolisacarido o goma abundante.
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Anexo 3.
Tabla 4.

Caracterizacion fisiologica y bioquimica de Rhizobium etli

Acidez

Fuente: Elaboracion propia, marzo 2014.

Nota: (+) positivo, (-) negativo.

Se observan los resultados de las pruebas realizadas, que garantizan la
pureza de la cepa empleada, ademas la reaccion en el medio ALMAB fue
para ver la acidez que es caracteristica de una cepa de crecimiento

rapido como Rhizobium etli.
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Anexo 4. Monitoreo del crecimiento de Rhizobium etli en ALM por 72
horas

cel/ml

1,81E+09
1,61E+09
1,41E+09
1,21E+09
1,01E+09
8 10E+08 —
6,10E+08

—— Polinémica

410E+08
(cel/ml)

2 10E+08

1,00E+07
0 2 4 6 81014 16 18 20 22 24 25 28 30 36 38 44 46 48 50 52 54 62 68 70 72

Tiempo (h)

y =-146 2x8+ 17125x5 - 72025x* + 1E+07x? - 1E+08x2 + 3E+08x - 3E+08
R?=0,992

Figura 2. Curva de crecimiento de Rhizobium etli

Fuente: Tabla 5.

Se observa un tipico crecimiento bacteriano expresado aritméticamente,

donde se diferencian las fases de latencia, exponencial, estacionaria y de

muerte.
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Tabla 5.

Lecturas de conteos directos de Rhizobium etli

Tiempo Tiempo Tiempo

(h) cel/ml (h) cel/ml (h) cel/ml

0 1,00 x 10° 20 3,47 x 10° 46 1,59 x 10°
2 3,10 x 10’ 22 5,39 x 10° 48 1,49 x 10°
4 5,60 x 10” 24 6,58 x 10° 50 1,63 x 10°
6 7,75 x 10’ 26 7,95 x 10° 52 1,42 x 10°
8 8,00 x 10’ 28 9,03 x 10° 54 1,40 x 10°
10 7,08 x 10” 30 1,09 x 10° 62 1,47 x 10°
14 8,13 x 10’ 36 1,40 x 10° 68 1,43 x 10°
16 8,85 x 10’ 38 1,49 x 10° 70 1,39 x 10°
18 1,55 x 10° 44 1,51 x 10° 72 1,35 x 10°

Fuente: Elaboracién propia, marzo 2014.

Se observa la cinética de crecimiento de la cepa Rhizobium durante 72

horas, la cuantificacion se realizé en camara de Neubauer.
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Anexo 5. Célculo del tiempo de generacion (G) de Rhizobium etli
G=t/n

Donde:
t=tiempo transcurrido en la fase exponencial para llegar de x a 'y
n=n° de generaciones
n= 3,3 log y/x
Donde:
x=n° de bacterias en tiempo 0

Y= n° de bacterias al tiempo t

De acuerdo a lo obtenido en la Figura 2 y la Tabla 5, se tiene que:
x= 1,55 x 10° cel/ml

y=1,59 x 10° cel/ml

t= 28 horas

n=3,3 log 1,59 x 10°
1,55 x 10°

n= 16,537 generaciones

Finalmente, G (tiempo requerido para que una célula se divida en dos)
fue el siguiente:

G= 28
16,537
G=1,69 horas ~101,590 minutos.
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Anexo 6.

Reactivacion de cepa pura
en medio ALMRC Incubar a
28°C por 72 horas.

Conteos en camara de
Obtencién del prein6culo Neubauer. Preparacion de
cosechado en SSF. cultivo starter de 1 x 10’
cel/ml.

Produccion ~ en  biorreactor Inoculacién de Rhizobium etli
(sistema  discontinuo), con en medio CLM.

aireacion, filtro de 0,22 pm,
incubacion a 28°C por 46 horas.

Obtencién de inoculante liquido
a una concentracién de 10°
cel/ml.

Figura 3. Esquema de la produccion a escala de laboratorio (1 ) de

biofertilizante de Rhizobium etli

Fuente: Elaboracion propia, setiembre 2014.

157



Anexo 7.
Tabla 10.

Noédulos efectivos e inefectivos en raices de plantas de vainita

2 31 11 42
3 265 66 331
4 45 9 54
5 36 27 63
6 18 15 33

Fuente: Elaboracion propia, mayo 2014.

Se observan diferencias en la nodulacion presentada en los tratamientos,
esta evaluacion representa los parametros de fijacion de nitrégeno,
destacandose que el mayor nimero de nédulos efectivos se reporto en el

T3.
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Anexo 8.
Tabla 11.

Composicion quimica del biol

Componente Unidad Resultado
pH ud. 7,69
C.E. dS/m 19,80
Sdlidos totales gl 12,96
M. O. en solucién g/l 5,88
N mg/l 1 799,00
P mg/l 50,22
K mg/l 2 312,50
Ca mg/l 229,50
Mg mg/l 218,80
Na mg/l 1 250,00

Fuente: Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, setiembre 2013.

Se observan los resultados de la composicién quimica del biol aplicado

foliarmente en Phaseolus vulgaris L. para esta investigacion.
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Anexo 9.

Tabla 24.

Rendimiento en kilogramos por hectarea del cultivo de vainita

T1 2031,950| 2125,000| 1 777,800 1978,25
T2 2067,000| 3075,000| 2570,600 2 570,87
T3 2899,350| 2962,500| 3 255,000 3 038,95
T4 1523,500| 1569,000| 1 340,250 1477,58
T5 3250,500| 2507,500| 3 760,400 3172,80
T6 1 327,450 990,500 | 1 055,850 1124,60

Fuente: Elaboracion propia, julio 2014.

Anexo 10.

Tabla 25.

Rendimiento por planta de vainita (g)

T1 40,639 42,500 35,556 39,57
T2 41,340 61,500 51,412 51,42
T3 57,987 59,250 65,100 60,78
T4 30,470 31,380 26,805 29,55
T5 65,010 50,150 75,208 63,46
T6 26,549 19,810 21,117 22,49
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Fuente: Elaboracion propia, julio 2014.

Anexo 11.

Tabla 26.

Longitud de vaina (cm)

T1 13,97 14,76 13,78 14,17
T2 13,77 14,42 14,57 14,25
T3 13,98 14,63 13,91 14,17
T4 13,84 13,81 13,74 13,80
T5 14,35 14,38 14,52 14,42
T6 13,50 13,84 13,28 13,54

Fuente: Elaboracion propia, julio 2014.

Anexo 12.

Tabla 27.

Peso promedio de vaina (g)

T1 6,33 6,04 5,54 5,97
T2 6,09 6,02 5,74 5,95
T3 6,04 6,36 5,72 6,04
T4 5,67 5,61 5,92 5,73
T5 6,21 6,57 6,22 6,33
T6 5,07 5,67 5,75 5,50

Fuente: Elaboracion propia, julio 2014.
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Anexo 13.

Tabla 28.

Numero de vainas por planta

T1 7,30 8,50 7,40 7,73
T2 12,26 14,20 9,70 12,05
T3 10,00 13,80 12,78 12,19
T4 6,10 5,80 5,50 5,80
T5 12,65 10,60 15,30 12,85
T6 5,20 4,00 4,00 4,40

Fuente: Elaboracion propia, julio 2014.

Anexo 14.

Tabla 29.

Altura de la planta a los 60 dias (cm)

T2 18,03 27,47 18,55 21,35
T3 24,95 23,30 20,78 23,01
T4 14,43 13,21 16,95 14,86
T5 20,58 22,20 27,94 23,57
T6 14,85 14,23 15,18 14,75
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Fuente: Elaboracion propia, julio 2014.

Anexo 15.

Tabla 30.

Diferencias entre nodulacion efectiva e inefectiva

Nodulos efectivos

Nédulos inefectivos

Pocos y situados sobre todo en
la raiz primaria y las raices

superiores secundarias.

Numerosos y repartidos en todo el

sistema radical.

Voluminosos de superficie lisa o

rugosa.

Pequefios de superficie lisa, con

presencia de granulos de almidon.

Actividad meristeméatica y

nodular prolongada.

Actividad meristematica y nodular

corta.

Infeccibn generalizada, zona

grande bacteriana con

bacteroides.

Pocas células infectadas, pocos o sin

bacteroides.

Interior rojo o rosado por la

leghemoglobina

No pigmentados de rojo

Fuente: Frioni, 1999.
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Anexo 16.

Tabla 31.

Costo de produccién del cultivo de vainita en el tratamiento 1

I. Horas maquinaria

Arado h/maquina 4 45,00 180,00
Rastra h/maquina 2 45,00 90,00
Surgueo h/maquina 1 45,00 45,00
315,00
Il. Mano de obra
Siembra Jornal 8 50,00 400,00
Deshierbo Jornal 11 50,00 550,00
Desahije Jornal 2 50,00 100,00
Tendido de cintas Jornal 2 50,00 100,00
Fertilizacion Jornal 2 50,00 100,00
Control fitosanitario Jornal 8 50,00 400,00
Cosecha Jornal 44 50,00| 2 200,00
Riegos Jornal 10 50,00 500,00
4 350,00
I1l. Insumos
Semilla Kg 43,00 12,00 516,00
Estiércol Kg 10 000,00 0,10 1 000,00
Biofertilizante Rhizobium etli
(10° cel/ml) [ 0,0717 5,023 0,3601
Fosfato diaménico Kg 173,90 1,70 295,63

164




P. unitario Subtotal
Descripcion Unidad Cantidad S/. S/.
Sulfato de potasio Kg 34,00 3,00 102,00
Superwet I 1,23 19,00 23,37
Farmathe Kg 0,89 85,00 75,65
Furia I 0,36 120,00 43,20
Lorsban 4E I 0,54 45,00 24,30
Abamex I 0,54 95,00 51,30
Gerénimo Kg 0,13 600,00 78,00
Proclaim Kg 0,36 600,00 216,00
Coragen I 0,18 1230,00 220,17
Confi BT (Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki) Kg 0,60 60,00 36,00
Crisoperla carnea millar 30 7,00 210,00
Trampa amarilla ud. 60 1,50 90,00
2 981,98
IV. Otros gastos
Agua de riego m® 819,00 0,0224 18,35
Movilidad 192 0,70 134,40
Electricidad KW 659,54 0,4391 289,60
442,36
Totales 8 089,34
V. Imprevistos 5% 404,47
Total (Costo produccién por
ha) S/.| 8493,80

Fuente: Elaboracién propia, octubre del 2014.

Costo agua m>: S/. 0,02240939

Costo KWh S/. 0,4391 motor INPREX
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Anexo 17.

Tabla 32.

Costo de produccién del cultivo de vainita en el tratamiento 2

I. Horas maquinaria

Arado h/maquina 4 45,00 180,00
Rastra h/maquina 2 45,00 90,00
Surqueo h/méaquina 1 45,00 45,00
Il. Mano de obra 315,00
Siembra Jornal 8 50,00 400,00
Deshierbo Jornal 11 50,00 550,00
Desahije Jornal 2 50,00 100,00
Tendido de cintas Jornal 2 50,00 100,00
Fertilizacion Jornal 2 50,00 100,00
Control fitosanitario Jornal 8 50,00 400,00
Cosecha Jornal 44 50,00 2200,00
Riegos Jornal 10 50,00 500,00
lll. Insumos 4 350,00
Semilla Kg 43,00 12,00 516,00
Estiércol Kg 000,(1)8 0,10| 1 000,00
Biofertilizante Rhizobium etli

(10° cel/ml) [ 0,0717 50,23 3,600
Fosfato diaménico Kg 173,90 1,70 295,63
Sulfato de potasio Kg 34,00 3,00 102,00
Superwet I 1,23 19,00 23,37
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P. unitario Subtotal
Descripcion Unidad Cantidad S/. S/.
Farmathe Kg 0,89 85,00 75,65
Furia I 0,36 120,00 43,20
Lorsban 4E I 0,54 45,00 24,30
Abamex I 0,54 95,00 51,30
Gerénimo Kg 0,13 600,00 78,00
Proclaim Kg 0,36 600,00 216,00
Coragen I 0,179 1230,00 220,17
Confi BT (Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki) Kg 0,60 60,00 36,00
Crisoperla carnea millar 30 7,00 210,00
Trampa amarilla ud. 60 1,50 90,00
2 985,22
IV. Otros gastos
Agua de riego m® 819,00 0,0224 18,35
Movilidad 192 0,70 134,40
Electricidad KW 659,54 0,4391 289,60
442,36
Totales 8 092,58
V. Imprevistos 5% 404,63
Total (Costo produccién por
ha) S/.| 8497,20

Fuente: Elaboracién propia, octubre del 2014.

Costo agua m*: S/. 0,02240939

Costo KWh S/. 0,4391 motor INPREX
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Anexo 18.

Tabla 33.

Costo de produccién del cultivo de vainita en el tratamiento 3

I. Horas maquinaria

Arado h/maquina 4 45,00 180,00
Rastra h/méaquina 2 45,00 90,00
Surgueo h/maquina 1 45,00 45,00
Il. Mano de obra 315,00
Siembra Jornal 8 50,00 400,00
Deshierbo Jornal 11 50,00 550,00
Desahije Jornal 2 50,00 100,00
Tendido de cintas Jornal 2 50,00 100,00
Fertilizacion Jornal 2 50,00 100,00
Control fitosanitario Jornal 8 50,00 400,00
Cosecha Jornal 44 50,00 2200,00
Riegos Jornal 10 50,00 500,00
4 350,00
I1l. Insumos
Semilla Kg 43,00 12,00 516,00
Estiércol Kg 10 000,00 0,10 1 000,00
Biofertilizante Rhizobium etli
(10" cel/ml) [ 0,0717 502,30 36,00
Fosfato diaménico Kg 173,90 1,70 295,63
Sulfato de potasio Kg 34,00 3,00 102,00
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P. unitario | Subtotal
Descripcion Unidad Cantidad S/. S/.
Superwet I 1,23 19,00 23,37
Farmathe Kg 0,89 85,00 75,65
Furia I 0,36 120,00 43,20
Lorsban 4E I 0,54 45,00 24,30
Abamex I 0,54 95,00 51,30
Gerénimo Kg 0,13 600,00 78,00
Proclaim Kg 0,36 600,00 216,00
Coragen I 0,179 1230,00 220,17
Confi BT (Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki) Kg 0,60 60,00 36,00
Crisoperla carnea millar 30 7,00 210,00
Trampa amarilla ud. 60 1,50 90,00
3017,62
IV. Otros gastos
Agua de riego m3 819,00 0,0224 18,35
Movilidad 192 0,70 134,40
Electricidad KW 659,54 0,4391 289,60
442,36
Totales 8 124,97
V. Imprevistos 5% 406,25
Total (Costo produccién por
ha) S/.| 8531,22

Fuente: Elaboracién propia, octubre del 2014.

Costo agua m*: S/. 0,02240939

Costo KWh S/. 0,4391 motor INPREX
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Anexo 19.

Tabla 34.

Costo de produccién del cultivo de vainita en el tratamiento 4

I. Horas maquinaria

Arado h/maquina 4 45,00 180,00
Rastra h/maquina 2 45,00 90,00
Surgueo h/maquina 1 45,00 45,00
315,00
Il. Mano de obra
Siembra Jornal 8 50,00 400,00
Deshierbo Jornal 11 50,00 550,00
Desahije Jornal 2 50,00 100,00
Tendido de cintas Jornal 2 50,00 100,00
Fertilizacion Jornal 2 50,00 100,00
Control fitosanitario Jornal 8 50,00 400,00
Cosecha Jornal 44 50,00 | 2200,00
Riegos Jornal 10 50,00 500,00
4 350,00
I1l. Insumos
Semilla Kg 43,00 12,00 516,00
Estiércol Kg 10000,00 0,10| 1000,00
Fosfato diaménico Kg 173,90 1,70 295,63
Sulfato de potasio Kg 34,00 3,00 102,00
Superwet I 1,23 19,00 23,37
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P. unitario | Subtotal
Descripcion Unidad Cantidad S/. S/.
Farmathe Kg 0,89 85,00 75,65
Furia I 0,36 120,00 43,20
Lorsban 4E I 0,54 45,00 24,30
Abamex I 0,54 95,00 51,30
Gerénimo Kg 0,13 600,00 78,00
Proclaim Kg 0,36 600,00 216,00
Coragen I 0,179 1230,00 220,17
Confi BT (Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki) Kg 0,60 60,00 36,00
Crisoperla carnea millar 30 7,00 210,00
Trampa amarilla ud. 60 1,50 90,00
2 981,62
IV. Otros gastos
Agua de riego m® 819,00 0,0224 18,35
Movilidad 192 0,70 134,40
Electricidad KW 659,54 0,4391 289,60
442,36
Totales | 8 088,98
V. Imprevistos 5% 404,45
Total (Costo produccién por
ha) S/.| 8 493,42

Fuente: Elaboracién propia, octubre del 2014.

Costo agua m*: S/. 0,02240939

Costo KWh S/. 0,4391 motor INPREX
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Anexo 20.

Tabla 35.

Costo de produccion del cultivo de vainita en el tratamiento 5

I. Horas maquinaria

Arado h/méaquina 4 45,00| 180,00
Rastra h/maquina 2 45,00 90,00
Surgueo h/maquina 1 45,00 45,00
315,00
II. Mano de obra
Siembra Jornal 8 50,00 400,00
Deshierbo Jornal 11 50,00 550,00
Desahije Jornal 2 50,00 100,00
Tendido de cintas Jornal 2 50,00 100,00
Fertilizacion Jornal 4 50,00| 200,00
Control fitosanitario Jornal 8 50,00 400,00
Cosecha Jornal 44 50,00 | 2 200,00
Riegos Jornal 10 50,00| 500,00
4 450,00
I1l. Insumos
Semilla Kg 43,00 12,00| 516,00
Estiércol Kg 10 000,00 0,10| 1 000,00
Urea Kg 84,10 1,40| 117,74
Fosfato diaménico Kg 173,90 1,70| 295,63
Sulfato de potasio Kg 34,00 3,00| 102,00
Superwet I 1,23 19,00 23,37
Farmathe Kg 0,89 85,00 75,65
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Subtotal

Descripcion Unidad Cantidad | P. unitario S/. S/.
Furia I 0,36 120,00 43,20
Lorsban 4E I 0,54 45,00 24,30
Abamex I 0,54 95,00 51,30
Gerénimo Kg 0,13 600,00 78,00
Proclaim Kg 0,36 600,00 216,00
Coragen I 0,179 1230,00| 220,17
Confi BT (Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki) Kg 0,60 60,00 36,00
Crisoperla carnea millar 30 7,00 210,00
Trampa amarilla ud. 60 1,50 90,00
3 099,36
IV. Otros gastos
Agua de riego m® 819,00 0,0224 18,35
Movilidad 192 0,70 134,40
Electricidad KW 659,54 0,4391| 289,60
442,36
Totales 8 306,72
V. Imprevistos 5% 415,34
Total (Costo produccién por
ha) S/.| 8 722,05

Fuente: Elaboracién propia, octubre del 2014.

Costo agua m*: S/. 0,02240939

Costo KWh S/. 0,4391 motor INPREX
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Anexo 21.

Tabla 36.

Costo de produccién del cultivo de vainita en el tratamiento 6

I. Horas maquinaria
Arado h/méaquina 4 45,00 180,00
Rastra h/maquina 2 45,00 90,00
Surgueo h/maquina 1 45,00 45,00
315,00
Il. Mano de obra
Siembra Jornal 8 50,00 400,00
Deshierbo Jornal 11 50,00 550,00
Desahije Jornal 2 50,00 100,00
Tendido de cintas Jornal 2 50,00 100,00
Aplicaciones de biol Jornal 3 50,00 150,00
Control fitosanitario Jornal 8 50,00 400,00
Cosecha Jornal 44 50,00 | 2 200,00
Riegos Jornal 10 50,00 500,00
4 400,00
I1l. Insumos
Semilla Kg 43,00 12,00 516,00
Estiércol Kg 10 000,00 0,10| 1 000,00
Biol I 105,45 2,00 210,91
Superwet I 1,23 19,00 23,37
Farmathe Kg 0,89 85,00 75,65
Furia I 0,36 120,00 43,20
Lorsban 4E I 0,54 45,00 24,30
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P. unitario | Subtotal
Descripcion Unidad Cantidad S/. S/.
Abamex I 0,54 95,00 51,30
Gerénimo Kg 0,13 600,00 78,00
Proclaim Kg 0,36 600,00 216,00
Coragen I 0,179 1230,00 220,17
Confi BT (Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki) Kg 0,60 60,00 36,00
Crisoperla carnea millar 30 7,00 210,00
Trampa amarilla ud. 60 1,50 90,00
2 794,90
IV. Otros gastos
Agua de riego m® 819,00 0,0224 18,35
Movilidad 192 0,70 134,40
Electricidad KW 659,54 0,4391 289,60
442,36
Totales 7 952,25
V. Imprevistos 5% 397,61
Total (Costo produccién por
ha) S/.| 8349,87

Fuente: Elaboracién propia, octubre del 2014.

Costo agua m*: S/. 0,02240939

Costo KWh S/. 0,4391 motor INPREX
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Anexo 22.

Tabla 37.

Costo de produccién de biofertilizante de Rhizobium etli a escala piloto
(2001

Precio unitario | Subtotal
Actividad Descripcion Cantidad s/. S/.
Medio ALMRC y SSF
+ tween al 0,1%
K,HPO, x 500 g 0,0525 200,00 0,021
MgSO, 7H,0 x 500 g 0,021 200,00 0,008
CaCl, x 500 g 0,042 200,00 0,017
NaCl x 500 g 0,5205 45,00 0,047
Extracto de levadura x
500 g 0,0525 180,00 0,019
D-Manitol x 500 g 1,05 120,00 0,252
Agar agar x 500 g 2,1 265,00 1,113
. L Rojo Congo x 5 ¢ 0,002625 120,00 0,063
Reactivacion y
conteo Tween x 1000 g 0,036 250,00 0,009
microbiano | Subtotal 1,549
Medio CLM
K;HPO, x 500 g 0,50 200,00 0,200
MgSO, 7H,0 x 500 g 0,20 200,00 0,080
CaCl, x 500 g 0,40 200,00 0,160
NaCl x 500 g 0,10 45,00 0,009
Extracto de levadura x
500 g 0,50 180,00 0,180
Produccién de | Manitol x 500 g 10,00 120,00 2,400
preinéculo Subtotal 3,029
Medio LM modificado
Sales y extracto de
levadura 100 0,629 62,900
AzUcar rubia x 1000 g 2,00 3,50 7,000
Produccién de
biofertilizante |Subtotal 69,900
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Precio unitario

Subtotal

Actividad Descripcion Cantidad s/. S/.
Incubadora 1,00 5,009 5,009
Horno 1,00 0,391 0,391
Autoclave 1,00 2,033 2,033
Desionizador 1,00 2,033 2,033
Motores 2,00 19,515 19,515
Centrifuga 1,00 1,694 1,694
Liofilizador 1,00 3,557 3,557
Vortex 1,00 0,002 0,002
Microscopio 1,00 0,067 0,067
pHmetro 1,00 0,002 0,002
Balanza 1,00 0,004 0,004
Costos de Refrigeradora 1,00 5,236 5,236
energia* Subtotal 39,544
Incubadora 1,00 3,625 3,625
Horno 1,00 0,032 0,032
Autoclave 1,00 0,023 0,023
Desionizador 1,00 0,123 0,123
Vortex 1,00 0,001 0,001
Microscopio 1,00 0,014 0,014
pHmetro 1,00 0,008 0,008
Biorreactor 1,00 24,658 24,658
Centrifuga 1,00 0,822 0,822
Liofilizador 1,00 2,055 2,055
Balanza 1,00 0,004 0,004
Refrigeradora 1,00 3,970 3,970
Costo de uso | Moviliario 1,00 17,260 17,260
del equipo Subtotal 52,594
Honorarios Profesional y asistente 1 000,000 | 1 000,000
Alquiler Local 1,00 125,000 125,000
Subtotal 1 125,000
Materiales de aseo y
desinfeccion
(detergente, lejia,
alcohol y otros)
Otros 5,500 5,500
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Materiales de
bioseguridad (guantes,
mascarillas y gorros)

Suma de subtotales 1304,116
Imprevistos 5% 65,206

Fuente: Elaboracion propia, octubre 2014.
*KWh=S/. 0,3388
**Costo de 1 batch por semana de 100 | ~ S/.13,69/1
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Anexo 23. Purificacion y caracterizacion de la cepa Rhizobium etli
A B
c D

A) Siembra en medio Levadura Manitol Rojo Congo (ALMRC).

B) Morfologia microscoépica, bacilos gramnegativos.
C) Colonias de cepa pura en medio ALMRC a las 72 horas.
D) Placa inferior de ALMAB con viraje a acidez, placa superior es

control, a las 48 horas.
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E)

F)

G)

H)

Crecimiento en medio ALMBT con viraje a acidez a las 48 horas.
Placa izquierda sin crecimiento en medio Luria Bertani, placa
derecha control, a las 48 horas.

Placa izquierda sin crecimiento en medio PGPBC, placa derecha
control, a las 48 horas.

Placa izquierda con crecimiento en LLA, no se observa cambio de

color al reactivo Benedict, placa derecha control, a las 48 horas.
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I) Pruebas de pureza por duplicado y control realizadas a la cepa de

Rhizobium etli.

J) Prueba izquierda en medio Leche Tornasolada sin cambios,
derecha prueba control, a los 15 dias.

K) Prueba de la catalasa, presencia de burbujas.

L) Crioviales con cepa para conservacion a -20°C.
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Anexo 24. Produccion de biofertilizante de Rhizobium etli

A) Reactivacion de cepa en medio ALMRC.

B) Inoculacion en biorreactor.

C) Monitoreo del crecimiento bacteriano.

D) Sistema para la produccion final en 46 horas de crecimiento en Caldo

Levadura Manitol.
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Anexo 25. Preparacion del terreno para siembra

A) Arado del terreno.

B) Incorporacion de estiércol.
C) Tendido de cintas.

D) Terreno regado vy listo para la siembra.
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Anexo 26. Preparacion y aplicacion del biofertilizante

A) Diluciones del biofertilizante.
B) A laizquierda dilucion 10° a la derecha dilucién 108 cel/ml.

C) Aplicacion de biofertilizante + suelo en semillas de vainita.
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Anexo 27. Cultivo de vainita en campo

A) Plantulas de vainita 6 dias después de la siembra.

B) Control fitosanitario.
C) Botones florales a la 5ta. semana después de la siembra.
D) Floracion y formacion de vainas a la 6ta. semana después de la

siembra.
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E) Evaluacion del cultivar de vainita.
F) Aplicacion de Chrysoperla carnea.

G) Cultivar de vainita en el campo experimental del INPREX.

H) Vainitas cosechadas.
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Anexo 28. Evaluacion de la nodulacion en Phaseolus vulgaris L.

A) Corte de un nodulo efectivo donde se evidencia presencia de

leghemoglobina.
B) De izquierda se observan noédulos inefectivos y a la derecha
nodulos efectivos.

C) y D) Raices de Phaseolus vulgaris L. con nodulacion.
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