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|. INTRODUCCION

En el Ecuador el cultivo de Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacq), tiene
gran importancia econémica dentro de la produccion agricola del pais, con una
superficie sembrada de 207 285,35 hectéreas, de las cuales 176 194 se encuentran
en produccion. Existen 5 515 palmicultores, de los cuales alrededor del 87% son
pequerfios, lo cual refleja el enorme impacto social del cultivo. El cultivo de Palma
Aceitera es fuente directa de empleo para 90 000 personas e indirecto para 50 000
mas, y genera 75 000 millones USD en exportaciones anuales (CENSO PALMERO,
2005).

La palma aceitera es un cultivo que demanda importantes cantidades de
nutrientes, especialmente de nitrégeno y tiene una extraccion constante de
elementos nutritivos del suelo, los que generalmente son incorporados al mismo
solo dos veces por afio y en un periodo limitado por la temporada lluviosa. El costo
de la fertilizacién es una de las inversiones mas altas del manejo del cultivo, exige
seleccionar adecuadamente los fertilizantes a utilizar y las practicas culturales que
ayuden a mejorar la fertilidad de los suelos (CHAVEZ Y RIVADENEIRA, 2003).

Para un buen desarrollo y produccion del cultivo se recomienda entre otras
técnicas, el uso de leguminosas de cobertura como la pueraria (Purearia
phaseoloides (Roxb) Benth), en el manejo del suelo cultivado con palma aceitera. El
uso de cultivos de cobertura en sistemas perennes estd mas ampliamente

distribuido y reconocido que su uso en cultivos anuales (POUND, 1997).

RANKINE Y HARDTED (1998), indican que los objetivos del uso de
leguminosas de cobertura son: (1) Controlar la erosion, protegiendo el suelo de las
lluvias fuertes y la luz directa del sol. (2) Mejorar la condicién del suelo, proveyendo
cobertura con materiales organicos. (3) Reducir la temperatura del suelo. (4)
Permitir infiltracion mas rapida y reducir la escorrentia superficial. (5) Estimular la
micro y macro flora y fauna del suelo. (6) Proveer de N por medio de la fijacion
simbidtica de N, atmosférico (menos de 300 N* Ha™ afio™. (7) Controlar plagas,
previniendo la infestacion de insectos en general que aparecen en los troncos de

palma caidas. (8) Controlar malezas por competencia con otras plantas.

En un estudio realizado en Malasia en palma joven con una mezcla de

Centrocema pubescens y Pueraria phaseoloides, se encontr6 que después de dos
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y medio afios los suelos contenian de 460 a 920 kg ha™ de nitrégeno, mas que los

suelos bajo cobertura natural o con suelos desnudos (CARMONA, 2004).

La Asociacién Nacional de Cultivadores de Palma Aceitera (ANCUPA), con
la colaboracion del Organismo Internacional de Energia Atdmica, determinaron
mediante la técnica isotopica de la abundancia natural del N-15, que la Pueraria
phaseoloides (leguminosa de cobertura de mayor uso en Palma Aceitera) tiene la
capacidad de fijar 207 kg N* ha™ afio?, en los lotes experimentales del CIPAL
(Centro de Investigaciones en Palma Aceitera) ubicado en La Concordia (Ecuador).
Este dato indica que la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) de la Pueraria depende
fundamentalmente de las cepas nativas de la bacteria fijadora de nitrégeno
(comunmente conocida como “rizobio” 0 “Rhizobium”) asociandose

eficientemente con la leguminosa.

RODRIGUEZ, et al. (1993), manifiestan que la asociacién Leguminosa —
Rhizobium, se presenta dentro de los nddulos que aparecen en las raices de las
plantas, esta asociacion provoca que cerca del 40% de la fijacién de nitrégeno se

realice por medios biolégicos

COYNE (2000), menciona que la fuente mejor estudiada y mas significativa
de la fijacion biologica del nitrégeno en los ecosistemas agricolas procede de la
simbiosis de las bacterias conocidas como rizobios y las leguminosas. Al fijar
nitrégeno contribuyen con cantidades significativas de este elemento, una vez que

se descompone la gran cantidad de material vegetal (hojas), caidas en el suelo.

En las inspecciones de campo realizadas tanto en plantaciones de la costa
como del oriente ecuatoriano donde se cultiva Palma Aceitera, se ha observado
que la Pueraria phaseoloides, asociada como cultivo de cobertura en algunas
plantaciones no presenta mayor nodulacion con las bacterias fijadoras de nitrégeno,

lo que implicaria que el proceso de fijacion del nitrdgeno no es eficiente.

Dentro del manejo del cultivo de palma aceitera, los programas de
fertilizacién no se cumplen adecuadamente y los altos requerimientos del cultivo
hacen que los costos de produccion se incrementen, reduciendo la productividad y
calidad de frutos. El uso de biofertilizantes (inoculantes), que ademas de ser
inofensivos al ambiente y ayudan a mejorar las caracteristicas del suelo, estan

involucrados en la sintesis de varios elementos nutritivos, siendo el mas importante
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el nitrégeno, metabolizado a través de la asociacion “Rhizobium” — leguminosa.
Esta asociacion simbidtica constituye por lo tanto una alternativa viable y
beneficiosa para incrementar la fertiidad del suelo, el contenido de N y la

contribucién de este elemento a la palma.

Con base a estos antecedentes ANCUPA con la colaboracién de la ESPE
(IASA 11), iniciaron una investigacién para caracterizar cepas nativas de Rhizobium
de suelos donde se cultiva la palma aceitera y posteriormente evaluar la capacidad
de fijacién de nitrégeno atmosférico. Parte de la caracterizacion incluye pruebas de
resistencia a factores abidticos y que posean buena capacidad de tolerar las dosis

de fertilizantes quimicos aplicados en el cultivo de la palma aceitera.

En la zona productora de Palma Aceitera en el Ecuador, después de
algunas inspecciones realizadas por los técnicos de ANCUPA a varias plantaciones
de las cuatro zonas (bloques) productores de palma (San Lorenzo, Occidental,
Guayas y Region Amazonica) (CENSO PALMERO, 2005). Se pudo evidenciar que
la Pueraria en algunos sitios no esté bien adaptada, con un crecimiento y desarrollo
deficiente, o ausente a pesar de haber sido sembrada. Después de andlisis
biol6gicos de algunos suelos, se pudo constatar la ausencia de la bacteria nativa, y
en otros casos, si bien es cierto se pudo observar la presencia de la bacteria, por
los pocos ndédulos formados en las raices de la Pueraria, el proceso simbiético
probablemente es deficiente, es decir la cantidad de la fijacion biol6gica de

nitrégeno, es minima.

A través de un breve diagndstico realizado en plantaciones de los cuatro
blogques productores, se pudo concluir que palmicultores no usan inoculantes a
base de “Rhizobium” para inocular la semilla de la Pueraria y aprovechar la fijacion
natural del nitrégeno que ejercen las bacterias, pues al producirse mayor fijacién de
nitrdgeno en la leguminosa, ésta producirA mayor material vegetativo (hojas y
tallos), contribuyendo con el control de la erosién del suelo, y al descomponerse
estimulara el mejoramiento de la fertilidad del suelo, especialmente el contenido de

nitrdgeno para beneficio del cultivo de palma.

Con este antecedente, ANCUPA conjuntamente con la ESPE (IASA ll),
acordaron llevar a cabo esta investigacion que comprende tres fases: laboratorio,

invernadero y campo. Sin duda, los resultados de los estudios, contribuiran a
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mejorar el manejo de la leguminosa de cobertura y en general el manejo de la

Palma Aceitera, en el Ecuador.

Para el desarrollo de la investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

1. Objetivo General

Obtener un banco germoplasmico de cepas de “Rhizobium” eficientes en la
fijacion de nitrégeno, en el cultivo de cobertura (Pueraria phaseoloides),
asociadas a la Palma Aceitera, para mejorar las condiciones de la fertilidad

del suelo y sus caracteristicas fisico-quimicas.

2. Objetivos Especificos

= Caracterizar fenotipicamente las cepas aisladas de suelos pertenecientes a
los cuatro bloques productores de Palma Aceitera.

= Evaluar la capacidad de fijacion biol6gica de nitrdgeno, bajo condiciones de
invernadero.

= Evaluar la capacidad de fijacion biol6gica de nitrdgeno, bajo condiciones de

campo.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

Si bien el nitrégeno molecular (N;) es el gas mas abundante en la atmdsfera

terrestre (79%), constituye junto al agua, el principal factor limitante de la

produccién agricola mundial, ello se debe a que las plantas sélo son capaces de

asimilar el nitrogeno combinado, siendo necesaria una conversién previa de N,

gaseoso a amonio, a nitrito o nitrato (TAIZ y ZEIGER, 1991). Este proceso de

conversion se denomina “fijacién de nitrégeno” y puede realizarse mediante tres

procesos fundamentales:

Fijacion espontdnea de nitrdgeno: ocurre a partir de la actividad natural de
descargas eléctricas sobre el nitrogeno atmosférico. Se estima que este
proceso puede fijar alrededor de 10 millones de toneladas métricas de N2 por
afo (VINUESA, 1998).

Fijacion industrial: realizada para la produccion de fertilizantes nitrogenados,
que consiste en la transformacién del N, atmosférico en amoniaco, bajo
condiciones de temperatura y presion elevada; con lo cual se introducen en el
suelo aproximadamente 70 millones de toneladas de N/afio (MARTINEZ,
1992).

Fijacion biolégica de nitrégeno (FBN): realizada por microorganismos
procarioticos denominados diazétrofos que poseen la enzima nitrogenasa
capaz de reducir a amonio el nitrdgeno molecular de la atmésfera terrestre. El
influjo anual de nitrégeno a la biosfera correspondiente a la FBN es de
aproximadamente 175 millones de toneladas por afio, lo cual representa mas
del doble del nitrogeno aportado por los fertilizantes nitrogenados (VINUESA,
1998).

Un mayor aprovechamiento de la FBN podria reducir la necesidad de utilizar

fertilizantes quimicos. Entre las varias razones para buscar alternativas al uso de

estos ultimos; estdn de que los fertilizantes nitrogenados afectan el balance global

del ciclo del nitr6geno, contaminan las capas freaticas del suelo, aumentan el riesgo
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de derrame quimico y el contenido de oxido nitroso atmosférico (N,O), un gas
potente en el efecto invernadero (ROSKOSKI, 1985).

Las bacterias fijadoras de nitrégeno pueden dividirse en dos grupos: a) las de vida
libre, como por ejemplo las pertenecientes a los géneros Azospirillum, Beijerinchia,
Azotobacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas, etc, y b) las que fijan
nitrdgeno a partir del establecimiento de una simbiosis con las plantas leguminosas,
las cuales pertenecen a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Allorhizobium, Mesorhizobium y Sinorhizobium, que en comunmente se denominan
“rizobios”(TAURIAN, et al. 2002).

Si se examina la historia del estudio de la FBN, se puede advertir que el interés
generalmente se ha focalizado en el sistema simbidtico de las plantas leguminosas
y los rizobios, debido a que esta asociacidn tiene el mayor impacto cuantitativo en
el ciclo del nitrégeno. Menos de la mitad del nitrégeno fijado bioldégicamente
corresponde a la actividad de los fijadores libres, debido a que los mismos no fijan
cantidades importantes de nitrégeno y no lo transfieren directamente a la planta
sino que lo liberan al suelo. En cambio, la simbiosis rizobiana contribuye con
grandes cantidades de nitrogeno a la planta, teniendo una importancia significativa

en el rendimiento y la mayor produccién del cultivo (TAURIAN, et al. 2002).

La inoculacién de la semilla con rizobios constituye una préctica agronémica
méas econdmica y generalmente méas efectiva que la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados para asegurar un adecuado suministro de nitrégeno a las leguminosas

y a las especies asociadas. (TAURIAN, et al. 2002).

2.2IMPORTANCIA DE LAS LEGUMINOSAS

Las leguminosas pertenecen a la Familia Fabaceas, poseen la capacidad
distintiva de asociarse simbidticamente a los rizobios. Las leguminosas estan
distribuidas mundialmente, ocupando el segundo lugar en importancia econémica
después de las gramineas, constituyen un grupo relativamente primitivo que en

forma y estructura varian poco, es una de las familias mas numerosas.
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Existen 7000 géneros y 14000 especies de leguminosas y lo mas probable es
que se usen 100 leguminosas importantes para la agricultura, pero no se han
analizado todas para establecer su capacidad de fijar nitrégeno. En general, las
leguminosas de grano fijan menos nitrégeno que las usadas como forraje, puesto
gue son cultivadas durante periodos mas breves y tienen menos raices en las que

pueden formarse los nddulos.

El papel de las leguminosas en la agricultura es vital no solo por la capacidad
de proveer nitrégeno, elemento esencial de las proteinas, sino también como un
componente de practicas de manejo de suelos (GRAHAM, 2000) tendientes a
mejorar las condiciones fisicas, quimicas y biologicas, previniendo la degradacion.
En el ecuador, las leguminosas son cultivadas en forma asociada, intercalada,

como monocultivo y en rotacion con otros cultivos (BERNAL, 2006).

Las leguminosas son consideradas muy importantes en las practicas de
conservacion de suelos ya que su sistema radicular y sus residuos (hojas y tallos) al
descomponerse sobre el suelo por la accidon microbiana, incrementan la agregacion
de las particulas, mejorando las estructura y en general las propiedades de los

suelos para mantener su fertilidad y calidad.

El uso de las leguminosas como abonos verdes y su mantenimiento sobre la
superficie del suelo, permite aumentar la infiltracion de agua, reducir la temperatura
del suelo, aumentar la humedad, producir sombra, y evitar la erosion. El rastrojo es
inicialmente desmenuzado por la macro y mesofauna (insectos, lombrices,
artrépodos, etc.) del suelo, para posteriormente ser descompuestos por bacterias,
hongos y actinomicetes, contribuyendo con la formacion de humus del suelo.
(BERNAL, 2006).

2.2.1 Coberturas Vegetales en Cultivos Perennes

POUND (1997), define a los cultivos de cobertura como “una cobertura
vegetal viva que cubre el suelo y que es temporal o permanente, el cual esta
asociado a otras plantas”. Aunque los cultivos de cobertura pueden pertenecer a
cualquier familia de plantas, la mayoria son leguminosas. El uso de cultivos de
coberturas en sistemas perennes estd mucho méas ampliamente distribuido y
reconocido que su uso en los cultivos anuales. Las funciones de los cultivos de

cobertura en sistemas perennes cambian durante el ciclo de desarrollo de los
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cultivos perennes. Durante la fase inicial de establecimiento, los cultivos de
cobertura pueden reducir la lixiviacion de nutrientes en el suelo, absorbiendo los
nutrientes disponibles, los mismos que no son aun accesibles al sistema radicular

parcialmente desarrollado de los perennes.

La cobertura vegetal de leguminosas en plantaciones de palma aceitera es
una practica muy recomendada en la actualidad, debido a sus grandes beneficios,

principalmente sobre el suelo y el control de malezas.

RANKINE Y HARDTER (1998), manifiestan que dentro de los objetivos del

uso de leguminosas de cobertura estan las siguientes:

» Controlan la erosion, protegiendo el suelo de las lluvias fuertes y de la luz
directa del sol.

» Mejoran la condicién del suelo, proveyendo cobertura con materiales
organicos.

» Reducen la temperatura del suelo, permitiendo infiltracion mas rapida y
reduciendo la escorrentia superficial.

» Estimulan la micro y macro flora y fauna del suelo.

» Proveen de N por medio de la fijacién simbiética de N, atmosférico (500 a
600 kg N ha™ afio™ como por ejemplo la leucaena.

» Controlan plagas, previniendo la infestacion de algunos escarabajos que
aparecen en los troncos de palma caidas.

» Controlan malezas por competencia con otras plantas.

CARMONA (2004), indica algunas ventajas del uso de coberturas leguminosas,

enfatizando que:

» Se ha encontrado en las parcelas de palmas con cobertura de Pueraria y
otras leguminosas contenidos mayores de niveles foliares de nitrdgeno,
fésforo, potasio y manganeso.

» Se ha obtenido una produccion significativamente mayor en areas con
coberturas de leguminosas versus aéreas sin ellas. Parcelas de palmas con
leguminosas produjeron significativamente mas que aquellas con cobertura
natural en los primeros 20 meses de cosecha.

» En general por la produccion de materia organica que se incorpora al suelo,

la cobertura de leguminosas incrementa la agregacion de las particulas
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finas, el tamafio de los agregados del suelo, mejoran la porosidad total y la

permeabilidad del suelo.

El mismo autor sefiala que la incorporaciéon de nitrégeno atmosférico al suelo,

puede ser aprovechado por las palmas. En un estudio realizado en Malasia en

palma joven con una mezcla de Centrocema pubescens y Pueraria phaseloides, se

encontré que después de dos afios y medio, los suelos contenian de 460 a 920 kg

Ha™, lo que significaba mas nitrégeno que en los suelos bajo cobertura natural o en

suelos desnudos.

2.2.2 Especies de Leguminosas

Las especies de leguminosas se dividen en dos clases:

e Leguminosas de enredaderas.- los habitos de agresividad e invasion de

estas plantas hace que la cobertura del area entre palmas sea total,

formando un colchon sobre la superficie del suelo algunas especies

utilizadas son:

Pueraria spp (P. phaseoloides, P. javanica)
Calopogonium spp (C. mucunoides, C. caeruleum)
Centrocema spp (C. pubescens, C. macrocarpum, C. brasilianum)

Desmodium ovalifolium.

e Leguminosas erectas.- se caracterizan por sus raices profundas, que se

pueden utilizar en suelos compactados, por sus raices pueden absorber

nutrientes lixiviados e incorporarlos a la superficie luego de cortar sus

ramas. Ejemplo:

Flemingia congesta.
Leucaena luecosephala.

Tephrosia candida.

2.2.1.1 Pueraria ( Pueraria phaseoloides)

Es la mas utilizada en el Ecuador especialmente asociada a la palma aceitera,

debido a que es una leguminosa perenne, robusta trepadora, ligeramente lefiosa,

posee estolones de hasta 6 m longitud, que continla emitiendo tallos aéreos, con
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un sistema radicular profundo. Posee un follaje pubescente con vellos marrén

rojizos.

Sus hojas son trifolioladas, los foliolos son oval romboides a veces lobulados,
miden de 5 a 12 cm longitud por méas de 11 cm de ancho. Las inflorescencias estan
constituidas por un racimo axilar, largamente pedunculado. Las flores son de color
malva, purpura o blanco. El estandarte es de color blanquecino con un manchon
malva. La corola mide mas de 2 cm. Tiene una vaina linear recta algo curvada en
su extremo, comprimida, de mas de 11 cm de longitud con 10 a 20 semillas. Sus
semillas son de color marrén oscuro de 3,5 mm longitud, de forma oblonga o casi
cilindrica, el numero de semillas por kilo es de 81 400 a 88 000.

(www.mejorpasto.com; 2006)

GILLER and FAIRHURST (2003), manifiesta que la Pueraria tiene una
moderada tolerancia a la sombra, que fija de 13 a 225 kg ha™ de nitrégeno
acumulado, de 6 a 172 kg ha™ de nitrégeno total y que necesita de 2 a 8 kg ha™ de
semilla, con un resultado final de una cama de 50 a 70 cm de alto, de cobertura

total.

2.3 BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO ATMOSFERICO

2.3.1 Taxonomia Rizobiana

HELLRIEGEL y WILFARTH, citados por Taurian et. al. (2002), demostraron el
origen bacteriano de la fijacion de nitrdgeno en nédulos de las raices de
leguminosas, los mismos que ya fueron descritos por Jerez (2004). Beijerinck en el
afio 1 888 obtuvo el primer cultivo bacteriano puro, que lo llamé Bacillus radicicola.
Posteriormente, Frank propuso el nombre de “Rhizobium” para estos aislados
(TAURIAN, et al. 2002).

Los primeros intentos en la clasificacion rizobiana se basaron en la leguminosa
de la cual los rizobios habian sido aislados. Posteriormente se descubrié que los
rizobios no estaban restringidos a una sola planta, sino en muchos casos a mas de
un hospedero. Algunos estdn més especializados en nodular a la leguminosa de la
cual fueron aislados, mientras que otras especies son promiscuas Yy establecen

asociaciones fijadoras de nitr6geno efectivas con varios géneros de leguminosas
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(PERRET, et al. 2000; BERNAL Y GHAHAM, 2001). Para su clasificacion
posteriormente se comenzd a aplicar criterios microbiolégicos basados en las
caracteristicas morfologicas y en técnicas de cultivo para agrupar a los rizobios
(TAURIAN, et al. 2002). Mas recientemente, el uso de técnicas basadas en la
medicion de la relacién genética ha aportado un avance en el conocimiento de la

filogenia de estos microorganismos (SPAINK, et al. 1998).

Los estudios filogenéticos moleculares han permitido establecer que los rizobios
son un grupo polifilético, lo cual significa que no existiria una rama en el arbol
evolutivo que los agrupe exclusivamente (YOUNG, 1996). Actualmente son seis
los géneros en que se clasifican a los rizobios: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Allorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, y Sinorhizobium (SPAINK, et al.
1998) y todos ellos pertenecen al orden Rhizobiales dentro de la Clase de las
“Alfaproteobacterias”. Sin embargo, la capacidad de formar ndodulos en las
leguminosas no sélo se restringe a bacterias de esta clase de proteobacterias, ya
gue miembros de los géneros Burkholdeiria y Ralstonia, ubicados en la subdivisién
B de las proteobacterias, establecen también simbiosis con leguminosas (MOULIN,
et al. 2001).

La taxonomia de bacterias nodulantes de raiz y tallo en leguminosas se
encuentra en un estado de actualizacion y transicion. De acuerdo con la definicién
aceptada de especie en bacteriologia, cada especie de rizobios consta de un grupo
de cepas que comparten caracteristicas que las distinguen como grupo de otros

grupos de bacterias.

El uso de técnicas moleculares ha provisto de una descripcion mas precisa para
las especies. El andlisis de secuencias de los genes 16S rRNA se ha convertido en
uno de los principales criterios para la descripcion de las especies de rhizobios. Se
considera que las cepas cuyas secuencias del gen 16S rRNA son similares en un
97% o mas, pertenecen a la misma especie. No obstante, cuando las secuencias
de 16S rRNA son muy parecidas, no sirven para distinguir especies cercanamente
relacionadas y esto ocurre debido a que este gen esta muy conservado entre todos
los organismos vivos; por lo que en la taxonomia de Rhizobium otros métodos
considerando genes de nodulacion y de fijacion de nitrégeno han sido incluidos

para definir especies dentro de cada género (PERRET, et al. 2000).
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2.3.2 Rhizobium

Las bacterias “Rhizobium” comunmente conocidas como “Rizobios” no
solamente se encuentran en la rizésfera (zona de raices de las leguminosas) sino
también como habitantes naturales del suelo, representando del 0.1 al 8% del total
de las bacterias en el mismo y hasta un 0.14% de su biomasa (SADOWSKY vy
GRAHAM, 1998).

Los rizobios son bacterias (bacilos) Gram negativo, de 0.5 a 0.9 um de ancho y
1.2 a 3.0 um de largo, que no forman endosporas, de vida libre, aerobias y
anaerobias facultativas. Subsisten en el suelo como heterétrofos saprofitos cuando
no estan infectando a un huésped. Dependiendo de la estacion, el historial de
cultivos y las préacticas de tratamiento agricola, puede haber entre 10 y 10° rizobios
por gramo de suelo.Son bacterias méviles, con un flagelo polar Gnico o bien de 2 a
6 flagelos peritricos, con presencia de granulos de acido poli-beta-hidroxibutirico
(PHBA) vy, en algunos casos, granulos metacromaticos de polifosfatos.
Generalmente Rhizobium vive saprofiticamente en el suelo, utilizando fuentes de
energia y sustancias nitrogenadas del medio (FREIRE, 1996). En condiciones de
laboratorio se obtiene un crecimiento 6ptimo de los mismos a temperaturas entre
25-30 °C, con buena aireacion, y con un pH del medio del cultivo entre seis y siete
(SOMASEGARAN y HOBEN, 1994).

La caracteristica mas sobresaliente de los rizobios es su capacidad de
establecer una asociacion endosimbiédtica (intracelular) con miembros de la gran
familia de plantas de leguminosas cuyo resultado es la formacion de nédulos,
donde se realiza la fijacion de nitrégeno. Graham (1998), indica que la informacion
genética de la fijacion de N esta presente en los rizobios de vida libre y que la
expresion de esta informacion es altamente afectada durante la simbiosis por la
especificidad hospedante—cepa, ademas FREIRE (1996), manifiesta que algunas
leguminosas tales como la soya, trébol y alfalfa son extremadamente exigentes o
especificas respecto a su rizobio, mientras que otras son promiscuas, es decir, que
pueden ser infectadas por un amplio rango de cepas de bacterias originalmente

adaptadas a otras especies.
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2.4 SIMBIOSIS LEGUMINOSA — RHIZOBIUM

La fijacion biolégica de nitrégeno que ocurre en las leguminosas se lleva a cabo
en organos especificos, los nddulos radicales o en casos especiales, en nédulos de
tallos. Los nodulos se producen como resultado de un complejo intercambio de
sefales entre los dos simbiontes, el cual confiere especificidad a la simbiosis
(HAUKKA, 1997).

RODRIGUEZ, et al. (1993). manifiestan que la asociacibn Leguminosa —
Rhizobium, se presenta dentro de los noédulos que aparecen en las raices de las
plantas, esta asociacion es responsable de que cerca del 40% de la fijacion de

nitrdgeno se realice por medios bioldgicos.

2.4.1 Infeccion de la Planta

La interaccion entre las bacterias y la planta comienza con una colonizacién de
los rizobios en las raices de la planta. La leguminosa permite que la bacteria invada
sus raices mediante la formacion de hilos de infeccién u otras vias de acceso.
Simultdneamente, las células corticales son activadas mitoticamente llevando a la
formacion del primordio nodular. Una vez que el rizobio llega al primordio, éste es
liberado al citoplasma de sus células envuelto por una membrana peribacteroide de
origen vegetal. El primordio nodular hasta la formacién de un nédulo maduro y la
bacteria se diferencia a bacteroide. Los bacteroides son capaces de fijar el
nitrégeno atmosférico en amonio, el cual es luego utilizado por la planta (JEREZ,
2004).

2.4.2 Bases Moleculares de la Interaccibn  Rhizobium -Leguminosa

La comunicacion molecular entre el micro y macrosimbionte es necesaria para el
reconocimiento mutuo de las partes simbidticas compatibles. La especificidad en tal
identificacion es obligatoria a los fines de evitar que el microorganismo no
beneficioso o parasitico entren a la planta leguminosa. Las moléculas que estan
implicadas en la comunicacion leguminosa-rizobio se agrupa en dos clases: a) las
derivadas de las plantas que son flavonoides y glicoproteinas (lectinas) y b) las de
origen bacteriano que incluyen lipoquitooligasacéridos (LCOs) conocidos como
factores de nodulacion ( factores nod) y poli olisacéridos (exopolisacéaridos,
glucanos ciclicos y lipopolisacéridos) (VAN RHIJN y VENDERLEYDEN , 1995).
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2.4.3 Flavonoides y Factores de Nodulacién

Las leguminosas producen compuestos aromaticos capaces de inducir los
genes bacterianos nod via proteinas reguladoras NodD. La mayoria de estas
sustancias son denominadas colectivamente flavonoides. Los flavonoides parecen
tener multiples roles durante varios estadios del desarrollo del nédulo y la planta. La
capacidad de las leguminosas de atraer a los rizobios probablemente esta
correlacionada con el espectro de compuestos fenodlicos (flavonoides) que ellas
secretan. Los rizobios responden a estas sefiales a través de la proteina NodD y
proteinas relacionadas que actldan tanto como sensores del ambiente y como

activadores de la trascripcion de los genes nod (JEREZ, 2004).

2.4.4 Lectinas

Las lectinas son andesinas, de naturaleza proteica, que se unen a azucares cuya
funcién principal en la simbiosis probablemente es la de actuar como determinantes
en diferentes maneras, lo cual sugiere que cada rizobio es capaz de producir
diferentes tipos de factores Nod. (VAN RHIJN y VENDERLEYDEN, 1995).

2.4.5 Polisacéaridos Bacterianos que Intervienen en la Simbiosis

La interaccion fisica entre la bacteria y las células de la planta se hace
progresivamente mas intima. Los polisacaridos de la superficie rizobiana adquieren
relevancia. Son numerosos los ejemplos en los que rizobios mutantes que tienen
alterada la composicion de la superficie bacteriana resulten defectivos en la
invasion intracelular de las células del cascara de la raiz, o en pleno desarrollo a la
forma de bacteroide. Por tal motivo, los genes involucrados en la sintesis de las
estructuras superficiales de los rizobios constituyen un grupo bien definido de genes
esenciales para la simbiosis. Las moléculas mas estudiadas en la interaccion
planta-microorganismo son los expolisacéridos (EPS), los lipopolisacaridos (LPS) y
los glucano ciclicos. (JEREZ, 2004).
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2.4.6 Genes que Participan en la Simbiosis

El proceso de la nodulacion comprende un complejo intercambio de sefiales que
conducen a una expresion coordinada tanto de los genes de la bacteria como de la
planta. En esta ultima, los productores de los genes, denominados nodulinas,
pueden ser de dos tipos, dependiendo de su funciébn y del momento de su
expresion: las nodulinas tempranas se expresan durante el proceso de infeccion y
en la morfogénesis nodular, mientras que las nodulinas tardias lo hacen durante la
fijacion de nitrégeno (FREIRE, 1996).

En la bacteria, los genes implicados en el proceso de nodulacion se dividen en dos
grupos cuya funcién se encuentra diferenciada: los genes tempranos comprenden
los genes de nodulacion y los que determinan las estructuras superficiales de los
rizobios (MARTINEZ et al., 1990).

Los genes responsables de la infeccion de la planta, formacion del nédulo y sintesis
de la molécula sefial son los denominados genes de nodulacién en los que se
incluyen los genes nod, nol y noe. Los genes de nodulacién se clasifican en
comunes y especificos. Los primeros nodABCIJ han sido encontrados en todos los
rizobios estudiados hasta la fecha, mientras que los genes especificos de huésped
(hsn) solo son necesarios para la nodulacién de un huésped particular. La funcién
principal de los genes de nodulacion es la biosintesis de los factores Nod o
moléculas sefial, que disparan en la planta el programa de morfogénesis nodular
(curvatura del pelo radical, induccion de los focos meristematicos, etc.)
(STACEY,1995).

Los genes de nodulacién no se transcriben en ausencia de la planta hospedera, a
excepcion del gen regulador nodD que puede expresarse en vida libre. La
activacion de la transcripcion de estos genes depende tanto de la presencia de
flavonoides y derivados que se encuentran en los exudados radicales de la planta
como de la proteina reguladora NodD (SPAINK, 1994). La proteina NodD activa los
genes nod uniéndose a una region conservada de la caja nod ubicada corriente
arriba del operén nod (STACEY 1995).

Entre los genes tempranos vinculados con la sintesis de las estructuras
superficiales de los rizobios, estan los genes exo, que codifican enzimas que

participan en la sintesis del polisacarido extracelular (EPS). Estos parecen ser
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indispensables para la formacién de los canales de infeccidn, fundamentalmente en
aquellas plantas que forman nodulos indeterminados. También se les ha atribuido la
funcion de evitar la activacion del sistema de defensa de la planta contra la bacteria.
(SPAINK, 1994). Los genes Ips intervienen en la sintesis de los lipopolisacaridos
(LPS) ubicados en la membrana externa bacteriana. A diferencia de los EPS, los
LPS son necesarios tanto para la formacion de nodulos determinados como
indeterminados aunque son diferente nivel de requerimiento. Asi mismo, es
probable que el LPS actie como sefial para la planta, ya sea ayudando a la
interaccion simbidtica o suprimiendo las respuestas defensivas. Finalmente, los
genes ndv son responsables de la sintesis de los B-glucanos ciclicos, componentes
de la pared celular que se encuentra casi exclusivamente en los rizobios. Se cree
que cumplen un papel importante en la osmorregulacién, actuando como protector
osmotico, y en la interaccion planta-bacteria. A su vez, numerosas evidencias
sugieren que estas moléculas podrian participar también, en la respuesta de
defensa de la planta (BREEDVELD y MILLER, 1998).

Una vez desarrollado el ndédulo, los rizobios se diferencian en el interior de las
células vegetales como bacteroides y es alli donde se activa el proceso de fijacion
de nitrdgeno. Este proceso estd mediado por la induccién microaerébica de los
genes de fijacion nif y fix (tardios) via la hemoproteina FISL. Las subunidades alfa y
beta del componente | 0 MoFe-proteina de la nitrogenasa, estan codificados por los
genes nifD y nifK respectivamente, mientras que los polipéptidos del componente |l
o proteina Fe (dinitrogenasa reductasa) estan codificadas por el gen nifH. El
ensamblaje completo de la enzima nitrogenada requiere a su vez de los productos
de otros genes nif, en particular los de los genes nifB, nifE y nifN, necesarios para la
biosintesis del cofactor FeMo (SPAINK, 1994).

Entre las diversas simbiosis fijadoras de nitrdgeno que han evolucionado
independiente en el tiempo, la asociacién de las leguminosas con los rizobios
parece estar bien adaptada para la fijacibn de nitrégeno. Esto se debe
probablemente a la eficiencia de los nddulos en la regulacion del ambiente fisico-
quimico necesario para la expresion Optima de la actividad nitrogenasa del
microsimbionte. Los componentes claves de esos circuitos reguladores son la
barrera de difusién del oxigeno y la proteina leghemoglobina (Lb) que controlan
estrictamente la concentracion de oxigeno dentro de los tejidos manteniendo el
nivel microaerobico 6ptimo. Esta es una condicion estrictamente necesaria ya que

el complejo nitrogenasa es irreversiblemente inactivado por concentraciones
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elevadas de oxigeno, aun cuando los bacteroides necesitan de él para la
respiracion. La barrera de difusion de oxigeno reduce en 10* — 10° veces los niveles
de oxigeno libre en los tejidos de fijacion, mientras que la proteina Lb es requerida
para la difusion de oxigeno a través del citoplasma de las células infectadas hacia la
membrana del simbiosoma para la respiracion activa del bacteroide. (VINUESA,
1998).

2.4.7 Tipos de Nédulos

El tipo de nddulos que se desarrolla estd determinado por la planta hospedera.
Segun su estructura los nédulos se han clasificado en determinados e
indeterminados. Los nodulos indeterminados son alargados y cilindricos y se
desarrollan mediante un crecimiento distal desde un meristema apical persistente,
mientras que los nédulos determinados son esféricos y se desarrollan a partir de un
meristema hemisférico no persistente (HAUKKA, 1997). Todos los estadios del
desarrollo de los nédulos indeterminados estan representados en uno mismo,
desde el meristema distal al punto proximal de unién a la raiz, ya que todas las
etapas ocurren simultdneamente. Algunos ejemplos de leguminosas que forman
nddulos indeterminados son el trébol, alfalfa, arveja y guisante. Por otro lado, los
nédulos determinados son esféricos y la division celular cesa en el inicio de su
desarrollo por lo que forma final del mismo resulta del agrandamiento y no de la
divisiébn de las células. Entre las plantas que forman nédulos determinados se

encuentra la soya, el fréjol y el mani.
2.4.8 Fisiologia de los N6dulos

La planta huésped suministra carbono y regula el oxigeno. La fijacion del
nitrdgeno absorbe gran cantidad de energia y suele estar limitada por el aporte de
carbono, en teoria, son necesarios hasta 22 moles de glucosa por un mol de
nitrogeno fijado, de la manera que una parte sustancial de la produccion
fotosintética de la planta (7 al 12%) esta destinada en gran medida a los nédulos
(PAUL Y KUCEY, 1981).

En la fijacion del nitrdgeno atmosférico se convierte en nitrégeno orgénico
gracias a la accion del complejo enzimético denominado nitrogenasa. La
abnegacion con agua resulta perjudicial para la fijacion del nitrégeno en las

leguminosas. Si bien la nitrogenasa requiere condiciones anaerobias o con escaso
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oxigeno, las plantas y los rizobios los necesitan para respirar. La leguhemoglobina
se acumula entre los bacteroides y la membrana periobacteroide, proporcionando
un color rojizo cuando son cortados los nédulos, esta presenta una elevada afinidad
con el oxigeno, disminuyendo su concentracion en los nddulos lo suficiente como
para  permitir que la respiracion y la fijacion del nitrébgeno se realicen

simultdneamente.

Los rizobios obtienen el carbono y a su vez, cuidan y suministran nitrégeno a
las plantas. Los bacteroides excretan amonio (NHs), el cual es fijado rapidamente
por el glutamato dihidrogenasa (GDH). Los productos abandonan el nédulo a través
del xilema. ElI NH; que los rizobios producen se transforma en alantoina y acido

alantoico, en leguminosas tropicales (COYNE, 2000)
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Materiales de Laboratorio

. Céamara de flujo laminar

. Medios de cultivo (Anexo 4)

*  Autoclave

. Microscopio compuesto (100 x)

. Estufa

. Potenciometro

. Micro pipeta

. Incubador.

»  Cristaleria

. Reactivos

. Fundas de plastico y de crecimiento (16,5 cm x 17,5 cm)
»  Tijeras, pinzas, hojas de bisturi

. Solucion nutritiva de Summerfield-N (Anexo 3)
. Macetas (Jarras Magenta)

. Sustrato (turba)

. Semillas de pueraria

. Balanza

e Agitador

3.1.2 Materiales de Campo

e Barreno

* Palas de desfonde

¢ Fundas de polietileno

« Etiquetas para identificacion
* Refrigerante

» Guantes de contacto

e Agua destilada
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3.1.3 Materiales de Analisis y Trabajo

= Computadora
= Cémara Digital
= Libro de Campo

= Papeleria

3.2METODO

3.2.1 Definicién de las areas de muestreo.

La distribucion de las zonas de muestreo de las cepas de la bacteria
“Rhizobium” se realizdé en una forma aleatoria de acuerdo a la superficie sembrada
en los zonas productores de palma aceitera. (Bloques) (San Lorenzo, Occidental y
Region Amazédnica)(Censo Palmero, 2005) La cantidad total fue de 60 muestras. En

el Cuadro 1, podemos observar la distribucion de las muestras.

Cuadro 1. Distribucion de toma de muestras por zona de superficie sembrada
de Palma Aceitera.
Zona Cadificacion Palmicultores | Superficie |% Muestras
Quinindé A/B,CDE 4091 119 414,61 | 58% 35
Quevedo F, G, H, I 1464 54 416,5 26% 16
San Lorenzo |K 71 15187,31 7% 4
Oriental J 350 18 266,89 9%
TOTAL 5976 207 285,31 | 100% 60

Fuente: Censo Palmero, 2005. (Anexo 2).

La informacion de los palmicultores por cada zona se tomé del Censo Palmero,
de acuerdo al nimero de muestras por zona, se realizé una distribucion aleatoria
para determinar los sitios de muestreo, donde se codifico la boleta del palmicultor y

la provincia donde se encuentra ubicado.

La distribucién de los lugares donde se tomé las muestras se encuentran

indicadas en el Anexo 2.
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3.2.2 Recoleccion de muestras de raices de pueraria

Para la toma de muestras de las cepas de la bacteria “Rhizobium”, se realiz6
una calicata para observar las raices de las plantas de pueraria, determinando la
ubicacion de los n6dulos. Posteriormente las muestras se almacenaron en fundas a
una temperatura de 4° C hasta el momento que se las utilizé en el laboratorio. La
identificacion se realiz6 colocando letras iniciales de los lugares de donde provienen

y con una numeracion progresiva.

La presente investigacion se dividio en tres fases:

3.3FASE DE LABORATORIO.- Aislamiento y caracterizacion fenotipica de la
bacteria.

3.3.1 Métodos especificos de manejo del experimento

3.3.1.1 Aislamiento de “ Rhizobium”

Para el aislamiento de los rizobios a partir de los nddulos, estos se

desinfectaron superficialmente segun el siguiente protocolo CIAT (1998):

* Sumergimiento de los nédulos en etanol (95%) durante 3 minutos.

e Sumergimiento de los nédulos en una solucidon de hipoclorito de sodio al
(5%) durante 3 minutos.

e Lavado de los nédulos por 5 veces en agua destilada estéril.

» Posteriormente, cada uno de los nddulos se resuspendieron en 200ul de
agua destilada estéril para luego ser macerado individualmente, bajo
condiciones totalmente asépticas.

e Una alicuota de 25ul del macerado se sembré en placas Petri conteniendo
levadura, manitol, agar, mas el indicador de contaminantes Rojo Congo
(LMA+RC) (VINCENT, 1975). Las placas se incubaron a 26 °C hasta la
obtencion de colonias.
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3.3.1.2 Pruebas de Autentificacion

Cultivos en medio LMA+Rojo Congo

Los rizobios de los nddulos provenientes de las plantas de pueraria se
sembraron en placas Petri conteniendo LMA con el indicador rojo congo (RC)
(10ml/L) (CIAT, 1988), e incubadas a 26° C durante 7 a 14 dias.

Cultivo en medio GPA

Los aislamientos se sembraron en medio glucosa—peptona-agar (GPA)
conteniendo purpura de bromocresol (10 ml/L) (CIAT, 1988). Las placas se

incubaron a 26° C durante 7 a 14 dias.

3.3.1.3 Conservacion de la Bacterias

La conservacion de las cepas bacterianas se realiz6 en tubos liofilizados,

para lo cual se siguié el siguiente protocolo:

Se prepar6 una solucion de peptona al 20% y otra de sucrosa al 10%. Estas
soluciones se esterilizaron por separado durante 15 minutos a 121° C. Se
mezclaron, y la mezcla se dispers6 en cajas Petri conteniendo la bacteria, frotando
la superficie del medio con un asa de platino, hasta formar una suspension
bacteriana homogénea. A continuacion, se colocd alicuotas de 200 ul de la
suspension bacteriana en tubos eppendorf (1.5 ml de capacidad) previamente

esterilizados y sellados con algodon esteéril.

Los tubos fueron llevados a un liofilizador Labconco. Los tubos
permanecieron 24 horas a — 54 °C, luego de lo cual, se cerraron y se almacenaron
en refrigeracion (4° C).

3.3.1.4 Caracterizacion de la bacteria

Crecimiento

Para el crecimiento en los distintos medios de cultivo se utiliz6 suspensiones

fisiolégicas frescas de cada uno de los aislamientos. Para lo cual, una colonia
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aislada se transfirié al medio levadura manitol que fue incubado a 26 °C. Una vez
que todos los cultivos bacterianos alcanzaron un contenido aproximado de
10°cel/ml, determinado por la metodologia de Mac Farland (SOMASEGARAN vy
HOBEN, 1994), aproximadamente después de 12-14 dias; por dilucion en agua

estéril se llevo a una concentracion final de 10°cel/ml.

A partir de las suspensiones bacterianas (10° cel/ml), se tomé alicuotas de 50 pl
depositadas cada una de ellas dentro de los orificios de un plato de ELISA
(BERNAL y GRAHAM, 2001). Con la ayuda de un inoculador multipunto de 48

descargas, se transfirid sobre la superficie de los distintos medios de cultivo.

3.3.1.5 Variables

3.3.1.5.1 Tiempo de Crecimiento

Los aislamientos se sembraron en el medio levadura manitol agar (LMA),
determinandose dos rangos de crecimiento: 3 a 5 dias para rizobios de crecimiento
rapido y 7 a 12 dias para rizobios de crecimiento lento (Somasegaran y Hoben,
1994). Los aislamiento se incubaron a 26 °C y las lecturas se ejecutaron a los 5y
12 dias.

3.3.1.5.2 Morfologia de Colonias

Los aislamientos se sembraron en medio LMA e incubados a 26 °C hasta la
aparicion de las colonias. Estas se clasificaron en tres categorias: acuosas

translicidas, acuosas blancas opacas y cremosas opacas.

3.3.1.5.3 Produccion de acidez y alcalinidad del medio LMA

Los microsimbiontes de Pueraria se sembraron en medio LMA conteniendo
azul de bromotimol (0.25 g/100ml) (CIAT, 1988). Las placas se incubaron a 26°C
por 7 dias determinandose la acidificacion (color amarillo) o alcalinizacion (color

azul) producido por las bacterias.
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3.3.1.5.4 Crecimiento en fuentes de carbono y nitrdgeno

Se siguid el método descrito por Bernal y Graham. (2001). Se utilizaron
diferentes soluciones de fuentes de carbono y nitr6geno, entre las que se
menciona: sorbosa, tartrato, D-glucoronic, eritritol, dulcitol, citrato, lactatosa, glicina,
triptéfano, tirosina, respectivamente. Cada una usada en una concentracion final de
1g-L* en un medio basal. Ademéas se incluyeron glucosa, galactosa, xylosa,
fructosa, maltosa, sacarosa. El crecimiento de las bacterias se determino a los 7
dias de incubacion. (JEREZ, 2004).

3.3.1.5.5 Resistencia a antibioticos

Los aislamientos se probaron de acuerdo a su capacidad de resistencia a
los antibidticos: estreptomicina, espectinomicina, kanamicina, acido nalidixico,
contenidos en medio triptona-levadura-agar (TLA) (BERNAL y GRAHAM, 2001).

3.3.1.5.6 Tolerancia a metales pesados

Se siguio el método descrito por BERNAL y GRAHAM (2001), probando la
tolerancia a: Al, Pb, Cu, Zn, contenidos en medio TLA. La presencia o ausencia de
crecimiento de los aislamientos, se determind luego de ser incubados a 26 °Cc

durante 7 dias.
3.3.1.5.7 Tolerancia a pH acido y alcalino
Los aislamientos se evaluaron en su capacidad de crecer en medio triptona-
levadura-agar (TLA) a pH 4.5; 5.0; y 85 (BERNAL y GRAHAM, 2001). EI
crecimiento se determiné luego de incubar los cultivos a 26 °C durante 7 dias.
3.3.1.5.8 Tolerancia a concentraciones de NacCl
Se siguid el método descrito por BERNAL y GRAHAM (2001), determinando

la tolerancia a 0.5%; 1.0%; 2.0% de NaCl. Los medio TLA (triptona-levadura-agar)

conteniendo dichas concentraciones de sal se incubaron a 26 °C durante 7 dias.
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Las fuentes de carbono y nitrégeno, asi como los antibi6ticos, metales
pesados y cloruro de sodio se esterilizaron por filtracion utilizando filtros Acrodisc,

de 0.2 pm, para ser afiadidos a los distintos medios estériles a 55 °C.

3.3.1.5.9 Tolerancia al Nitrdgeno

Se siguié el método descrito por Bernal y Graham (2001), probando la
tolerancia a concentraciones de 20, 50, 100 y 500 ug/ml de N en una dilucién de
1g/L, contenidos en medio LMA. La presencia o ausencia de crecimiento de los

aislamientos se determiné luego de ser incubados a 26 °C durante 7 dias.

3.3.1.6 Identificacion a nivel de genero

3.3.1.6.1 Andlisis estadistico

Para determinar el grado de relacién de los aislamientos de “Rhizobium”, los
resultados de la caracterizacion se sometieron a un analisis de Closter o
agrupamiento. Para esto se elabor6 una matriz de datos binarios. El crecimiento
positivo de las cepas en cada prueba fue considerada como valor uno (1) y la

ausencia de crecimiento como cero (0).

Una vez codificados los datos se sometieron al analisis de Cluster, utilizando
el método de UPGMA (Media Aritmética No Ponderada; Sneath & Sokal,
1973).También se utilizaron los programas SPSS ver. 8.0 y el SAS (Stadistic
Analisis System). El andlisis de Closter permitié generar un dendograma mostrando

la relacion (parentesco) entre las diferentes cepas aisladas.

3.4FASE DE INVERNADERO.- Evaluacion de la Eficiencia Simbidtica en

Sustrato
34.1 Factores en estudio
Para este estudio, las cepas purificadas fueron los factores en estudio. Se

tomaron representantes de cada grupo formado en el dendograma, correspondiente

a la caracterizacion de las cepas.
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3.4.2 Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron:

Cuadro 2. Esquema del Andlisis de Varianza para la determinacion de la

Eficiencia de Fijacion de Nitrégeno.

No. | Tratamientos Designacion No. | Tratamientos Designacion
1 TT Tratamiento Absoluto 22 C26 Cepa 26
Tratamiento
2 TN Nitrogenado 23 C29 Cepa 29
3 C1 Cepa l 24 C30 Cepa 30
4 C2 Cepa 2 25 C34 Cepa 34
5 C5 Cepa b 26 C36 Cepa 36
6 C6 Cepa 6 27 C37 Cepa 37
7 C7 Cepa 7 28 C38 Cepa 38
8 C8 Cepa 8 29 C43 Cepa 43
9 C9 Cepa 9 30 C44 Cepa 44
10 C10 Cepa 10 31 C45 Cepa 45
11 C12 Cepa 12 32 C46 Cepa 46
12 C13 Cepa 13 33 C47 Cepa 47
13 Cl4 Cepa 14 34 C51 Cepa 51
14 C15 Cepa 15 35 C52 Cepa 52
15 C16 Cepa 16 36 C53 Cepa 53
16 C17 Cepa 17 37 C55 Cepa 55
17 C18 Cepa 18 38 C56 Cepa 56
18 C19 Cepa 19 39 C58 Cepa 58
19 C20 Cepa 20 40 C59 Cepa 59
20 Cc21 Cepa 21 41 C60 Cepa 60
21 C24 Cepa 24 42 C Col Cepa Colombiana
3.4.3 Procedimientos

3.4.3.1 Disefio experimental

e Tipo de Disefio

Se aplicé un Disefio Completamente al Azar (DCA).

¢ NuUmero de Repeticiones

Tres.
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3.4.4 Caracteristicas de las unidades experimentale s
Estuvo conformada por una maceta conteniendo, sustrato (turba y pomina,
3:1), en la cual se coloco dos semillas de Pueraria phaseoloides previamente
desinfectadas y pregerminadas. Posteriormente, se las inocul6 (directamente al
sustrato) con las cepas de “Rhizobium”, especificas de acuerdo al tratamiento, en
una cantidad de 10ml conteniendo 10° cel/ml.
3.4.4.1 Andlisis estadistico
3.4.4.1.1 Analisis Funcional
Se calculé el Coeficiente de Variacion expresado en porcentaje (CV%), la
prueba de Tukey al 5%, para los tratamientos, y comparaciones ortogonales se
utilizo DMS 5%.
3.4.4.1.2 Datos a tomar y métodos de evaluacion

3.4.4.1.2.1 Peso fresco de la parte aérea

A los 60 dias de crecimiento, las plantas fueron cortadas a la altura del

cuello de la raiz. El follaje fresco fue pesado y se anot6 el resultado en gramos.

3.4.4.1.2.2 Peso seco de la parte aérea

El follaje fue secado en estufa a 70° C durante 48 h y luego pesado y se

registro el resultado en gramos.

3.4.4.1.2.3 NUmero de nédulos

Al mismo tiempo del corte del follaje, se evalud la nodulacion en cada una

de las raices, determinando el nimero de ndédulos.

3.4.4.1.2.4 Peso de nédulos frescos

Los nédulos fueron pesados y el resultado se anot6 en gramos.



37

3.4.4.1.2.5 Peso de nédulos secos

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

a 70° C durante 48 h, luego pesados y el resultado se lo expreso en gramos.

3.4.4.1.2.6 Porcentaje de nitrégeno en la parte aérea

Se realiz6 el andlisis foliar en el laboratorio para determinar el porcentaje de

N en la parte aérea de las plantas.

3.4.4.1.2.7 Determinacion de Nitrégeno Total

Se multiplico el peso de la materia seca de las plantas por la cantidad de

nitrégeno presente en las mismas.

3.45 Métodos especificos de manejo del experimento

3.4.5.1 Activacion de las cepas en medio LMA

Se tomaron los tubos eppendorf conteniendo las cepas conservadas por
liofilizacion. Se prepard una solucion estéril de sucrosa y sacarosa. Se coloco 200
uml, de la solucién en cada tubo y se procedié a activar la bacteria en medio LMA,
durante 15 dias (JEREZ, 2004).

3.4.5.2 Desinfeccién superficial y germinacion de las semillas

Las semillas de pueraria limpias, sanas y de tamafo uniforme, se
esterilizaron superficialmente siguiendo el método de VINCENT (1975). Las
semillas fueron tratadas con etanol 96 % durante 3 minutos, hipoclorito de sodio al
5 % durante 3 minutos, y lavados (7 veces) con agua destilada estéril. Las semillas
fueron germinadas en placas de Petri conteniendo agar al 1.5 % e incubadas a 27°

C durante 4 dias.
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3.4.5.3 Adecuacion del sustrato

Se realiz6 un analisis fisico-quimico del sustrato para en base a los

resultados, prever la fertilizacién con P, K 'y micro nutrientes.
3.4.5.4 Preparacion de Inoculante

Se preparo medio liquido de levadura manitol, se coloco 10 ml de este
medio en tubos, los cuales fueron esterilizados. En condiciones de asepsia, se
coloco con un asa de platino una alicuota de las cepas activadas. Los tubos
permanecieron por 72 horas en agitacion constante, a una velocidad de 90 rpm. Se
determino la concentracién de las cepas, uniformizando la concentraciéon a 10°

cel/ml.
3.4.5.5 Siembra e inoculacion

Las macetas fueron desinfectadas con alcohol antiséptico, antes de colocar
el sustrato. Al momento de colocar el sustrato, se tuvo la precaucion de no tocarlo
directamente con las manos para evitar contaminacién. Las macetas fueron

colocadas en un invernadero a 28° C, y 80% de humedad.

Dos semillas pre-germinadas fueron transferidas asépticamente a las
macetas que contenian el sustrato que previamente fue sometido a esterilizacion

por una hora.

Los cultivos crecidos con una concentracion de 10% cel/ml se tomaron 10 ml

y se depositaron sobre la semilla pre-germinada.
Se observo el crecimiento de las plantas durante 60 dias.
3.4.5.6 Labores Culturales
De acuerdo a la evapotranspiracion del sustrato y a observaciones visuales
de humedad del mismo, se procedi6 a regar con agua destilada estéril en

cantidades de 50 ml en los primeros 20 dias y 100 ml en los dias restantes. A los

15, 30 y 45 dias se incorpord elementos nutritivos en las macetas con medio
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Summerfield Nutritivo (JEREZ, 2004). A los 60 dias, las plantas fueron cosechadas

y colocadas en fundas de papel.

4 Caracteristicas del campo de experimentacion

La fase de invernadero se realizo en las Instalaciones del

Centro de Investigaciones de Palma Aceitera CIPAL.

Localizacién
Provincia; Esmeraldas
Canton: La Concordia
Parroquia: La Concordia
Lugar: CIPAL

Caracteristicas geograficas y climaticas '

Altitud: 260 msnm

Latitud: 0002°54"Ss
Longitud: 7924°54"W
Precipitacion anual promedio: 3071 mm
Luminosidad promedio: 626 horas
Temperatura promedio: 24°C

Temperatura maxima: 30°C

Temperatura minima: 20°C

Topografia: plana en un 40% y

ondulada un 60%
Tipo de suelo: Franco Arcilloso

Franco Limoso

Orden: Inseptisoles.
Origen: Ceniza Volcanica
Humedad promedio anual: 88%.

! Estacién Metereolégica Santo Domingo, Promedio&fites (1970-2000).
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3.5FASE DE CAMPO.- Evaluacién de la Eficiencia Simbio6tica en Campo.

3.5.1 Factores en estudio

Cepas seleccionadas por localidad (C) andlisis combinado Cepas por
Localidades (C) x (L).

Cepas (C)
SIGNO| CEPAS SELECCIONADAS

cl QP12

c2 QuzZN47

c3 QE26

c4 QuLR51

c5 QE43

c6 ccC

3.5.2 Tratamientos

Los tratamientos por localidades fueron:

Cuadro 3. Esquema de Analisis de Varianza para localidades

No. | CODIGO DESCRIPCION
T1 | QE12 Pueraria + QE12
T2 | QuUZN47 Pueraria + QuZN47
T3 | QE26 Pueraria + QE26
T4 | QuLR51 Pueraria + QULR51
T5 | QE43 Pueraria + QE43
T6 CC Pueraria + CC
T7 TN Pueraria + Fertilizacion N
T8 TT Pueraria
T9 M Maiz
T10 S Sorgo

Las Localidades fueron:

LOCALIDADES | CODIGO ZONA
PALPAILON P SAN LORENZO
ALESPALMA A SAN LORENZO

ESPE E QUEVEDO
CIPAL C QUININDE
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3.5.3 Procedimientos

3.5.3.1 Disefo experimental

o Tipo de Disefio

Se aplicé un Disefio de Blogues Completamente al Azar (DBCA),

para cada localidad y un combinado entre localidades.

o0 Numero de Repeticiones

Cuatro.

3.5.3.2 Caracteristicas de las unidades experimenta les

3.5.3.2.1 Unidad experimental

La unidad experimental consté de siete surcos y sus dimensiones fueron de
5,20 m largo x 0,5 m de ancho (18,20 m?), separadas una de otra por 1 metro de

distancia. Los bloques mantuvieron una distancia de 2 metros.

3.5.3.2.2 Parcela neta

La parcela neta estuvo constituida de 3 surcos centrales, siendo sus
dimensiones de 4.20 de largo x 0.5 m de ancho, correspondiendo el area total a 6,3

m2

3.5.3.2.3 Andlisis funcional.
Se calcul6 el Coeficiente de Variacion (expresado en porcentaje CV%), la

prueba de Tukey al 5%, para los tratamientos, sitios, cepas. Adicionalmente se

realizaron comparaciones ortogonales utilizando DMS 5%.
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3.5.3.3 Datos a tomar y métodos de evaluacién

3.5.3.3.1 Peso fresco de la parte aérea

Se realiz6 observaciones de nodulacion, a los 60 dias de sembrado. Se
tomaron nueve plantas al azar de los tres surcos centrales. Se determiné el peso de

la parte aéreay se registrd el peso en gramos/planta.

3.56.3.3.2 Peso seco de la parte aérea

El mismo material vegetal fresco se secé en una estufa a 70° C durante 48

horas, posteriormente se registrd el peso seco en gramos/planta.

3.5.3.3.3 Peso de nédulos

De las raices de las mismas nueve plantas se separaron los nodulos. Se

registré su peso después de mantenerlos en estufa a 70° C por 48 horas.

3.5.3.3.4 Porcentaje de nitrégeno total

De una muestra tomada de la parcela neta, se realiz6 un analisis foliar para
determinar el contenido de NT (%). Este parametro se determiné por el método de
Kjeldalh, en los laboratorios del Departamento de Manejo de Suelos y Agua
(DMSA) de la EESC del INIAP.

3.5.3.3.5 Determinacion de Nitrégeno Total

Para determinar el peso de la materia seca por hectarea, se aplico el
método del cuadrante. En la parcela neta, se colocd al azar un cuadrante de
madera de 0,25 m, se cortd las plantas que estaban dentro y se determind la
materia seca. Luego, este valor se multiplicé por el porcentaje de nitrégeno

obtenido en el laboratorio.
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3.5.4 Métodos especificos de manejo del experimento

Se preparo el suelo mediante la limpieza y remocion superficial del suelo;
para posteriormente trazar los surcos a 0,50 m de distancia. Se efectu¢ el trazado

de los bloques, cada uno con 4 parcelas que serian las unidades experimentales.

Antes de la siembra se procedié a fertilizar todas las parcelas con fasforo,
potasio y micro nutrientes, de acuerdo al andlisis del suelo realizado en la EESC, y
a los requerimientos del cultivo. Se aplicé urea (46% N, 80 kg/ha) Unicamente en

las unidades experimentales del tratamiento nitrogenado.

Para la preparacion del inoculante, se procedi6 a reactivar las cepas
liofilizadas en medio LMA, después se las coloco en medio liquido LM, agitandolas
hasta que alcanzaron una concentracién de 10 cel/ml, paralelamente se selecciono
un turba con un alto contenido de materia organica (70 a 60% de MO), se lo
esterilizo por una hora. Luego en medio aséptico, se coloco la turba en fundas de
plasticas estériles. Por ultimo se coloco una cantidad de 10 ml de suspension de

bacterias a una concentracion de 10° cel/ml y se las incubo durante 7 dias.

Las semillas se inocularon al momento de la siembra, incorporando las
cepas contenidas en turba. La dosis fue de 10 g de inoculante por kilogramo de
semilla, mas una solucién de azucar al 25%. Para esto, se siguié la metodologia

sugerida por Bernal et al. (2002).

La siembra de la semilla se efectué en forma manual con el sistema de
golpes cada 40 cm. de distancia entre plantas. En cada sitio se depositaron tres
semillas. Antes de la siembra, se realiz6 un riego para garantizar un mejor

establecimiento de la bacteria y la germinacién de la semilla.

Se realizaron controles para las hormigas, con el uso de una bomba
endosulfadora. Los riegos se realizaron dependiendo de las condiciones medio

ambientales.

La tomas de datos se realiz6 manualmente a los 60 dias de edad del cultivo.
Las plantas fueron cortadas en la base del tallo y colocadas en fundas de papel.
Estas fueron previamente identificadas de acuerdo al tratamiento. Se las sometid al

peso fresco y seco.



44

3.5.5 Caracteristicas de los sitios experimentales.

Localizaciéon 1. La Concordia.

Provincia: Esmeraldas
Canton: La Concordia
Parroquia: La Concordia
Lugar: CIPAL

Localizacion 2. San Lorenzo.

Provincia: Esmeraldas

Canton: San Lorenzo
Parroquia: Km 5

Lugar: Palmeras de Palpailon

Localizaciéon 3. San Lorenzo.

Provincia: Esmeraldas
Canton: San Lorenzo
Parroquia: Waiza
Lugar: Alespalma

Localizacion 4. Quevedo.

Provincia: Pichincha — Los Rios.
Canton: Santo Domingo
Parroquia: Luz de América

Lugar: Hda. Zoila Luz
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V. RESULTADOS Y DISCUCION
4.1 FASE DE LABORATORIO
4.1.1 BANCO GERMOPLASMICO.
4.1.1.1 Localidades de Recoleccién
Las muestras de aislamientos nativos de las bacterias fueron 60
provenientes de las cuatro zonas productoras de Palma Aceitera 35 de la zona de
Quinindé, 5 de la zona de San Lorenzo, 5 de la zona del Oriente y 15 de la zona de
Quevedo.
Cuadro 4.

Localidades de las Zonas de Quinindé, San Lorenzo, Oriente y

Quevedo, donde se recolectaron los aislamientos nativos de

“rizobios” asociados a la Pueraria (Pueraria phaseoloides).

ZONA N°. LOCALIDAD PROVINCIA
1 Quinindé Esmeraldas
2 Quinindé Esmeraldas
3 Quinindé Esmeraldas
4 Quinindé Esmeraldas
5 Quinindé Esmeraldas
6 Quinindé Esmeraldas
7 Union Manabita Esmeraldas
8 Via Vélez-Mataje Esmeraldas
9 Quinindé Esmeraldas
10 Quinindé Esmeraldas
11 Santo Domingo Pichincha
Quininde | 12 Zona no Delimitada Pichincha
13 Zona no Delimitada Zona no Delimitada
14 Zona no Delimitada Zona no Delimitada
15 Zona no Delimitada Zona no Delimitada
16 El Silencio Zona no Delimitada
17 Almorzadero Esmeraldas
18 Quinindé Esmeraldas
19 Puerto Quito Pichincha
20 Puerto Quito Pichincha
21 Quinindé Esmeraldas
22 Quinindé Esmeraldas
23 Puerto Quito Esmeraldas
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24 Siempre Unidos Zona no Delimitada

25 Quinindé Esmeraldas

26 Quinindé Esmeraldas

27 Quinindé Esmeraldas

28 Quinindé Esmeraldas

29 Santo Domingo Pichincha

30 Zona no Delimitada Zona no Delimitada

31 Zona no Delimitada Zona no Delimitada

32 Quinindé Esmeraldas

33 Rosa Zarate Esmeraldas

34 Rosa Zarate Esmeraldas

35 Zona no Delimitada Zona no Delimitada

1 San Lorenzo Esmeraldas

2 San Lorenzo Esmeraldas
L 0?:22 o 3 San Lorenzo Esmeraldas

4 San Lorenzo Esmeraldas

5 San Lorenzo Esmeraldas

1 Orellana Orellana

2 Orellana Orellana
Oriente 3 Shushufindi Sucumbios

4 Shushufindi Sucumbios

5 Shushufindi Sucumbios

1 Recinto La 25 Los Rios

2 Paraiso la 14 Zona no Delimitada

3 El Palme Guayas

4 Paraiso la amazonas | Zona no Delimitada

5 Paraiso Santa Martha | Zona no Delimitada

6 Buena Fe Los Rios

7 Santo Domingo Pichincha
Quevedo | 8 Valencia Los Rios

9 Valencia Los Rios

10 Valencia Los Rios

11 Ventanas Los Rios

12 Valencia Los Rios

13 Valencia Los Rios

14 Quevedo Los Rios

15 Buena Fe Los Rios

Adicionalmente se utilizé como testigo, una cepa proveniente del Laboratorio
MICROAGRO de Colombia.




Se clasifico a cada cepa nativa, asignandole la primera letra de la zona de
procedencia, seguido de la primera letra de cada provincia proveniente y el nimero
correspondiente al orden de toma muestras. De esta manera se obtuvo 35 cepas de

la zona de Quinindé, 5 de la zona de San Lorenzo, 5 de la zona de Oriente y 15 de

la zona de Quevedo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Codificacion de

phaseoloides ), recolectadas en las cuatro zonas productoras de

Palma Aceitera y los nombres de los palmicultores donde se realizo

la recoleccion.

a7

cepas nativas en

NP°. | Codificacién PROPIETARIO

1 QE1 Argotti Luis

2 QE2 Mayor Alfonso Hernandez
3 QE3 Furukawa

4 QE4 Soto Walter

5 QES5 Mufoz Jorge

6 QE®6 Bechach

7 QE7 Mendieta Winter

8 QES8 Alvarez Miguel

9 QE9 Farias Roque

10 QE10 Cérdova Cevallos Ed
11 QP11 Hitti Pierre

12 QP12 Alzamora Mario
13 QZN13 Hasegawa

14 QZN14 Cooperativa Orellana
15 QZN15 Palacios Maximo
16 QZN16 Marifio Antonieta
17 QE17 Dr. Cérdova

18 QE18 Egas Patricio

19 QP19 Gonzéalez Ramiro
20 QP20 Meneces Ramiro
21 QE26 Cedefio Maura
22 QE27 Tipan Maria

23 QEZ28 Gangotena Enrique
24 QZN29 Sanchez Dionisio
25 QE30 Salazar Juan

26 QE31 Choez Angel

27 QE32 Cevallos Rodrigo
28 QE33 Inexpal

29 QP39 Barreiro Lidia

30 QZN40 Davalos Juan Carlos
31 QZN41 Pazmifio Armando
32 QE42 Palmeras de los Andes
33 QEA43 Garcia Victor

34 QE44 Egas Patricio

35 QZN45 Salinas Antonio

Pueraria (Pueraria
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1 SLE21 Palesema

2 SLE22 Palmeras de los Andes
3 SLE23 Palpailon

4 SLE24 Alespalma

5 SLE25 Aiquisa

1 0034 Martinez Ernesto

2 0035 Espafio Alberto

3 0S36 Valdivieso Beatriz

4 0S37 Palmeras del Ecuador
5 0S38 Chamba Amay Ramiro
1 QuLR46 Pacurucu Milton

2 QuZN47 Agroparaiso

3 QuG48 Davila Gustavo

4 QuZN49 Herrera Laura

5 QuZN50 Haro Carlos

6 QuLR51 Sandoval Cesar

7 QuP52 San Antonio

8 QuLR53 Etesa

9 QuLR54 Chang

10 QUuLR55 Alvarez Harry

11 QULR56 Wong Washington
12 QuULR57 Dilon Samuel

13 QuLR58 Chong

14 QuLR59 Manobanda

15 QUuLR60 Ortega Fernado

4.1.1.2 Conservacién de las Cepas

Cada una de las cepas nativas y la testigo, fueron crecidas en medio LMA, y
liofilizadas. Las cepas se mantienen almacenadas en el laboratorio de ANCUPA-
CIPAL a 4°C.

4.1.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA
4.1.2.1 Crecimiento de la Bacteria
Siete cepas (QE8, QE10, QE17, QE18, QP20, QE26, QZN29) (cuadro 7),
presentaron un crecimiento rapido en medio LMA, con un tiempo de crecimiento de

colonias de 3 dias versus 9 dias de las 33 restantes, las cuales fueron consideradas

de crecimiento lento en el mismo medio de cultivo. Las cepas de crecimiento rapido



49

resultaron ser de la Provincia de Esmeraldas (Quinindé y San Lorenzo) y una de la

Provincia de Pichincha (zona limite con Esmeraldas).

Cuadro 6. Crecimiento, morfologia y acidificacion del medio de cultivo.
Tipo de Acidificacion del
Cepas Crecimiento Morfologia Medio
QE1 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QE2 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QE3 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QE4 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QE6 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QE7 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QES8 Crecimiento Rapido | Acuoso Blanco Opaco Acidifican
QE10 | Crecimiento R4pido | Acuoso Blanco Opaco Alcalinizan
QP12 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QZN13 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QZN15 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QE17 | Crecimiento R4pido | Acuoso Blanco Opaco Alcalinizan
QE18 | Crecimiento R4pido | Acuoso Blanco Opaco Alcalinizan
QP19 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QP20 | Crecimiento Rapido | Acuoso Blanco Opaco Acidifican
QE26 | Crecimiento Rapido | Acuoso Blanco Opaco Acidifican
QZN29 | Crecimiento Rapido | Acuoso Blanco Opaco Acidifican
QZN41 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QEA43 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QE44 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QZN45 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
SLE21 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
SLE23 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
SLE24 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
0034 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
0S36 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
0S38 Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuLR46 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QuZN47 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuG48 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuZN49 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuZN50| Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuLR51 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuULR53 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuLR54 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuULR55 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Acidifican
QuLR57 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuULR58 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuULR59 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
QuULR60 | Crecimiento Lento Cremoso Opaco Alcalinizan
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4.1.2.2 Morfologia de las Colonias

Las cepas de crecimiento rapido, formaron colonias circulares de apariencia
acuosa de color blanco opaco, mientras que las cepas de crecimiento lento,

tomaron una coloracidon cremosa opaca (cuadro 7).

4.1.2.3 Variacion del pH del Medio de LMA + Azul de  Bromotimol

Los resultados mostraron que las cepas de crecimiento rapido (QE8, QE10,
QE17, QE18, QP20, QE26, QZN29), acidificaron el medio de cultivo LMA usando
azul de bromotimol, y convirtiéndolo a una coloracién amarillenta, con excepcion de
los aislamientos QE10, QE17, QE18 y SLE23, que alcalinizaron el medio de cultivo
(color azul). Las cepas de crecimiento lento, alcalinizaron el medio de cultivo, pero
asi mismo se observd ciertas excepciones, como las cepas QP12, QZN15, QP19,
SLE24, QE26, QZN29, QuLR46 y QULR55 que no lo hicieron.

4.1.2.4 Crecimiento en Diferentes Fuentes de Carbon o y Nitrdgeno

Un aspecto importante de sefalar en relaciéon a las fuentes de carbono, es
gue todas las cepas de la zona de San Lorenzo, fueron capaces de metabolizar los
disacéaridos: sacarosa, maltosa y lactosa, mientras que solamente cinco de la zona
de Quinindé, (QEL, QE6, QE10, QE17 y QP19), una cepa proveniente del Oriente
(O034), y dos de la zona de Quevedo (QuULR46 y QuLR58) tuvieron la capacidad
de metabolizar los tres disacéridos descritos. Con respecto a las fuentes de
nitrégeno: glycine, triptofano y tirosina, los resultados demostraron que solo las
cepas QE18 y QP19 de la zona de Quinindé, y las QULR53 y QuLr58, de la zona de
Quevedo, metabolizan las fuentes de N. Las cepas de las dos zonas restantes no
mostraron crecimiento notable en estas fuentes (Cuadro 8). Este comportamiento

de las cepas puede ser debido probablemente a algin mecanismo de adaptacion.
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las cepas nativas de rizobios nodulantes en

Comportamiento

Cuadro 7.

Pueraria (Pueraria phaseoloides) frente a diferentes fuentes de

Carbono y Nitrégeno.
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4.1.2.5 Tolerancia a Diferentes Condiciones de Estr  és.

4.1.2.5.1 Antibidticos.

Se observa en el cuadro 9, que la kanamicina fue el antibiético, al cual las
cepas en estudio presentaron mayor tolerancia, con cinco cepas de Quinindé, una
de San Lorenzo, una del oriente, y una de la zona de Quevedo. En el medio de
cultivo conteniendo &cido nalidixico, sdlo siete cepas mostraron crecimiento, de las
cuales, cuatro correspondieron a Quevedo, una a Quinindé, una a San Lorenzo y
una a la region amazoénica. En estreptomicina, a la concentracién arriba indicada,
crecieron siete, con tres pertenecientes Quinindé, tres a Quevedo y una al oriente.
En espectinomicina, ninguna de las cepas evidencié crecimiento a la concentracion

experimentada (Cuadro 9).

4.1.2.5.2 Metales Pesados.

Los datos obtenidos en el andlisis de metales pesados mostraron que cinco
cepas de Quinindé (QE7, QE8, QZN15, QP19, QE26) crecieron en el medio de
cultivo conteniendo los metales Zinc y Plomo, y solo una de San Lorenzo (SLE21) y
una del oriente (O0O34), crecieron en medio con este metal. Las cepas de Quevedo

no toleraron ninglin metal pesado (cuadro 9).

4.1.2.5.3 Acidez.

En cuanto a pH del medio, los resultados mostraron que tres cepas de
Quinindé (QE1, QE2, QE3J), toleraron los tres diferentes niveles de pH estudiados
(4.5, 5y 8.5). Se encontr6 que tres cepas de la misma zona (QE18, QP19, QP20)
fueron capaces de crecer a pH 4.5, y una (QZN45) a pH 8.5. Todas las cepas de
San Lorenzo toleraron los pH 5 y 8.5, con excepcion del pH 4.5. Las del oriente,
Unicamente la cepa 0034 tolerd el pH 4.5. De la zona de Quevedo, las cepas
QUZN47, QuG48 toleraron el pH 4.5, y dos cepas (QuLR46 y QuLR59) mostraron

crecimiento en pH 8.5.

41.2.5.4 Salinidad.

En relacion a la salinidad, ninguna de las cepas estudiadas crecié a las

concentraciones de 0.5; 1 y 2%.
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Tolerancia a diferentes niveles de estrés de las cepas noduladoras

Cuadro 8.

de Pueraria (Pueraria phaseoloides).
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4.1.2.55 Urea.

Dos cepas de Quinindé (QE10 y QE18), y cuatro de Quevedo (QuZN49,
Quzn50, QULR55 y QuLr57) crecieron a concentraciones analogas a las cantidades

de Urea aplicadas en el campo (de 530 y 460 gr por planta afio™.

4.1.2.5.6 Muriato de Potasio.

En cuanto al muriato de potasio, el aspecto mas relevante es que, las cepas
de Quevedo (QuzZN49, Quzn50, QULR55 y QuLr57) toleraron concentraciones
analogas a las del campo (460, 370 y 180 gr por planta afio™), mientras que las de
Quinindé (QE18, QP19, QE26 y QE44) toleraron concentraciones solo de 370y 180

gr por planta afio™

Las cepas de Quinindé son las que mas toleraron las concentraciones de
antibidticos, y de metales pesados. Estos resultados, pueden estar relacionados
con el hecho de que la zona mencionada es tradicionalmente agricola, sometida
desde hace afios a un manejo intensivo de la palma, con el uso de agroquimicos y
altos insumos, a los cuales las cepas y microorganismos del suelo en general
pudieron haberse adaptado a las condiciones adversas, generando tolerancia o
resistencia a determinados productos quimicos. Este hecho también se evidencia
en la zona de Quevedo principalmente con antibidticos. Estudios microbioldgicos de
laboratorio, realizados por la Universidad Técnica Equinoccial (Bernal, 2008)
evidenciaron una poblacion alta de actinomicetos en las dos zonas, y se conoce
que este grupo tiene la capacidad de producir una gama de antibiéticos como
mecanismo de sobre vivencia. Posiblemente, el rizobio en estas zonas convive
sinergéticamente con este grupo importante del suelo, generando mecanismos de

resistencia a los antibioticos.

Las cepas provenientes de San Lorenzo y Oriente, que son zonas
relativamente nuevas en la agricultura (en relacion al cultivo de la palma) en su
mayoria, la situacion fue diferente, es decir no toleraron las concentraciones de
antibioticos y metales pesados. Esto puede constituir un indicador que explica que
el uso excesivo de productos quimicos, afecta el desarrollo normal de

microorganismos presentes en el suelo, y por lo tanto su biodiversidad.
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Por los resultados obtenidos en la caracterizacion, la Pueraria al parecer es
nodulada por dos géneros de rizobium, Rhizobium con un crecimiento rapido, con
colonias de coloracién blanco lechosa y Bradyrhizobium con colonias de

crecimiento lento, y de coloracién cremosa opaca.

4.1.2.6 Andlisis Estadistico (Fase de Laboratorio)

De los resultados obtenidos del agrupamiento (Figura 1) a partir de la matriz de
datos binarios, se obtuvo el dendograma de la figura 2, originado después del
analisis estadistico, que logré identificar claramente dos grupos principales,
mostrando la relacion fenotipica de los aislamientos de rizobios asociados a la
Pueraria. El primer grupo estad conformado principalmente por aislamientos de las
zonas de Quinindé y San Lorenzo (QE1, SLE23, SLE24, QE6, QE3, QP19, QP20,
SLE21, QE10 y QEL17), dos de Quevedo (QuLR46 y QULR58 y una (O034) del
oriente. Estas cepas se diferenciaron del otro grupo con un coeficiente de

agrupamiento de 0.21.

El segundo grupo incluye también cepas de Quinindé (QE2, QE4, QE7, QES,
QP12, QZN13, QZN15, QE18, QE26, QZN29, QZN41, QE43, QE44, QZN45), once
de Quevedo (QuzN47, QuG48, QuLR49, QuLR50, QuLR55, QuLR51, QUuLR53,
QuLR54, QuLR57, QULR59 y QuLR60), y dos del oriente (OS36, OS38). En este

grupo se puede observar una mayor variabilidad entre los aislamientos.
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Figura 1. Andlisis de agrupamientos de una coleccion de aislamientos de
“Rhizobium” asociados a la Pueraria (Pueraria phaseoloides), en el

cultivo de Palma Aceitera. Ecuador.
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Figura 2. Dendograma mostrando los dos principales grupos de los aislamientos de
“rizobios” asociados a la Pueraria (Pueraria phaseoloides), en el cultivo de

Palma Aceitera, en el Ecuador.



58

4.2 INVERNADERO

Antes de probar en el campo, las cepas fueron evaluadas en el invernadero,
para seleccionar a las mejores cepas, en cuanto a la capacidad de Fijacion
Biologica de Nitrégeno. En invernadero se evaluaron 40 cepas, mas un control cepa
de Cenipalma y sus respectivos testigos. Se analizé el comportamiento de las
cepas en condiciones controladas por un tiempo de 60 dias.

Para la determinacion de Ila eficiencia simbidtica bajo condiciones
controladas se analizaron los parametros como: el peso fresco de la parte aérea,
peso seco de la parte aérea, nUmero de nddulos, peso fresco de ndédulos, peso

seco de nodulos y % de nitrégeno.

Cuadro 9. Andlisis de varianza para seis variables en la evaluacion de la
eficiencia simbiotica de 40 aislamientos de “rizobios” nondulantes de
Pueraria (Pueraria phaseoloides) en invernadero. ANCUPA-CIPAL.
La Concordia 2007.

Fuentes Nitréaeno Peso Peso NGmero de Peso Peso
de GL 9 Seco de | Seco de , Fresco de | Fresco de
S (%) - Nodulos .

Variacion la Planta | Nodulos Nodulos la Planta

Total 124

Cepas 41 | 0,215** 5,893** | 28,342** | 2772,272** | 30,502** | 29,174**

Error

Exp. 83

13,57 80,26
Promedio 2,19 gr/pl | 8,64 gr/pl gr/pl nod/pl 14,03 gr/pl | 19,28 gr/pl
%CV 15 20,9 0,9 40,2 2,4 20,1

** Altamente Significativo.

4.2.1 Porcentaje de Nitrdgeno en planta

El andlisis de varianza (Cuadro 9), para el porcentaje de nitrégeno, mostro
diferencias altamente significativas para tratamientos. El coeficiente de variacion fue
de 15% vy el promedio de nitrégeno fue de 2,19 gramos por planta. Lo que quiere
decir que cada cepa se comporta de diferente manera debido probablemente a las

caracteristicas medio ambientales y caracteristicas de los suelos.
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Realizada la comparacion de los promedios de los tratamientos, usando
Waller-Duncan (Cuadro 10), se observo 8 rangos de significacion. Las mejores
cepas fueron la QP20 Y QP12, demostrando una mayor capacidad de fijacifon de
nitrogeno, registrando el mejor promedio 2,7067 gramos por planta. En el dltimo
rango se encontré con el menor rango la cepa QuLr53, con un promedio de 1,7033

gramos de nitrégeno.

En el cuadro 10, se puede evidenciar claramente que las cepas QP12
seleccionada finalmente para la zona de San Lorenzo presentan ya una mayor
fijacion de nitrégeno desde el invernadero que el control nitrogenado y QuULR51
seleccionada para los bloques de Quininde y Quevedo, presentan un buen nivel de

fijacion de nitrégeno desde el invernadero mayor que el control nitrogenado.

Cuadro 10. Promedio y prueba de Waller-Duncan para porcentaje de nitrégeno
en la evaluacién de la eficiencia simbidtica de cuarenta aislamientos
de “rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en
Invernadero. ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

N°| Cepas | Promedio | Rango de Significacion
1 QP20 2,7067 A

2 QP12 2,7067 A

3 QE5 2,5667 Ab

4 QE7 2,5667 Abc

5 QES8 2,4767 Abcd
6 QE1 2,4967 Abcd
7 | QE26 2,4733 Abcde
8 QEG6 2,45 Abcdef
9 | SLE24 2,4267 Abcdefg
10| QE9 2,4033 Abcdefgh
11 TT 2,4033 Abcdefgh
12 | QULR51 2,38 Abcdefgh
13| QE30 2,38 Abcdefgh
14 TN 2,34 Abcdefgh
15 QE2 2,31 Abcdefgh
16| QE44 2,2867 Abcdefgh
17| OS36 2,2867 Abcdefgh
18| QuP52 2,2633 Abcdefgh
19| QP19 2,2633 Abcdefgh
20| QE18 2,2633 Abcdefgh
21| QE17 2,24 Abcdefgh
22 |QuLR46 | 2,1933 Abcdefgh
23| 0034 2,17 Abcdefgh
24| QE10 2,1233 Abcdefgh
25| QZN13 2,1233 Abcdefgh
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26| SLE21 2,1 Abcdefgh
27 | QZN15 2,1 Abcdefgh
28 | QuZN47| 2,0767 Abcdefgh
29| QZN16 2,0767 Abcdefgh
30 CcC 2,0533 Abcdefgh
31| OS38 2,0533 Abcdefgh
32| 0OS37 2,0067 Abcdefgh
33 | QULR56 1,96 Bcdefgh
34| QEA43 1,9133 Bcdefgh
35| QZN14 1,89 Cdefgh
36 | QULR58 1,8433 Defgh
37| QZN45 | 11,8433 Defgh
38| QULR59 | 11,8433 Defgh
39 |QuLR55| 1,7733 Efgh

40 | QZN29 1,75 Fgh

41 | QULR60 1,7267 Gh

42 | QULR53 1,7033 H

4.2.2 Peso Seco de Plantas

El cuadro 9, muestra el analisis de varianza, para el peso seco de plantas.
Se observa diferencias altamente significativas entre tratamientos. El coeficiente de

variacion fue de 20,9% y el promedio de peso seco fue de 8,64 gramos por planta.

Realizada la prueba de Waller-Duncan (Cuadro 11), se diferencio 5 rangos
de significacion. La mejor cepa QP12 compartié el mismo rango con cinco cepas
mas, y registrando el mejor promedio con 12,86 gramos por planta. En el dltimo

rango, se encontré la cepa QP20, con un promedio de 6,87 gramos por planta.

Podemos observar en el cuadro 11, las cepas seleccionadas QP12 y

QuLR51, mostraron una mayor produccién de volumen en el peso seco, lo cual

hace que el nitrégeno total aumento con el porcentaje
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Cuadro 11. Promedio y prueba de Waller-Duncan para peso seco de las plantas
en la evaluacion de la eficiencia simbi6tica de cuarenta aislamientos

de “rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en

Invernadero. ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

N° Cepas Promedio Rango de Significacion
1 QP12 12,8667 A

2 QE43 12,25 Ab

3 QuZN47 12,1167 Abc
4 TN 11,35 Abad
5 QuLR51 10,65 Abcde
6 QuP52 10,4667 Abcde
7 QE9 8,7 Bcde
8 QE6 8,6833 Bcde
9 QE26 8,6667 Bcde
10 SLE24 8,5167 Bcde
11 CCOL 8,4667 Bcde
12 0S38 8,3333 Cde
13 QES8 8,3 Cde
14 QUuLR60 8,2333 De
15 QE1 8,2333 De
16 QE7 8,2 De
17 QUuLR55 8,1833 De
18 QZN16 8,1167 De
19 QuLR59 8,1 De
20 QE5 8,1 De
21 T 8,0667 De
22 QE17 8,0167 De
23 0S36 7,9833 De
24 QUuLR56 7,9167 De
25 QUuLR53 7,9167 De
26 QE2 7,8833 De
27 QE18 7,8667 De
28 QUuLR58 7,8 De
29 QE44 7,7833 De
30 QE10 7,7667 De
31 QuLR46 7,75 De
32 SLE21 7,7167 De
33 QZN29 7,7 De
34 QZN13 7,6333 De
35 0S37 7,5333 De
36 0034 7,5333 De
37 QZN14 7,5333 De
38 QZN45 7,5 De
39 QE30 7,45 E
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40 QZN15 7,4167 E
41 QP19 7,1667 E
42 QP20 6,8 E

4.2.3 Peso Seco de Noédulos

El analisis de varianza (Cuadro 9), para el peso seco de nodulos, arrojo
diferencias altamente significativas para tratamientos. El coeficiente de variacion fue

de 0,9% y el promedio de peso seco de los nédulos fue de 13,57 gramos por planta.

En el cuadro 12, se observa 8 rangos de significacion. La mejor cepa fue la
QEZ26, registrando el mejor promedio con 14,4 gramos por planta. En el dltimo

rango se ubico la cepa QuLr53, con un promedio de 14 gramos por planta.

Dentro de esta variables de importancia para la seleccion de las cepas, se
puede evidenciar en el cuadro 14, que las cepas QP12 y QuULR51, seleccionadas
finalmente en esta tesis, obtuvieron mayor peso seco de nddulos que la cepa
control traida desde Colombia, la cual es utilizada en Colombia como inoculante en
Pueraria en cultivos de palma africana, demostrando que la adaptacion de cepas

importadas, varia de acuerdo a las condiciones edafocliméticas.

Cuadro 12. Promedio y prueba de Waller-Duncan para peso seco de nédulos en
la evaluacion de la eficiencia simbiotica de cuarenta aislamientos de
“rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en
Invernadero. ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

N° Cepas Promedio | Rango de Significacion
1 QE26 14,4333 A

2 QE10 14,4 Ab
3 QE30 14,3667 Abc
4 QZN14 14,3667 Abc
5 QuLR59 14,3667 Abc
6 QUuLR51 14,3333 Abad
7 QuZN47 14,3333 Abad
8 QuLR46 14,3333 Abad
9 QE43 14,3333 Abad
10 QP19 14,3333 abad
11 QE18 14,3333 abad
12 QZN13 14,3333 abad
13 QP12 14,3333 abad
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14 QuLR55 14,3 abcde
15 0S36 14,3 abcde
16 0034 14,3 abcde
17 QES8 14,3 abcde
18 QE5 14,3 abcde
19 QP20 14,2667 abcdef
20 QE6 14,2667 abcdef
21 QuLR60 14,2333 bcdef
22 QuLR58 14,2333 bcdef
23 QZN45 14,2333 bcdef
24 0S37 14,2333 bcdef
25 QE9 14,2333 bcdef
26 QE7 14,2333 bcdef
27 QE1 14,2333 bcdef
28 CC 14,2 chef
29 QZN29 14,2 chef
30 QuP52 14,2 chef
31 0S38 14,2 chef
32 QZN16 14,2 chef
33 QE44 14,1667 defg
34 QE17 14,1667 defg
35 QZN15 14,1667 defg
36 QuLR56 14,1333 efg
37 SLE24 14,1333 efg
38 QE2 14,1333 efg
39 SLE21 14,1 fg
40 QuLR53 14 g
41 TN 0 h
42 TT 0 h

4.2.4 NUmero de N6dulos

El andlisis de varianza (Cuadro 9), para el pardmetro nimero de ndédulos,
identifico diferencias altamente significativas para tratamientos. El coeficiente de

variacion fue de 40,2% y el promedio de nddulos fue de 80,96 nodulos por planta.

La prueba de Waller-Duncan (Cuadro 13),
significacion. La mejor cepa fue la QE9 con un promedio de 143 nddulos por planta.

En el ultimo rango se encontr6é con el menor valor la cepa QE18, con un promedio

de 41 nddulos.

registr6 10 rangos de
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Cuadro 13. Promedio y prueba de Waller-Duncan para numero de nodulos en la
evaluacion de la eficiencia simbidtica de cuarenta aislamientos de

“rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en

Invernadero. ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

N° Cepas Promedio Rango de Significacion
1 QE9 143,6667 a

2 QE43 134,3333 ab

3 QuLR59 130,6667 abc

4 0S37 124 abcd

5 QuZN47 120,3333 abcde

6 QUuLR46 109,6667 abcdef
7 QuP52 108,6667 abcdefg
8 QZN14 108,6667 abcdefg
9 QE7 105 abcdefgh
10 QP20 99,3333 abcdefghi
11 QuLR51 98,3333 abcdefghi
12 QE6 95,3333 abcdefghi
13 SLE21 94,6667 abcdefghi
14 QUuLR55 93 abcdefghi
15 QuLR53 91 abcdefghi
16 QE17 91 abcdefghi
17 QuLR56 86,3333 abcdefghi
18 QE8 84 abcdefghi
19 0S36 83,6667 bcdefghi
20 QE44 83 bcdefghi
21 QE1 82,6667 bcdefghi
22 QZN15 79,6667 bcdefghi
23 QE2 76 bcdefghi
24 0S38 72 cdefghi
25 QUuULR60 70,6667 defghi
26 QE30 68 Defghi
27 SLE24 67,6667 Defghi
28 QZN16 67 Defghi
29 0034 66,6667 Defghi
30 CC 65,3333 Defghi
31 QUuULR58 65,3333 Defghi
32 QE5 64,6667 Defghi
33 QZN29 64 Efghi
34 QE26 61,6667 Efghi
35 QZN45 61,3333 Efghi
36 QP19 54,6667 Fghij
37 QZN13 52 Fghij
38 QE10 49,6667 Ghij
39 QP12 48,3333 Hij
40 QE18 41,6667 lj
41 TN 0 J
42 TT 0 J
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4.2.5 Peso Fresco de Nédulos

El andlisis de varianza (Cuadro 9), para el peso fresco de nddulos, se
determiné diferencias altamente significativas para tratamientos. El coeficiente de
variacion fue de 2,4% y el promedio de peso fresco de los nédulos fue de 14,03

gramos por planta.

La prueba de Waller-Duncan (Cuadro 14), permitio diferenciar 12 rangos de
significacion. La mejor cepa fue la QE10 que compartié el mismo rango con siete
cepas mas. Su promedio fue de 15,5 gramos por planta. En el dltimo rango se
encontré con el menor rango la cepa QuLr53, con un promedio de 14,13 gramos

por planta.

Cuadro 14. Promedio y prueba de Waller-Duncan para peso fresco de nddulos
en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cuarenta aislamientos
de “rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en
Invernadero. ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

Rango de
N°| Cepas |Promedio Significacion
1| QE10 15,5 A
2 | QZN14 | 15,2667 Ab
3 |QULR59| 15,1333 Abc
4 |QUuLR51| 15,0667 Abcd
5| QP19 | 15,0667 Abcd
6 | QULR60| 15,0333 Abcde
7| QP20 15,0333 abcde
8| QE5 15,0333 abcde
9 |QUZN47| 14,9333 bcdef
10| QE18 | 14,9333 bcdef
11| QuULR46 14,9 bcdefg
12| QE43 14,9 bcdefg
13| 0OS37 14,9 bcdefg
14| QZN29 14,9 bcdefg
15| QuP52 | 14,8333 bcdefgh
16| QE26 | 14,8333 bcdefgh
17| QE6 14,8 bcdefghi
18| OS36 | 14,7667 cdefghi
19| QZN45 | 14,7667 cdefghi
20| QE30 | 14,7667 cdefghi
21| QE17 | 14,7333 cdefghij
22| 0OS38 14,7 cdefghij
23| CC 14,6667 cdefghij
24| QZN15 | 14,6667 cdefghij
25| SLE21 | 14,6333 defghij
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26 QULR58| 14,6 defghijk
27| QuLR56| 14,6 defghijk
28| 0034 | 14,5667 efghijk
29| QZN16 | 14,5667 efghijk
30| QZN13 | 14,5667 efghijk
31| QE8 | 14,5667 efghijk
32| QULR55| 14,5333 fghijk
33| QE44 14,5 fghijk
34| SLE24 | 14,4667 fghijk
35| QE9 | 14,4333 ghijk
36| QE7 | 14,4333 ghijk
37| QP12 | 14,3667 hijk
38| QE2 | 14,3333 ijk
39| QE1l | 14,2667 ik
40| QuLR53]| 14,1333 k
41| TN 0 |
2] 71T 0 |

4.2.6 Peso Fresco de Plantas

El andlisis de varianza (Cuadro 9), para el peso fresco, dio diferencias
altamente significativas para tratamientos. El coeficiente de variacion fue de 20,1%

y el promedio de peso fresco de las plantas fue de 19,28 gramos por planta.

En el cuadro 15, se observa que la mejor cepa fue la QuzZn47, compartiendo
el mismo rango con siete cepas mas, incluido el testigo nitrogenado, y registrando

el mejor promedio con 28,48 gramos por planta. En el Gltimo rango se ubico la cepa

QP20, con un promedio de 14,35 gramos por planta.

Cuadro 15. Promedio y prueba de Waller-Duncan para peso fresco de las plantas
en la evaluacion de la eficiencia simbiotica de cuarenta aislamientos

de “rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en

Invernadero. ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

N° Cepas Promedio Rango de Significacion
1 QuZN47 28,4833 a

2 TN 28,2667 ab

3 QE43 25,6333 abc

4 QP12 24,9667 abad

5 QuLR51 24,1667 abcde

6 QuP52 23,1167 abcdef

7 QE6 21,5167 abcdefg

8 QES8 20,2667 abcdefg

9 QE26 20,0667 bcdefg
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10 SLE24 20,05 bcdefg
11 QUuULR60 19,8833 cdefg
12 CC 19,767 cdefg
13 QE9 19,5833 cdefg
14 QE7 19,56667 cdefg
15 QES5 19,4333 cdefg
16 TT 19,2833 cdefg
17 QE44 19,1333 cdefg
18 0S38 19,1333 cdefg
19 QuLR59 19,0667 cdefg
20 QZN15 19,0333 cdefg
21 QZN16 18,7333 cdefg
22 QE1 18,3167 cdefg
23 QE2 18,2167 cdefg
24 QZN13 18,1667 cdefg
25 QULR55 18,033 cdefg
26 QP19 17,9833 cdefg
27 QuULR53 17,8833 cdefg
28 0S36 17,8667 cdefg
29 QE18 17,8667 cdefg
30 QE17 17,45 cdefg
31 QuLR58 17,3833 cdefg
32 SLE21 17,3333 cdefg
33 QuLR46 17,2 defg
34 QE10 17,2 defg
35 QUuULR56 16,9167 defg
36 QZN14 16,6 efg
37 QZN29 16,575 efg
38 0034 16,3833 efg
39 QE30 16,2668 efg
40 0S37 16,1 efg
41 QZN45 15,8 fg
42 QP20 14,35 g

4.3 FASE DE CAMPO

4.3.1 Seleccion de Cepas para el Ensayo de Campo

Realizado los andlisis de las variables en estudio de la fase de invernadero,
se realiz6 una seleccion de las 10 mejores cepas de cada una de las variables
(Cuadro 17), donde se les dio una valoracion de acuerdo a la importancia de las
variables para la seleccién de cepas, siendo el porcentaje de nitrégeno en la planta,

peso seco de nédulos y peso seco de plantas las variables de mayor jerarquia para



Luego de realizar la suma de la valoracion de cada cepa se obtuvo que las
cepas QP12 (65), QuZN47 (54), QE26 (54), QE43 (51), y QuULR51 (50), fueron las

que alcanzaron mayor puntuacion, por lo que se las consideré para la fase de

68

la seleccidn, y el resto de las variables peso fresco de nddulos y peso fresco de

plantas, dandoles una valoracion de tres a uno respectivamente. (BERNAL, 2008).

P S Pl = Peso seco de plantas

P S Nod = Peso seco de nédulos

Num Nod = Numero de nédulos

P F Nod = Peso fresco de nddulos

P F PIt = Peso fresco de plantas

Los datos obtenidos en cada una de los cuatro sitios experimentales, fueron

analizados

independientemente,

debido a que

ambientales (clima y suelo principalmente) son diferentes.

campo.

Cuadro 16. Valoracion de las variables de acuerdo a la importancia en la
evaluacién de la eficiencia simbiotica de 40 aislamientos de “rizobios”
nondulantes de pueraria (Pueraria phaseoloides) en invernadero.
ANCUPA-CIPAL. La Concordia 2007.

N PSPl |PSNod [valor [NumNod |[PFNod |PFPI [Valor
1|QP20 |QP12 QE26 30 |QE9 QE10 QuzZN47| 10
2|QP12 |QE43 QE10 27 |QE43 QZN14 |QE43 9
3|QE5 | QuzZN47|QE30 24 [ QuLR59 QuLR59 | QP12 8
4|QE7 |QulLR51|QZN14 21 |0S37 QuLR51 |QuLR51| 7
5|QE8 |QuP52 |QuLR59 18 [QuzZN47 QP19 QuP52 6
6|QE1 |QE9 QuLR51 15 [QuLR46 QuLR60 | QE6 5
7|QE26 |QE6 QuZN47 12 |QuP52 QP20 QE8 4
8|QE6 |QE26 QuLR46 9 |QZN14 QE5 QE26 3
9|SLE24 |SLE24 |QE43 6 |QE7 QuUZNA47 | SLE24 2
10[QE9 |0OS38 QP19 3 | QP20 QE18 QuLR60| 1

N = Nitrdgeno

las condiciones medio
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4.3.2 ALESPALMA

Cuadro 17. Analisis de varianza para cinco variables en la evaluacion de
la eficiencia simbidtica de cinco aislamientos de *“rizobios”
nondulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en
ALESPALMA. San Lorenzo. 2007.

Fuentes Peso Fresco Peso Seco Peso Peso Seco
de GL | Nitr6égeno de la Planta dela Fresco de de
Variacion Planta No6dulos No6dulos
Total 39
Cepas 9 0,708** 35862,9 1144,1 7,4%* 3,7%*
Error Exp. 30

Promedio 3,607 gripl | 1347,4 gr/pl | 53,4 gr/pl | 52,27 gr/pl | 16,65 gr/pl

%CV 13,89 54,03 50,13 42,12 15,75

4.3.2.1 Nitrégeno en plantas

El analisis de varianza para el porcentaje de nitrdgeno en planta, presenté
diferencias estadisticas altamente significativas para los tratamientos, con un
coeficiente de variacion de 13,88% y un promedio de 3,607 gramos/ planta (cuadro
17).

La prueba de Tukey al 5% (cuadro 18), identifico dos rangos de significacion.
En el primer rango, se ubicé el testigo TN, con una media de 4,162 gramos por

planta, seguido de la cepa CC y C47 con una media de 3,865 gramos por planta.

Cuadro 18. Promedio y prueba de Waller-Duncan para porcentaje de nitrogeno
en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco aislamientos de
“rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en
ALESPALMA. San Lorenzo 2007.

_y Rangos de

No. | Cepa Nitrégeno Significacion
1 TN 4,162 a
2 CC 3,865 ab
3 | QuZN47 3,865 ab
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4 | QuLR51 3,847 ab
5 S 3,805 ab
6 | QE43 3,777 ab
7 | QE26 3,587 ab
8 TT 3,31 ab
9 M 2,98 ab
10 | QP12 2,87 b

4.3.2.2 Peso fresco de las plantas

El analisis de varianza para el peso fresco de las plantas, generd diferencias
no significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacién de 54,03% y

un promedio de 1347,4 gramos/ planta (cuadro 17).

Realizada la prueba de Tukey al 5% (cuadro 19), se identifico a la cepa 12,

como la mejor, con una media de 547,5 gramos por palma.

Cuadro 19. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbiotica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en ALESPALMA. San Lorenzo 2007.

No.| Cepa Peso fresco Rar)gos pI,e

Planta (g) Significacion
1 QP12 547,5 a
2 TT 423,75 a
3 TN 368 a
4 QE26 362 a
5 | QuLR51 352 a
6 | QuzZN47 341,25 a
7 M 309,25 a
8 QEA43 303,75 a
9 CC 281,75 a
10 S 184,75 a
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4.3.2.3 Peso seco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso seco de las plantas, present6 diferencias
significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de 50,13% y un

promedio de 53,4 gramos/ planta (cuadro 17).

El cuadro 20, muestra un solo rango de significancia. La cepa 12, fue la que

se ubicé en el primer lugar, con un valor de 84,25 gramos por palma.

Cuadro 20. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbiotica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en ALESPALMA. San Lorenzo 2007.

No.| Cepa Peso Seco Rar_lgos pI,e

Planta (g) Significacion
1 QP12 84,25 a
2 TT 67,375 a
3 TN 59,9 a
4 | QuLR51 59,675 a
5 QE26 55,5625 a
6 |QuZN47 52,6 a
7 QEA43 52,45 a
8 CC 44,975 a
9 M 33,15 a
10 S 24,1 a

4.3.2.4 Peso fresco de nédulos

El analisis de varianza para el peso fresco de nddulos arrojé diferencias
altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

42,12%, y un promedio de 52,27 gramos/ planta (cuadro 17).

A través de la prueba de Tukey al 5% (cuadro 21), se pudo identificar a las
cepas 12, 43 y CC, como las mejores, con un valor similar de 2,75 gramos por

planta respectivamente.



Cuadro 21.
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Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de nédulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en ALESPALMA. San Lorenzo 2007.

No.| Cepa Pe,so Fresco | Rangos q'e

Nodulos (g) | Significacion
1 CC 2,75 a
2 | QE43 2,75 a
3 | QP12 2,75 a
4 | QuzZN47 2,725 a
5 | QE26 2,475 a
6 |QuLR51 2,225 a

4.3.2.5 Peso seco de nddulos

El andlisis de varianza para el peso seco de nédulos en las plantas, encontré

diferencias altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de

variacién de 15,75%, y con un promedio de 16,65 gramos/ planta (cuadro 17).

La prueba de Tukey al 5% (cuadro 22), identificé a las cepas CC y cepa 12,

como las de mejor valor, con un promedio de 1,95 gramos por palma.

Cuadro 22.

Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de nodulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en ALESPALMA. San Lorenzo 2007.

No. | Cepa P,e S0 Seco Raf.‘gos pI,e

Nodulos (g) Significacion
1 CC 1,95 a
2 QP12 1,95 a
3 | QE43 1,85 a
4 | QE26 1,825 a
5 | QuZN47 1,8 a
6 | QULR51 1,8 a
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4.3.2.6 Seleccién de Cepa

Luego de realizar la suma de la valoracion de cada cepa se obtuvo que las
cepa QP12 (38) alcanzo el mayor puntaje de las cepas evaluadas, considerandola

como el inoculante para esta localidad ALESPALMA.

Cuadro 23. Valoracion de las variables de acuerdo a la importancia en la
evaluacion de la eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de
“rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en
ALESPALMA. San Lorenzo 2007.

No. N PSP | PSN |[VALOR| PFP | PFN |VALOR
1 cc | QP12 | cc 15 | QP12 | ccC 6
2 |QuZN47|QuLR51| QP12 12 QE26 | QE43 5
3 |QuLR51| QE26 | QE43 9 |QuLR51| QP12 4
4 | QE43 |QuzN47| QE26 6 |QuzN47|QuzN47| 3
5 | QE26 | QE43 |QuzN47| 3 QE43 | QE26 2
6 | QP12 | cC |QuLR51| 1 CC |QuLR51| 1

4.3.3 PALPAILON

Cuadro 24. Analisis de varianza para cinco variables en la evaluacion de la
eficiencia simbidtica de cinco aislamientos de “rizobios” nondulantes

de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en PALPAILON. San Lorenzo.

2007.
Fuentes Peso Peso Peso Peso
de GL | Nitrogeno | Frescode |Secodela | Frescode | Seco de
Variacion la Planta Planta Nodulos Nodulos
Total 39
Cepas 9 1,5** 2535,4 121,7* 22,8** 7,1**
Error Exp. | 30
Promedio 3,3998 gr/pl | 70,55 gr/pl | 22,02 gr/pl | 2,625 gr/pl | 16,65 gr/pl
%CV 27,11 49,26 30,06 32,81 19,53
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4.3.3.1 Nitrégeno en plantas

El analisis de varianza para el porcentaje de nitrdgeno, presento diferencias
estadisticas altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de

variacion de 27,11% y un promedio de 3,39 gramos/ planta (cuadro 24).

A través de la prueba de Tukey al 5% (cuadro 25), identificd tres rangos de
significacion. En el primer rango se ubico el testigo TN, con una media de 4,032
gramos por palma, seguido de la cepa 43 con una media de 3,785 gramos por

planta.

Cuadro 25. Promedio y prueba de Waller-Duncan para porcentaje de nitrégeno
en la evaluacion de la eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de
“rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en
PALPAILON. San Lorenzo 2007.

No. | Cepa Nitrégeno S%i?f?é):c%?l
1 TN 4,302 a
2 | QE43 3,785 ab
3 | QE26 3,62 ab
4 | QP12 3,602 ab
5 | QuZN47 3,632 b
6 CcC 3,617 b
7 T 3,485 b
8 |QuLR51 3,465 b
9 M 2,372 c

10 S 2,315 c

4.3.3.2 Peso fresco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso fresco de las plantas, no presento
diferencias significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

49,26% y un promedio de 70,55 gramos/ planta (cuadro 24).

Sin embrago fue la cepa 12 la que ocupo el primer lugar con un promedio de

104,25 gramos por palma.
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Cuadro 26. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en PALPAILON. San Lorenzo 2007.

No.| Cepa Peso fresco Rangos pI,e

Planta (Q) Significacion
1 | QP12 104,25 a
2 |QuLR51 97,5 ab
3 CC 90,25 ab
4 | QE43 82 ab
5 TN 71,25 ab
6 | QE26 69 ab
7 M 64,75 ab
8 |QuZN47 58,75 ab
9 1T 49 ab
10 S 18,75 b

4.3.3.3 Peso seco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso seco de las plantas, presento diferencias
altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

30,06% y un promedio de 22,02 gramos/ planta (cuadro 24).

Se identificaron a través de Tukey al 5% (cuadro 27), dos rangos de
significacion. En el primer lugar se ubico la cepa 12, con una media de 29,45

gramos por palma.



Cuadro 27.
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Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en PALPAILON. San Lorenzo 2007.

No.| Cepa Peso Seco Rangos pI,e

Planta (Q) Significacion
1 | QP12 29,45 a
2 |QuLR51 27,975 a
3 CC 26 ab
4 | QE43 24,325 ab
5 TN 23,6 ab
6 | QE26 22,475 ab
7 | QUuZN47 20,325 ab
8 1T 18,15 ab
9 M 16,47 ab
10 S 11,5 b

4.3.3.4 Peso fresco de nédulos

El analisis de varianza para el peso fresco de nédulos en las plantas, present6

diferencias

altamente significativas para los tratamientos, presenté un coeficiente de

variacion de 32,81% y un promedio de 2,62 gramos/ planta (cuadro 24).

El cuadro 28, muestra dos rangos de significacion, ubicandose la cepa 12, en

la mejor posicién, con un valor promedio de 6,25 gramos por palma.

Cuadro 28.

Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de nddulos
por planta, en la evaluacién de la eficiencia simbi6tica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en PALPAILON. San Lorenzo 2007.

No.| Cepa Pe§o Fresco Rar)gos pI,e

Nédulos () Significacion
1 QP12 6,25 a
2 |QuLR51 4,5 ab
3 QE43 4,5 ab
4 CcC 4 b
5 QE26 3,75 b
6 | QuZN47 3,25 b
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4.3.3.5 Peso seco de nodulos

El andlisis de varianza para el peso seco de nodulos en las plantas, presento

diferencias

altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de

variacion de 19,53%, y un promedio de 16,65 gramos/ planta (cuadro 24).

La prueba de Tukey al 5% (cuadro 29), identificé dos rangos de significacion.

En el primer lugar se ubicé la cepa 12, con una media de 3,07 gramos por palma.

Cuadro 29.

Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de nodulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en PALPAILON. San Lorenzo 2007.

No. | Cepa P? SO Seco Rangos pl,e

Nodulos () Significacion
1 QP12 3,075 a
2 | QuLR51 2,65 ab
3 | QE43 2,475 ab
4 | QE26 2,425 ab
5 CC 2,4 ab
6 | QuZN47 2,25 b

4.3.3.6 Seleccién de Cepa

Luego de realizar la suma de la valoracion de cada cepa se obtuvo que las

cepa QP12 (51) alcanzé el mayor puntaje de las cepas evaluadas. Por lo que se las

considera como el inoculante, para esta localidad.
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Cuadro 30. Valoracion de las variables de acuerdo a la importancia en la
evaluacion de la eficiencia simbiodtica de cinco aislamientos de
“rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en
PALPAILON. San Lorenzo 2007.
No. N PSP PSN |VALOR| PFP PFN |VALOR
1 | QE43 QP12 QP12 15 QP12 QP12 6
2 | QE26 |QuLR51|QuLR51 12 QuLR51 | QULR51 5
3 [ QP12 CC QE43 9 CC QE43 4
4 |QuzZN47| QE43 QE26 6 QE43 CcC 3
5 CcC QE26 CcC 3 QE26 QE26 2
6 [QULR51|QuZN47 | QuZN47 1 QUZNA47 | QUZNAT 1
4.3.4 CIPAL
Cuadro 31. Analisis de varianza para cinco variables en la evaluacion de la
eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes
de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en el CIPAL. La Concordia.
2007.

Fuentes Peso Peso
de GL | Nitrégeno Peso Fresco | Peso Seco Fresco de | Seco de
L de la Planta | de la Planta ! iy

Variacion Nodulos | Nodulos

Total 39
Cepas 9 0,919** 85964,3** 3325,3** 35,7** 8,7**

Error Exp. | 30
Promedio 3,3995 gr/pl | 306,225 gr/pl | 62,1875 gr/pl | 3,415 gr/pl | 1,7 gr/pl
%CV 8 38,26 34,91 44,7 29,41

** Altamente Significativo

4.3.4.1 Nitrégeno en plantas

El andlisis de varianza para el porcentaje de nitrégeno, presentd diferencias

estadisticas altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de

variacion de 8% y un promedio de 3,39 gramos/ planta (cuadro 31).




La prueba de Tukey al 5% (cuadro 32), identific6é cuatro rangos de
significacion. En el primer rango se ubicé el testigo TN, con una media de 4,49

gramos por palma, seguido de la cepa C 51 con una media de 3,585 gramos por

planta.

Cuadro 32. Promedio y prueba de Waller-Duncan para porcentaje de nitrdgeno
en la evaluacion de la eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de

“rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en el
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CIPAL. La Concordia 2007.

No. | Cepa Nitrégeno S%i?figc?:c%i
1 TN 4,495 a
2 CcC 3,585 b
3 |QuLR51 3,55 b
4 T 3,537 b
5 | QE26 3,43 bc
6 |QuZN47 3,325 bcd
7 | QP12 3,257 bcd
8 | QE43 3,22 bcd
9 S 2,857 cd

10 M 2,737 d

4.3.4.2 Peso fresco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso fresco de las plantas, presento diferencias

altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

38,26%, y un promedio de 306,22 gramos/ planta (cuadro 31).

El cuadro 33, muestra dos rangos de significacion. En el primer lugar se ubico

el testigo TN con una media de 522,25 gramos por planta, seguido de la cepa 26,

con una media de 441,25 gramos por palma.




80

Cuadro 33. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en el CIPAL. La Concordia 2007.

No.| Cepa Peso fresco | Rangos q,e
Planta (g) | Significacion
1 TN 522,25 a
2 | QE26 441,25 a
3 |QuZN47 369,25 a
4 | QuLR51 359,75 a
5 CcC 331,75 ab
6 | QE43 329,75 ab
7 1T 328,75 ab
8 | QP12 250,5 ab
9 S 66 b
10 M 63 b

4.3.4.3 Peso seco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso seco de las plantas, presento diferencias
altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

34,91% y un promedio de 62,18 gramos/ planta (cuadro 31).

Fueron identificados tres rangos de significacion, de acuerdo a la prueba de
Tukey al 5% (cuadro 34). El mejor tratamiento due el TN con un valor promedio de
112,6 gramos por planta, y seguido de la cepa 26, con una media de 83,17 gramos

por palma.
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Cuadro 34. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en el CIPAL. La Concordia 2007.

No.| Cepa Peso Seco Rangos q,e
Planta (g) Significacion
1 TN 112,6 a
2 | QE26 83,175 ab
3 | QuzN47 73,7 ab
4 | QuLR51 71,5 ab
5 QE43 65,225 abc
6 TT 65,15 abc
7 CC 64,825 abc
8 | QP12 52,575 bc
9 S 16,825
10 M 16,3 C

4.3.4.4 Peso Fresco de Nodulos

El andlisis de varianza para el peso fresco de nddulos en las plantas,
encontro diferencias altamente significativas para los tratamientos, presentd un
coeficiente de variacion de 44,7% y un promedio de 3,41 gramos/ planta (cuadro
31).

Tukey al 5% para esta variable (cuadro 35), identifico un rango de
significancia, en el primer lugar se ubico la cepa 12, con una media de 6,85 gramos

por palma.
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Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de nédulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de pueraria (Pueraria
phaseoloides) en el CIPAL. La Concordia 2007.

No.| Cepa Pe§o Fresco Rar_lgos pI,e

Nédulos (g) | Significacion
1 | QP12 6,85 a
2 CcC 5,85 a
3 |QuLR51 5,8 a
4 | QE43 5,75 a
5 | QuZN47 51 a
6 | QE26 4,8 a

4.3.4.5 Peso Seco de Nodulos

El andlisis de varianza para el peso seco de nodulos en las plantas, encontro

diferencias altamente significativas para los tratamientos, presentd un coeficiente de

variacion de 29,41% y un promedio de 1,7 gramos/ planta (cuadro 31).

Tukey al 5% para esta variable (cuadro 36), identifico un rango de

significancia, en el primer lugar se ubico la cepa 12, con una media de 3,22 gramos

por palma.

Cuadro 36.

Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de nodulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbi6tica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria
phaseoloides) en el CIPAL. La Concordia 2007.

No.| Cepa P?SO Seco Rar)gos pI,e

Nédulos (g) Significacion
1 | QP12 3,225 a
2 |QuLR51 2,9 a
3 CcC 2,85 a
4 | QE43 2,825 a
5 | QE26 2,6 a
6 |QuZN47 2,6 a
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4.3.4.6 Seleccién de Cepa

Luego de realizar la suma de la valoracién de cada cepa se obtuvo que las
cepa 51 (41) alcanzo el mayor puntaje de las cepas evaluadas. Por lo que se las

considera como el inoculante, para esta localidad.

Cuadro 37. Valoracion de las variables de acuerdo a la importancia en la
evaluacion de la eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de
“rizobios” nondulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en el
CIPAL. La Concordia 2007.
No. N PSP PSN |VALOR| PFP PFN |VALOR
1 CcC QE26 QP12 15 QE26 QP12 6
2 [QUuLR51 | QuZN47 | QuLR51 12 QuZN47| CC 5
3 | QE26 |QuLR51 CcC 9 QuLR51 | QULR51 4
4 [|QuZN47| QE43 QE43 6 CcC QE43 3
5 [ QP12 CC QE26 3 QE43 | QuZN47 2
6 | QE43 QP12 |QuzZN47 1 QP12 QEZ26 1
4.3.5 ESPE
Cuadro 38. Analisis de varianza para cinco variables en la evaluacion de la
eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de “rizobios” nondulantes
de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en la ESPE. Luz de América
2007.
Fuentes Peso Peso Peso Peso Seco
de GL | Nitrogeno Fresco de Seco de |Fresco de de Nédulos
Variaciéon la Planta la Planta | Nodulos
Total 39
Cepas 9 0,312** 35496,6** 856,9** 36,1** 7,87**
Error Exp. | 30
Promedio 3,4345 gr/pl | 250,95 gr/pl | 44,30 gr/pl | 3,44 gr/pl | 1,6225 gr/pl
%CV 7,92 46,69 49 44,37 30,81

** Altamente significativo
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4.3.5.1 Nitrégeno en plantas

El analisis de varianza para el porcentaje de nitrdgeno, presento diferencias
estadisticas altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de

variacion de 7,92% y un promedio de 3,43 gramos/ planta (cuadro 38).

El mejor tratamiento fue la cepa 51, con el valor de 3,812 gramos por planta.

Cuadro 39.- Promedio y prueba de Waller-Duncan para porcentaje de
nitrdgeno en la evaluacion de la eficiencia simbiética de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria

phaseoloides) en la ESPE. Luz de América 2007.

No. Cepa Nitrégeno S%?l?f?:asc%en
1 |QuLR51 3,812 a
2 | QE43 3,657 a
3 QP12 3,552 a
4 | QuZN47 3,515 a
5 | QE26 3,467 ab
6 CcC 3,465 ab
7 TT 3,447 ab
8 TN 3,38 ab
9 S 3,295 ab

10 M 2,752 b

4.3.5.2 Peso fresco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso fresco de las plantas, presento diferencias
altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

46,69% y un promedio de 250,95 gramos/ planta (cuadro 38).

Se identificaron a través de Tukey al 5% dos rangos de significacion. (Cuadro
40), En el primer lugar se ubicé el testigo TN con una media de 379 gramos por

planta, seguido de la cepa 51, con una media de 327 gramos por planta.
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Cuadro 40. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria

phaseoloides) en la ESPE. Luz de América 2007.

No.| Cepa Peso fresco Rangos _d,e
Planta (g) Significacion
1 TN 379 A
2 |QuLR51 327 Ab
3 TT 309,5 Ab
4 CcC 307,5 Ab
5 | QE43 261 Ab
6 | QP12 253,25 Ab
7 | QuZN47 251,25 Ab
8 | QE26 237,75 Ab
9 S 94 B
10 M 89 B

4.3.5.3 Peso seco de las plantas

El andlisis de varianza para el peso seco de las plantas, presento diferencias
altamente significativas para los tratamientos, con un coeficiente de variacion de

49% y un promedio de 44,30 gramos/ planta (cuadro 38).

La prueba de Tukey al 5% (cuadro 41), identificd tres rangos de significacion,
siendo el testigo TN el mejor tratamiento, con una media de 61,85 gramos por

planta, y seguido de la cepa 51, con un promedio de 56,125 gramos por planta.
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Cuadro 41. Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de la parte
aérea de la planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cinco aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria

phaseoloides) en la ESPE. Luz de América 2007.

No.| Cepa Peso Seco Rangos q,e
Planta (Q) Significacion
1 TN 61,85 a
2 |QuLR51 56,125 a
3 CcC 53,525 ab
4 1T 51,75 abc
5 | QE43 47,75 abc
6 | QP12 46,775 abc
7 | QuZNA47 44,95 abc
8 | QE26 43,125 abc
9 S 18,9 bc
10 M 18,325 c

4.3.5.4 Peso fresco de nédulos

El analisis de varianza para el peso fresco de nodulos en las plantas, encontro
diferencias altamente significativas para los tratamientos, presento un coeficiente de

variacion de 44,37% y un promedio de 3,44 gramos/ planta (cuadro 38).

Tukey al 5% para esta variable (cuadro 42), identifico un rango de
significancia, en el primer lugar se ubico la cepa colombiana con una media de 6,8
gramos por planta, seguido de la cepa 26, con una media de 6,17 gramos por

palma.
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Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso fresco de nédulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria

phaseoloides) en la ESPE. Luz de América 2007.

No.| Cepa Pe§o Fresco Rangos q,e

Nédulos (g) | Significacion
1 CcC 6,8 a
2 QEZ26 6,175 a
3 QP12 5,782 a
4 | QuLR51 5,35 a
5 |QuZzN47 5,35 a
6 QE43 4,95 a

4.3.5.5 Peso seco de Nodulos

El andlisis de varianza para el peso seco de nodulos en las plantas,

encontré diferencias altamente significativas para los tratamientos, presenté un

coeficiente de variacion de 30,81% y un promedio de 1,62 gramos/ planta (cuadro

39).

Tukey al 5% para esta variable (cuadro 43), identifico un rango de

significancia, en el primer lugar se ubico la cepa colombiana con una media de 2,95

gramos por planta, seguido de la cepa 26, con un media de 2,87 gramos por palma.

Cuadro 43.

Promedio y prueba de Waller-Duncan para el peso seco de nodulos
por planta, en la evaluacion de la eficiencia simbidtica de cinco
aislamientos de “rizobios” nodulantes de Pueraria (Pueraria

phaseoloides) en la ESPE. Luz de América 2007.

Peso Seco Rangos de

No. | Cepa Nédulos (g) Signif?cacic’)n
1 CC 2,95 a
2 QE26 2,875 a
3 QP12 2,725 a
4 | QuZN47 2,6 a
5 |QuLR51 2,575 a
6 QEA43 2,5 a
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4.3.5.6 Seleccién de Cepa

Luego de realizar la suma de la valoracion de cada cepa se obtuvo que las
cepa 51 (42) alcanzo el mayor puntaje de las cepas evaluadas. Por lo que se las

considera como el inoculante, para esta localidad.

Cuadro 44. Valoracion de las variables de acuerdo a la importancia en la
evaluacion de la eficiencia simbiotica de cinco aislamientos de
“rizobios” nondulantes de Pueraria (Pueraria phaseoloides) en la
ESPE. Luz de América 2007.

No. N PSP PSN [VALOR| PFP PFN [VALOR
1 |QULR51|QuLR51| CC 15 QuLR51| CC 6
2 | QE43 CC QE26 12 CC QE26 5
3 | QP12 QE43 | QP12 9 QE43 | QP12 4
4 |QuZN47| QP12 | QuzZN47 6 QP12 |QuLR51 3
5 | QE26 |QuZN47|QuLR51 3 QUZNA47 | QuZN47 2
6 CC QE26 | QE43 1 QE26 | QE43 1

El comportamiento de las cepas evaluadas en campo, podemos observar que la
cepa selecciona en las localidades de Alespalma y Palpailon, cepa QP12 se adapta
mejor en los suelos arcillosos con poca cantidad de materia orgénica, con altos
contenidos de Mg, Ca, S, Ky P, dominando las cepas seleccionadas sobre la cepa
colombiana que es utilizada en ese pais como inoculante para pueraria en cultivos
de palma aceitera. En las localidades del Cipal y la Espe, la cepa seleccionada,
cepa QuLR51, el comportamiento es diferente debido a la textura de los suelos,
franco arenosos, donde esta cepa pudo obtener mayor peso seco en la planta,
debido a las grandes cantidades de nitrdgeno presentes en estos suelos, por lo que

incidi6 en la seleccidon de esta cepa en las dos localidades mencionadas.

La acides y la temperatura de los suelos de las localidades, no afectaron

directamente en la expresion de las cepas.
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Las precipitaciones permitieron un trabajo eficiente de las cepas, ya que estas
fueron escasas, y no obstaculizaron la cantidad de oxigeno en los nédulos para un

adecuado trabajo, expresando su potencial.

Cuadro 45. Comportamiento diferencial de las cepas probablemente debido a las

condiciones edafoclimaticas de las diferentes zonas.

LOCALIDAD | ALESPALMA | PALPAILON CIPAL ESPE
QP12 QP12 QuLR51 QuLR51
CcC QE43 CcC CC
CEPAS QuZN47 QuLR51 QEZ26 QP12
QuLR51 QE26 QuZN47 QEA43
QE43 CC QP12 QE?26
QE26 QuzZN47 QEA43 QuZN47
pH 5,3 5,2 5 5,9
NH4 22 31 45 34
P 9 19 6,8 12
S 14 11 7,7 3,6
K 0,26 0,22 0,2 0,18
Ca 3,9 3,6 1,7 3,1
Mg 1,1 1,1 0,5 0,7
Zn 3,9 3,3 25 3,8
T® 30 30 26 25
M.O. 3,3 1,7 4.8 5
Textura Arcilloso Arcilloso Franco Arenoso | Franco Arenoso
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V. CONCLUSIONES

Este estudio concluyo lo siguiente:

e Pueraria phaseoloides es nodulada por rizobios tanto de crecimiento lento
como de crecimiento rapido. Esto permite aseverar que las bacterias que

nodulan Pueraria pertenecen a los géneros Bradyrizhobium y Rhizobium.

e Las pruebas de caracterizacion permiten concluir que las cepas no se
comportan de igual manera. Mientras unas toleran o resisten determinadas
concentraciones de quimicos, antibidticos, salinidad, acidez, etc., otras se
comportan lo contrario. Estos resultados demuestran que las cepas se han

adaptado a condiciones ambientales especificas, de cada zona.

* En el estudio de invernadero, la eficiencia de fijacion de nitrogeno de las
cepas, fue también variable, sobresaliendo las siguientes cepas: CP12,
QuZN47, QE26, QE43, y QuLR51. Superando la cepa control proveniente
de Colombia, la cual a sido probada en cuatro zonas productoras de palma
aceitera de este pais y a nivel experimental en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT).

e En campo tomando en consideracion de los parametros que permiten
estimar la fijacion biolégica de nitrdgeno de las cepas, se logré identificar de
acuerdo al sitio experimental, las mejores cepas fijadoras de nitrégeno, las
cuales pueden ser comercializadas como potenciales inoculantes. Las

mejores cepas por localidad fueron:

0 ALESPALMA CP12.
o0 PALPAILON CP12.
o ESPE QULR51.
o CIPAL QUuULR51.
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VI. RECOMENDACIONES

Esta investigacion a través de los resultados obtenidos, permite recomendar lo

siguiente:

» Caracterizar molecularmente las cepas, para complementar con las pruebas
fenotipicas, lo cual permita identificar a nivel de especie a los “Rizobios”

nativos del Ecuador, que hacen simbiosis con la Pueraria.

e Llevar a cabo un estudio que permita identificar al mejor sustrato como
portador de la bacteria, para fines practicos, en el sentido de producir

inoculantes de Pueraria.

* Se recomienda utilizar a las siguientes cepas como inoculantes CP12 y
QuLR51. El uso de inoculantes permitird la mayor fijacion de nitrégeno
atmosférico por la Pueraria, lo cual sin duda, contribuirda con la

mineralizacion del nitrdgeno para beneficio del cultivo de la Palma Aceitera.

» Seguir evaluando la capacidad de adaptacion como cobertura, de otras
leguminosas, que bajo determinados condiciones podrian formar parte del

agro ecosistema de la Palma Aceitera.
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VII. RESUMEN

En el Ecuador el cultivo de palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq), tiene gran
importancia dentro de la produccion agricola del pais, con una superficie sembrada
de 207 285.35 hectéreas en los bloques de San Lorenzo, Occidental, Guayas, y
Oriente. El bloque Occidental (Quinindé, La Concordia, Santo Domingo, y Quevedo)
es el mayor de todos con una area aproximada de 150 000 hectareas. En el pais,
existen 5 515 palmicultores, de los cuales el 87% son considerados como pequefios
(5-50 hectéareas). El cultivo por lo tanto, tiene un enorme impacto social, ademas de
ser fuente directa de empleo para 90 000 personas e indirecta para 50.000,
generando US$ 75 000 millones en exportaciones anuales (CENSO PALMERO,
2005).

Como parte del buen manejo de la palma aceitera, esta su asociacién con la
leguminosa Pueraria (Pueraria phaseoloides), que desempefia el importante rol de
cultivo de cobertura. Las leguminosas de cobertura presentan varias ventajas como
por ejemplo: controlar la erosién del suelo, mejorar las condiciones del suelo,
incorporar materia organica, reducir la temperatura del suelo, permitir mayor
infiltracién de agua, evitar la escorrentia de agua, incrementar la micro y macro flora
del suelo, controlar las malezas del cultivo, controlar plagas, y una esencial (de
todas las leguminosas) que es la fijacién biolégica de nitrégeno atmosférico, la
misma que se consigue gracias a la asociacion simbiotica de la planta con las
bacterias benéficas del suelo, cominmente conocidas como ‘“rizobios”, cuya

caracteristica es formar nédulos en la raiz.

En colaboracion con el Organismo Internacional de Energia Atémica, se determiné
mediante la técnica N, que la Pueraria phaseoloides tiene la capacidad de fijar
207 Kg. N. ha' afio®, en los lotes experimentales del CIPAL (Centro de
Investigaciones en Palma Aceitera) ubicado en La Concordia (Ecuador), lo cual
significa que las cepas nativas de la bacteria de la zona mencionada, son eficientes
en fijar el nitrégeno atmosférico para beneficio de la leguminosa, Yy

consecuentemente de la palma.

Lamentablemente, esta situacion no es la misma en otras zonas palmeras del pais,
donde se evidencia la baja nodulacién de los rizobios nativos en la Pueraria, con un
proceso deficiente de fijacion de nitrégeno. Con este antecedente, se llevo a cabo el

presente estudio, cuyos objetivos fueron: a) Caracterizar fenotipicamente las cepas
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aisladas de suelos pertenecientes a los cuatro bloques productores de palma
aceitera, y b) Evaluar la capacidad de fijacion bioldégica de nitrégeno, bajo

condiciones de invernadero y de campo.

El estudio se inicid con la recoleccion de 60 muestras de nodulos de raices de la
Pueraria, en las cuatro zonas productoras de palma. Las cepas bacterianas fueron
aisladas a partir de los nédulos, para luego ser purificadas, y conservadas mediante

la técnica de la liofilizacion.

La caracterizacion fenotipica se realizé en los laboratorios del Departamento de
Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Santa Catalina (INIAP). Se procedio
primeramente a la activacién de las cepas en medio levadura manitol agar (LMA)
mas los indicadores: rojo congo (10 ml/L), LMA-azul de bromotimol (10 ml/L), y
glucosa peptona agar (GPA) con purpura de bromocresol (10 ml/L), para luego
someterlas a las siguientes pruebas: tiempo de crecimiento, morfologia de las
colonias, acidificacidon o alcalinizacion del medio del cultivo. Adicionalmente, se
evaluo la resistencia y/o tolerancia de las cepas a los antibitticos: acido nalidixico,
estreptomicina, espectinomicina, kanamicina; a metales pesados: Al, Cu, Zn, Pb;
pH del medio (4,5; 5,0; y 8,5); y concentraciones de NaCl (0,5%; 1,0%; 2,0%). Para
las pruebas de crecimiento, se utilizo6 como fuentes de carbono y nitrégeno:
sorbosa, tartrato, D-glucoronic, eritritol, dulcitol, citrato, lactatosa, glucosa,
galactosa, xylosa, fructosa, maltosa, sacarosa, glicina, triptéfano, tirosina, utilizando
un medio basal, con una concentracion final de 1g-L*. Las metodologias utilizadas

fueron aquellas recomendadas por el CIAT (1988), y Bernal y Graham (2001).

Con los resultados del crecimiento de las cepas en los diferentes medios, se
elabord una matriz de datos binarios. El crecimiento positivo de las cepas en cada
prueba fue considerada como valor uno (1) y la ausencia de crecimiento como cero
(0). Los datos de la matriz binaria, se sometieron al analisis de Cluster, utilizando el
método de UPGMA (Media Aritmética No Ponderada; Sneath & Sokal, 1973), y
también utilizando los programas SPSS ver. 8.0 y el SAS (Stadistic Analisis
System). El andlisis de Cluster, permiti6 generar un dendograma mostrando la

relacién (parentesco) entre las diferentes cepas aisladas.

La eficiencia de fijacion biologica de nitrdgeno de las cepas, se determind a nivel de
invernadero (CIPAL), y campo. En invernadero, utilizando macetas, se evaluaron

bajo un disefio completamente al azar, 39 cepas nativas, mas una cepa control
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proveniente de Colombia. Se incluyeron los controles nitrogenado y absoluto (cero).
La preparacion del sustrato, siembra de la semilla, preparacion del inoculante,
determinacion de la concentracion bacteriana, inoculacibn de las cepas,
fertilizacién, y manejo del experimento se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones del CIAT (afio), y las metodologias de Bernal y Graham (2001). A
los sesenta dias después de la inoculacion, los parametros considerados fueron: el
porcentaje de nitrégeno, peso fresco y seco de nodulos, peso fresco y seco de la
planta, y numero de nédulos. Los analisis estadisticos permitieron identificar a las
cinco mejores cepas (QP12, QE26, QE43, QuZN47 y QUuLR51) para ser estudiadas

a nivel de campo.

En el campo, las cepas arriba mencionadas, fueron evaluadas bajo un disefio de
bloques completos al azar, y en cuatro localidades: Alespalma y Palpailon (zona de
San Lorenzo), CIPAL (La Concordia), y ESPE (Quevedo). Adicionalmente, se
consider6 también la cepa colombiana y los respectivos testigos: nitrogenado y
absoluto. Los suelos primeramente fueron analizados fisica y quimicamente
(Laboratorio de Suelos, EESC-INIAP).Para la preparacion del terreno, la fertilizacion
(P,K, Ca, Mg, S, y otros nutrientes), preparacion del inoculante, determinacion de la
concentracidon bacteriana, inoculacion de la semilla utilizando turba, las frecuencias
de riego, y demas préacticas de manejo del experimento, se siguieron también las
metodologias del CIAT (1988), INIAP (2005), y Bernal y Graham (2001). Las
variables evaluadas fueron: porcentaje de nitrégeno, peso fresco y seco de nédulos,

peso fresco y seco de la planta.

Como resultados, la caracterizacion fenotipica de las cepas, realizada en el
laboratorio, permitié identificarlas como bacterias pertenecientes a dos géneros:
Rhizobium con un crecimiento rapido, y Bradyrhizobium con un crecimiento lento.
Los resultados demuestran que la Pueraria, se asocia haturalmente por lo menos
con dos géneros diferentes, siendo el género Bradyrizhobium, el mas comdn. Las
cepas de las zonas de Quinindé y Quevedo mostraron ser las mas tolerantes a
condiciones de estrés (ej. acidez, metales pesados, antibioticos, etc.). Las
condiciones de una agricultura mas intensiva en ambas regiones, probablemente
son causa para que estos microorganismos desarrollen mecanismos de adaptacion

y persistencia.

En los estudios de invernadero y campo, el porcentaje de nitrégeno en la planta, el

peso seco de nédulos, y el peso seco de plantas, fueron las variables de mayor
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jerarquia para la seleccion de las cepas mas eficientes en fijacion biolégica de
nitrégeno. Las cepas QuLR51 (CIPAL), CP12 (Alespalma), CP12 (Palpailon), y la
Qu LR 51 (ESPE) fueron las mejores de acuerdo a los andlisis estadisticos de los
parametros considerados tanto en invernadero como en condiciones de campo.
Estas cepas constituyen potenciales inoculantes de la Pueraria. La recomendacion
principal de este estudio de eficiencia de fijacidbn de nitrégeno, es por lo tanto,
probar a nivel de laboratorio algunos sustratos para seleccionar aquel que presente
la mejor viabilidad de la bacteria en términos de concentracion de células
bacterianas por ml de sustrato, en el tiempo (2-3-6 meses). El mejor portador,
permitira la elaboracion de inoculantes a nivel comercial, para ser entregados al

palmicultor Ecuatoriano.
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VIII. SUMMARY

Oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) is a very important crop in Ecuador as part of the
national agricultural production with a total planted area of 207 285.35 has,
distributed in San Lorenzo, Occidental, Guayas and East (Amazon region) blocks.
The Occidental block which includes: Quinindé, La Concordia, Santo Domingo, and
Quevedo, is the biggest block with approximately 150 000 has. In Ecuador, there
are 5 515 oil palm growers, from which the 87% are small producers (5-50 has).
Therefore, the crop has an enormous social impact as direct source of jobs for
90000 people, and indirectly for 50 000 people, generating US $ 75 000 millions due

to the annual exportations (Oil Palm Production Census, 2005).

As part of the efficient oil palm management in the field, is its association with the
Pueraria legume (Pueraria phaseoloides), which plays an important role as cover
crop. Cover legumes have many advantages, such as: soil erosion control, soll
conditions improvement, organic matter increase, soil temperature regulation, solil
water infiltration, soil water retention, soil micro and macro biota increase, weed
control, pest control, etc. An essential characteristic of legumes is the atmospheric
nitrogen fixation capacity, which is due to the symbiotic association with the
beneficial soil bacteria, commonly called “rizobio”, whose main niche is the root

nodule.

In collaboration with the International Organism of Energy Atomic (IOEA), the
Research Center of Oil Palm (CIPAL, La Concordia) belonging to ANCUPA
(National Association of Oil Palm Growers, in Ecuador), determined that Pueraria
has the capacity to fix 207 kg N.ha™.year™, by using the **N isotopic technique. This
finding means that beneficial bacteria native strains are efficient for atmospheric
nitrogen fixation to benefit the legume, and therefore indirectly the oil palm crop

nitrogen nutrition.

Unfortunately, this situation is not the same in some Ecuadorian oil palm zones,
where the low nodulation by “native rizobios” of Pueraria is common characteristic,
which means a deficient biological nitrogen fixation process. On base of these
antecedents, a research was conducted with the following main objectives: a) a
phonotypical characterization of “rizobio” strains isolated from soils belonging to the

four oil palm production blocks, and b) strains nitrogen biological fixation evaluation,
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under greenhouse and field conditions, in order to select the best nitrogen fixing

strain.

This study was initiated with a sixty Pueraria root nodules samples collection in the
four oil palm production blocks, under low (close to the native forest), and intensive
input systems. “Rizobio” bacteria were isolated from nodules, and then isolates

were purified and stored through the lyophilization technique.

The phonotypical characterization was carried out in the Plant Protection
Department Laboratory of INIAP (Santa Catalina Experimental Station). First,
isolates were activated in yeast mannitol agar medium (LMA) containing separately
the following contaminate indicators: Congo red (10ml/L) and bromothymol blue
(10ml/L), and a third, bromocresol purple (10 ml/L) in glucose-peptone medium.
Then, isolates were subject to the following tests: colonies growth time, colony
morphology, acidification and alkaline reactions of the culture medium. Additionally,
it was evaluated the resistance and/or tolerance of isolates to antibiotics (nalidixic
acid, streptomycin, spectinomycin, kanamycin), heavy metals (Al, Cu, Zn, Pb),
growth in pH 4.5; 5.0; and 8.5, NaCl concentration (0.5; 1.0 and 2.0%). For the
growth test, the following carbon and nitrogen sources were used: sorbose, tartrate,
D-glucoronic, eritritol, dulcitol, citrate, lactatose, glucose, galactose, xylose, fructose,
maltose, sucrose, glicine, tryptophan, tirosine, by using basal medium, in a final
concentration of 1g-L™. For this, the methodologies recommended by CIAT (1988),

and Bernal and Graham (2001), were followed.

With the isolates growth results in the different media, a binary matrix was
elaborated. The growth of isolates was considered as value 1, and the negative
growth was considered as value 0. The data were subject to a “cluster” analysis by
using the UPGMA (Media Arithmetic No Pondered; Sneath & Sokal, 1973) method,
and the SPSS ver. 8.0 and SAS (Statistic Analysis System) programs. The cluster
analysis allowed generating a “dendogram” showing the different isolate

relationships.

The biological nitrogen fixation capacity of isolates was determined in greenhouse
(CIPAL) and field conditions. In the greenhouse, by using pots, a completely random
design was used with 39 isolates (treatments), plus a control stains used in
Colombia. Nitrogen and absolute (without nitrogen, and without bacteria isolate)

controls were added. The substrate preparation, seed disinfection, seed planting,
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inoculants preparation, bacteria concentration, isolate inoculation, fertilization, and
experiment management was carried out by following the methods recommended
by CIAT (1988), and Bernal and Graham (2001). Sixty days after the seed
inoculation, the parameters measured were: nitrogen percentage, fresh and dry
weight of nodules, fresh and dry weight of plant, and nodule number per treatment.
The statistical analysis allowed to identify the best five strains on base of the
parameters above indicated. The strains were: QP12, QE26, QE43, QuZN47, and
QuLR51. These strains were then considered for the next research step, the field

experiment.

Under field conditions, the strains were evaluated by using a random completely
blocks design, with four reps, and four sites: Alespalma and Palpailon (San Lorenzo
zone), CIPAL (La Concordia zone), and ESPE (Quevedo zone). Additionally, a
strain used in Colombia, and the nitrogen (+N: 80 kg N/ha) and absolute (-N, -
strain) controls were included. First, soils samples in each experimental site were
collected for physical and chemical analysis (EESC-INIAP, Soils Laboratory). For
the soil preparation, fertilization (P, K, Ca, Mg, S, and other nutrients), peat
inoculants preparation, bacteria concentration, seed inoculation, irrigation frequency,
and other experiment management practices, the methodology recommended by
CIAT (1988), INIAP (2005), and Bernal and Graham (2001), were used. The
variables considered to evaluate the strains nitrogen fixation capacity were: nitrogen

percentage, fresh and dry weight of nodules, fresh and dry weight of plants.

As results, the isolate phonotypical characterization carried out in laboratory,
allowed to identify two main bacteria groups. One group was of slow growth, and the
other group was of fast growth. These results show that Pueraria is associated at
least with two “rizobio” genus: Rhizobium and Bradyrhizobium (the most common in
this study). The isolates coming from Quinindé and Quevedo zones were the most
tolerant to “stress” conditions (i.e.: acidity, heavy metals, antibiotics, etc.). Probably,
the intensive agriculture practices in both zones generated specific conditions, and
the “rizobio” bacteria created mechanisms for adaptation and persistence under

these disturbed soil conditions.

In the greenhouse and field experiments; nitrogen percentage of plant, nodules dry
weight, and plant dry weight, were the most important parameters used in order to
select the most efficient nitrogen fixation “rizobio” isolates. The strains: QULR51
(CIPAL), CP12 (Alespalma), CP12 (Palpailon), and Qu LR 51 (ESPE) were the best
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according to the statistical analysis of data obtained and compared with control

treatments, in both greenhouse and field trials.

These strains become potential inoculants of Pueraria. Therefore, one of the main
recommendations of this study is to test under laboratory conditions, some
substrates in order to select one “carrier” that allow the bacteria viability in terms of
bacteria cells concentration/g or ml of substrate, during the time (2-3-6 months). The
best carrier will allow to ANCUPA, the elaboration of commercial Pueraria seed

inoculants, to be provided to the Ecuadorian palmicultor.
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Anexo 2. Distribucion Aleatoria para Toma de Muestr

Palma Aceitera. Propietarios y Provincias.

as en la Zona Productora de

Para la distribucion de los lugares donde se tomé las muestras de suelo a través del

1. Se tomé del Censo Palmero (2005), la informacion de todos los palmicultores,

distribuidos por zonas de produccion, donde se obtuvo la siguiente informacion:

Bloques Letras Palmicultores | Superficie |% Muestras
Quinindé A, B, C,D,E |4091 119 414,61 |58% |35
Quevedo F, G, H, I 1464 54 416,5 26% |16

San Lorenzo |K 71 15 187,31 7%

Oriental J 350 18 266,89 9%

TOTAL 5976 207 285,31 |100% |60

relaciond con el nUmero de muestras que se tomaran en cada zona productora de palma

aceitera.

2. Se sumo la superficie sembrada de cada una de las zonas. De acuerdo a la superficie se

Se separaron los diferentes bloques para establecer el nimero de palmicultores.

Para cada zona con el nimero de palmicultores, se procedid a realizar una distribucion

aleatoria, con el nUmero de muestras determinado, y luego se realiz6 la identificacion del

propietario, la codificacion de la boleta y la provincia donde se encuentra ubicada.
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BOLETA | PROPIETARIO SUPERFICIE PROVINCIA N W de
(ha) Randomizado | Muestras
A0094 ANGULO QUINONEZ FLAVIO 6,0 ESMERALDAS 94 1
A0103 SOLORZANO PAZMINO JACINTO 110 ESMERALDAS 103 )
ALADINO
A0398 ARGOTY MATILDE 32,0 ESMERALDAS 398 3
A0408 BRAVO MOLINA RAMON VICENTE 18,7 ESMERALDAS 408 4
A0490 VARELA MUNOZ GALO AVIGAIL 11,0 ESMERALDAS 490 5
B0004 CHOEZ PILAY ANGEL WALTER 13,0 ESMERALDAS 502 6
B0046 SANCHEZ CONTRERAS DIONICIO 25,0 ZONA NO DELIMITADA | 544 7
B0101 ABAD PIGUAVE RAYMUNDO ZACARIAS 91,8 ESMERALDAS 598 8
B0184 FUENTES PENAFIEL JULIO 25,0 PICHINCHA 679 9
B0239 ZAMBRANO ROMERO FRANKLIN 43,0 ESMERALDAS 734 10
MAURICIO

B0276 MUNOZ PAZMINO JORGE 107,0 PICHINCHA 771 11
B0613 CEVALLOS GUEVARA RODRIGO 30,0 ESMERALDAS 1107 12
B0643 GUISADO PAREDES LUIS GENARO 10,5 ESMERALDAS 1137 13
B0980 JIMENEZ AMAIQUEMA PRIMITIVO 11,0 ESMERALDAS 1473 14
B1002 BUNAY JIMENEZ CRUZ MAR=A 20,0 ESMERALDAS 1495 15
C0043 CORDOVA CEVALLOS EDUARDO 54,0 ESMERALDAS 1755 16
C0110 OCANA GAVILANEZ HUGO SERGIO 60,0 ESMERALDAS 1823 17
C0415 TORRES JACOME BENITO PRADO 3,0 ESMERALDAS 2119 18
C0497 CHIMBO LUIS LIZARDO 21,0 ESMERALDAS 2201 19
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C0547 MARINO CASTILLO JOSE FLORIANO 20,0 ESMERALDAS 2 250 20
C0689 CORDOVA CORDOVA DAYSI MARIELA 5,0 ESMERALDAS 2392 21
C0884 |SALTOS NUNEZ WENCESLAO 12,0 ESMERALDAS 2 586 22
D0352 RIVERA GUERRERO ANGLE 50 PICHINCHA 2 960 23
D0354 | SANCHEZ VIVANCO WILSON 45,0 PICHINCHA 2 962 24
D0399 CASTRO GAVIDIA JORGE BOLIVAR 4,0 PICHINCHA 3 007 25
E0023 VEAS TARIRA SICTO ALEJANDRO 12,0 ZONA NO DELIMITADA |3 182 26
EO171 HASEGAWA KOMIYAMA 1ZUMI 30,0 ZONA NO DELIMITADA |3 322 27
E0282 BECDACH CARLOS 52,6 PICHINCHA 3426 28
E0286 ANDRADE SEGUNDO 14,0 ZONA NO DELIMITADA |3430 29
EO0390 CEDENO SALTOS MAURA 47,0 ZONA NO DELIMITADA |3531 30
E0431 AYALA HERRERA ANGEL ISAC 47,0 ZONA NO DELIMITADA |3572 31
E0493 CANALES MERCHAN EPIFANIO GERMA |9,0 ZONA NO DELIMITADA |3 632 32
EO0567 PAZMINO ARMANDO 9,0 ZONA NO DELIMITADA |3 705 33
E0683 FERRIN ZAMBRANO CAYETANO 40,0 PICHINCHA 3821 34
E0909 BARREIRO FLORI LIDIA ROSARIO 65,0 ZONA NO DELIMITADA |4 044 35
G0054 |GONZALEZ VELIZ JULIO RAMON 8,0 ZONA NO DELIMITADA |84 36
G0108 |FAULA FELIX 10,0 ZONA NO DELIMITADA | 138 37
G0166 |GONZABAY RUIZ PIEDAD MARGARITA 25,0 LOS RIOS 193 38
G0355 |TORRES JAVIER ISAAC 20,0 ZONA NO DELIMITADA | 373 39
G0358 |ARREAGA ALFREDO 4,0 ZONA NO DELIMITADA | 376 40
G0411 |PONCE ZAMBRANO MARIA GEOCONDA |30,0 PICHINCHA 428 41
GO0711 |YEPEZ BOLIVAR 6,0 ZONA NO DELIMITADA | 728 42
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G0754 |PARRAGA CEDENO SEGUNDO 10,0 ZONA NO DELIMITADA | 768 43
G0823 | SANCHEZ RAMOS JORGE 32,0 LOS RIOS 835 44
H0043 | ZURITA CAMPOS SIXTO 123,0 LOS RIOS 898 45
HO076 |CAJAMARCA ZAPATA MARIA ASUNCIO 23,5 LOS RIOS 931 46
HO0120 HOLGUIN GUTIERREZ PABLO VICENTE [40,0 LOS RIOS 975 47
H0495 | CARCAMO PARRALES JOSE 35,3 LOS RIOS 1347 48
H0498 | CHI KUAN JUAN CHUTAI 57,0 LOS RIOS 1350 49
HO508 |SOLIS MARTINEZ CARLOS FELIPE 17,0 LOS RIOS 1 360 50
HO0601 CHONG QUI LAN LON ALEJANDRO 200,0 GUAYAS 1453 51
K0003 AIQUISA 234,2 ESMERALDAS 3 52
K0016 PALPAILON HIDALGO HIDALGO 1600,0 ESMERALDAS 16 53
K0030 FERNADEZ HIDALGO JUAN MANUEL 30,0 ESMERALDAS 30 54
K0041 CORDOVEZ NORMA 68,0 ESMERALDAS 41 55
JO055 ESPANA MEDINA CARLOS ALBERTO 115,0 ORELLANA 59 56
JO088 AREVALO BRAVO JUAN BAUTISTA 24,0 SUCUMBIOS 93 57
J0125 VALDIVIESO BURNEO BEATRIZ 420 SUCUMBIOS 130 cg
LUCRECIA
J0199 ALVARADO MELO OLIVAR 10,0 SUCUMBIOS 204 59
J0282 ACOSTA FRANCISCO 25,0 ORELLANA 287 60
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Anexo 3. Solucién Nutritiva Summerfield =N (McDemo  tt and Graham. 1990)

Stock 1

Ca(NOs), . 4H,0 2750 ¢

KNO; 6.879g

(NH,), SO, 345¢g

Agua destilada: 2500.00 ml
Stock 2

NaFe EDTA 10.20¢g
H,O 2500.00 ml

Stock 3

H,O 2500.00 ml

Stock 4

CaSO, 87.50¢

H,O 2500.00 ml
Stock 5 (micro)
KCI 33.50g
HsBO; 9.375¢g
MnSQO, . H,O 21.25 ¢
ZnS0O,. 7H,O 337 ¢
CuSOQO,. 5H,0 3.0¢9
(NH4)sM070,, . 4H,0 3.375 g
H,SO, (conc.) 13.50 mi
H,O 2500.00 mi

Stocks 1-2-3-4:  Usar 100 ml por 10 |

Stock 5: Usar 2 ml por 10 |
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Anexo 4. Medios de Cultivo

Medio TL (tryptone-yeast)

Tryptona (caseina) 10.00 g
Extracto de levadura 1.00 ¢

CacCl,. 2H,0 0.294 ¢g
Agua destilada 1.00 L

pH 7.0

Para medio so6lido se agrega por cada 1000 ml de medio liquido 20 g de agar.

Medio basal para fuentes de carbono y nitrégeno.

K,HPO, 1.00 g
KH,PO, 1.00 g
FeCl;. 6H,0 0.10 g
MgSO,. 7H,0 0.20 g
CacCl, 0.10 g
(NH,),SO, 1.00 g
Agar 20.00 g
Fuente de Carbono 1.00 g (esterilizar por filtracion).
Agua destilada 1.00 L

Para fuentes de N. usar el mismo medio. pero remplazar el (NH,),SO, por manitol (1 g/l).

Colocar la fuente de nitrégeno: 0.50 g/l (filtrado).

Antibidticos en medio TLA (Jerez, 2004).

Acido nalidixico |40 mg

Estreptomicina 3 mg

Espectinomicina| 5 mg

Kanamicina 10 mg
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Metales pesados en Medio TLA (Jerez, 2004).

CuCl,. 2H,0 100 ug /mi
Al Cl;. 6 H,O 500 ug/ mi
Zn Cl, 100 ug/ mi
Pb (CH3;COOQ), |500 ug/mi

Medio LMA (Levadura-Manitol-Agar) (Somasegaran and Hoben, 1994 )

Manitol 10.00g
K,HPO, 05¢g
MgSO, 0.50 g
Extracto de levadura 0.40g¢
CINa 0.10g¢
Agar 20.00g
Agua destilada 1L
Ph 6.8
*Solucién de RC 10 ml (stock)

Solucion de BTB 5 ml (stock)

*soluciones stock:

Rojo Congo (RC). 0.25 g/100 ml de agua destilada
Azul de Bromotimol (BTB). 0.5 g/100 ml de etanol

Medio GPA (Glucosa-Peptona-Agar) (CIAT 1988)

Glucosa 59

Petona 10 g

Agar 2049

Agua destilada 1L

* Solucién de BCP 10 ml (stock)

* Solucion stock: Purpura de Bromocresol (BCP). 1g/100ml de etanol
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[tivos de Palma Africana en Ecuador.

MAPA DE UBICACION DE ZONAS ACTUALES

DE CULTIVOS DE PALMA AFRICANA EN ECUADOR
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Anexo 6. Formulario de Recoleccion de Muestras en P alma Aceitera.

Nunero de Recdecacion:

Fedha de Reoolexcidn:

Readlector: Goa o Ronero Ryjas

Norrore del Propietario:

jacela Ga Hstarid del Loe

Zorer Uso AdLel Usoarterior

F’rwim’a Bosqe

Canton Pastizales

Hadenda: Quiivo

NLote:

NHleras

NPFantes

Detos o4 Qitivo

Eded dd Cuitivo:

Superfide Semrack:

Variedadt

Presenda de Quitivo de Cobertura:
Tipo de Rega: Fecuencia Dosis

Riego: g No
Tipo de Fettilizante Frecuencia Dosis
1- 1- 1-
2 2 2
3- 3- 3-

Utilizaddn de Abonos QUimiaos: 4- 4- 4-
Tipo de Fettilizante Fecuendia: Losis
1- 1- 1-
2- 2- 2-
3- 3- 3-

Utilizaddn de Abonos Orgéniacs: 4- 4- 4-

Cono s incoparana sLelo:

Estado dela Parcdla

Cobertura dela Leguminosa (%9:

Estado dela Leguminosa: Eoedt Qondidén

Presenda de NooLics: [S ND: Ylrfeacion:

Pendene: | _
Cdor: Fome: TeXua

Hay zonas conpectados

Se inundafécilmente:




