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RESUMEN
La investigacion se desarroll6 con el fin de evaluar la viabilidad del Rhizobium
leguminosarum bv. en semillas de Trifolium pratense (Trébol rojo) peletizadas con
diferentes materiales y en condiciones de laboratorio e invernadero. Los tratamientos en
laboratorio fueron: T1= Goma Arabiga + Carbonato de Calcio (control), T2= Maicena
+ Roca fosforica, T3= Maicena + Harina de Trigo, T4= Melaza de cafia + Roca
fosforica y T5= Melaza de cafia + Harina de Trigo. En condiciones de invernadero se
usaron los mismos tratamientos agregando un tratamiento (Testigo) que son semillas sin
peletizar. El experimento se condujo en el disefio experimental completamente al azar,
con tres repeticiones en condiciones de solario y cuatro repeticiones en condiciones de
invernadero, y se realiz6 5 muestreos (0, 7, 14, 18 y 24 dias). En condiciones de
laboratorio el nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii por semilla se determind
utilizando la técnica de dilucion e infeccion en plantas. Los resultados se sometieron a
un andlisis de variancia y la prueba de significacion de Tukey (p=0.05). El tratamiento
T2 (maicena + roca fosfdrica) mantiene el nimero de rizobios/semillas exigidos para
una buena inoculacion hasta los 17 dias post peleteado. Los tratamientos T3 (maicena +
harina de trigo) y tratamiento T4 (melaza de cafia + roca fosforica) mantienen el numero
de rizobios/semillas exigidos para una buena inoculacion hasta los 16 dias post
peleteado. El tratamiento T5 (Melaza de cafia + harina de trigo) mantiene adecuada
viabilidad de los rizobios en las semillas solamente hasta los 11 dias. En condiciones de
invernadero los tratamientos T2 (Maicena + roca fosforica), tratamiento T3 (Maicena +
harina de trigo), muestran un buen indice de nodulacion hasta los 18 dias postpeleteado,
el tratamiento T4 (Melaza + roca fosférica) solo hasta los 7 dias postpeleteado y el
tratamiento T5 (Melaza de cafia+ azlcar) muestra un indice de nodulacion bajo. Segun
los resultados, la mezcla de maicena + roca fosforica y maicena + harina de trigo son
los mejores adherente y material de recubrimiento para reemplazar la goma arabiga y el
carbonato, por haber obtenido la mayor viabilidad del Rhizobium leguminosarum bv

trifolii en condiciones de laboratorio e invernadero.

Palabras clave: Inoculacion, rizobio, viabilidad, pelet, trébol rojo.



INTRODUCCION

La ganaderia es una de las principales actividades econdmicas que se realiza en el Perd,
siendo el manejo pecuario (alimentacion) uno de los factores fundamentales para su
éxito. En la actualidad se vienen desarrollando diferentes técnicas para mejorar el
desarrollo de pasturas siendo una de ellas, la peletizacion de semillas, mediante técnicas
de inoculacion de bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico como los rizobios. El uso
de estas bacterias en la siembra de pastos como la alfalfa y los tréboles disminuye el uso
de fertilizantes nitrogenados y mejora el establecimiento de las leguminosas y de las

especies asociadas.

El trébol rojo (Trifolium pratense) es una de las principales leguminosas que constituye
la base de los pastos que sirven como alimento para el ganado, su importancia radica en
que las leguminosas se pueden asociar con rizobios que ayudan a fijar el nitrogeno
atmosférico (Abad, 2008).

La simbiosis leguminosa-rizobio es la mas conocida e importante en la naturaleza, las
bacterias inducen la formacion de nddulos radicales y la planta otorga a las bacterias la
fuente de energia organica para la fijacion del nitrégeno atmosférico. Las bacterias de
los nddulos cumplen una importante funcion en la agricultura porque otorgan nitrégeno
asimilable a las leguminosas (Madigan et al., 2015). El uso de estas bacterias en la
agricultura se realiza a través de la inoculacion, que consiste en incorporar cepas de
rizobio a las semillas de leguminosas antes de la siembra, con el propdsito de mejorar la
implantacion de la especie (Solid, OPD, 2010). Una de las formas de inocular rizobios a
las semillas es mediante la peletizacion, que originalmente fue usada para cambiar la
forma y tamafio de las semillas, con la finalidad de una mejor manipulaciéon de las
semillas horticolas, ademas de ser usadas como un sistema de identificacién, proteccion
y siembra de precisién (Bennett, 2015). Asimismo, Jerlin et al. (2008) mencionan la

peletizaciobn como una técnica que mejora el rendimiento de los cultivos, porque



uniformiza las condiciones externas de las semillas, sobre todo si estas son pequefias,

ademas de contribuir a la nutricion complementaria.

La peletizacion de semillas de trébol rojo con biofertilizantes (rizobio) es una
alternativa interesante porque permite la viabilidad de los rizobios por un periodo de
tiempo més largo con relacion a la inoculacion directa, pero debido al alto costo que
tiene los materiales que se usan para realizar el peletizado, los agricultores no lo
realizan por no ser rentables. El presente trabajo de investigacion plantea la utilizacion
de distintos materiales de peletizacion que son méas baratos y accesibles para los
agricultores. Con estas consideraciones expuestas se planteo los siguientes objetivos.

Objetivo general
Evaluar la viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas de trébol rojo
(Trifolium pratense) peletizadas con diferentes materiales en condiciones de laboratorio

e invernadero.

Obijetivos especificos

1. Determinar el efecto de adherentes y materiales de recubrimiento en la viabilidad
de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas peletizadas de trébol rojo
(Trifolium pratense) en condiciones de laboratorio.

2. Comprobar el efecto de adherentes y materiales de recubrimiento en la viabilidad
de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas peletizadas de trébol rojo
(Trifolium pratense) en condiciones de invernadero.

3. Establecer el mejor adherente y material de recubrimiento que sustituya a la goma

arabiga y al carbonato de calcio en el proceso de peletizacion de semillas.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Como antecedente se ha considerado la investigacion realizada por Pacotaype (2018) en
semillas de alfalfa inoculadas con Sinorhizobium meliloti y peletizadas con diferentes
materiales. Determind que la viabilidad de los rizobios en las semillas peletizadas
disminuye a través del tiempo y que algunos materiales como la melaza de cafia, harina
de trigo, roca fosférica y maicena mantienen la viabilidad de los rizobios de manera
similar a la goma arabiga y el carbonato de calcio, cominmente utilizados en la
peletizacion de semillas de leguminosas. Asimismo, Alcaraz et al. (1994) informan que
la velocidad de muerte del Rhizobium meliloti B-36 en semilla de alfalfa preinoculada
es independiente de la cobertura ensayada (carbonato, perlita y caolin) usando goma
arabiga o etilmetilcelulosa como adhesivo y que el numero de bacterias sobre la semilla
preinoculada disminuye a través del tiempo, pero la concentracion remanente es del

nivel de 10* células viables/semilla (p. 167).

Por su parte, Anyaipoma (2014), al evaluar diferentes tipos de adhesivos y cubiertas
para la preparacion de pelets de semillas de trébol inoculadas con Pseudomonas cepa
Ps42 observé que, la cubierta de arcilla:cal:aserrin (99:1:10) en combinacién con el
adhesivo conformado por la mezcla del inoculante y agua azucarada al 50%, muestra la
mejor estructura de pelet. Al evaluar la supervivencia de Pseudomona en el pelet,
determind al tercer dia de almacenamiento, que el tratamiento PG (pelet+G) supera en
31%, al tratamiento PLMC (pelet+LMC). Asimismo, informa que los tratamientos
PLMC y PG mostraron una tendencia a incrementar los pesos secos de las plantulas con

respecto al control N+, en 13,26% y 13.02% respectivamente (p. 8).

De igual manera, Vergani-Boza y Zufiga-Davila (2018) demostraron que la viabilidad

de las bacterias (Pseudomonas C32, Streptomyces AC7 y diazotrofo DZ50) en las



semillas peletizadas de maca (Lepidium meyenii W.) es superior, debido a la menor
pérdida de humedad. Mencionan también que las semillas peletizadas presentan mayor
peso seco de plantulas germinadas (in vitro) y mayor peso seco radicular (invernadero)

después de 35 dias de crecimiento (p.333).

Santillana (1998) al comparar la sobrevivencia de cepas de rizobios en semillas de
trébol rojo con inoculacion simple y peleteado, utilizando la técnica de Dilucién e
Infeccion en plantas, determiné que los rizobios sobreviven por mas tiempo en semillas

peletizadas.

1.2. EL TREBOL ROJO

1.2.1. Origen e historia

Canals (2002) menciona que el trébol rojo (Trifolium pratense) es originario del sudeste
de Europa. Su cultivo como forrajera se inicio en el norte de Europa y actualmente se ha
extendido a todo el planeta. Ruiz (1987), citado por Durand (2008), indica que al Per(
Ilegé hace aproximadamente 80 afios, en la region de Cerro de Pasco y Junin, a través
de los técnicos de la Copper Corporation y en el norte del pais en la region de Porcon
(Cajamarca), a través de los Gildemeister y SIPA. Indica también que posteriormente
gracias a los Convenios con los Gobiernos de Suiza, Holanda, Nueva Zelanda y
Bélgica, se sembraron nuevas variedades en las localidades de Ayacucho, Cajamarca

Puno, Huancayo (p. 12).

1.2.2. Importancia

Durand (2014), cita a Principe (2008) para sefialar que el trébol rojo (Trifolium
pratense) es una leguminosa anual con alto valor nutritivo y de alta produccion, que
puede usarse para corte 0 pastoreo en praderas asociadas predominantemente en épocas
de lluvia. Hay variedades adaptadas a la defoliacion (pastoreo) frecuente, pero deben

pastorearse con bajas cargas para permitir su persistencia (p. 9).

Anyaipoma (2014) indica que el trébol rojo es conocido y utilizado para mejorar los
suelos debido a su alta capacidad de fijacion biologica de nitrégeno atmosférico.
Martinez (2020) enfatiza que en suelos de buena fertilidad y humedad se obtiene
producciones de forraje hasta de 12 tn de materia seca por hectarea afio. Ademas,

animales que la consumen pueden llegar a producir de 16-18 litros de leche al dia.



Canals (2002) sefiala que el trébol rojo (Trifolium pratense) es una leguminosa muy
productiva, incluso en verano, si recibe suficiente aporte hidrico. La produccién anual
puede alcanzar las 12-15 t ms/ha. Tiene buen valor nutritivo con elevada proporcién de

glucidos y una mayor digestibilidad.

Mifion et al. (2013) mencionan que su consumo puede producir meteorismo por lo que
se recomienda la siembra en asociacion con gramineas. Algunas variedades tienen
elevado contenido de isoflavonas y producen una considerable actividad estrogénica
que podria dafar la fertlidad de ovejas en pastoreo. Sin embargo, es de escasa
importancia, debido a la poca informacion sobre este efecto en animales domésticos (p.
34)

1.2.3. Clasificacion taxondémica
Segln Martinez (2020), el trébol rojo (Trifolium pratense) presenta la siguiente

clasificacion taxondmica:

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Fabales
Familia : Fabaceae

Subfamilia  : Faboideae
Género : Trifolium

Especie : Trifolium pratense

1.2.4. Descripcion botanica

SNAVM (2010), indica que:

El trébol rojo (Trifolium pratense) es una planta herbacea - perenne de 10-60 cm de
altura, pudiendo llegar hasta 110 cm de altura y presenta pilosidad variable. Los tallos
son erectos en un comienzo para luego ser decumbentes y ascendentes. Su sistema
radicular consta de una raiz pivotante, y muchas raices adventicias que nacen de los
tallos que estan en contacto con el suelo. Las hojas son trifoliadas, se disponen de
manera alterna y poseen dos estipulas basales que se estrechan en una arista. Las flores,
se presentan agrupadas en cabezuelas globosas, sésiles y cubiertas en su base por las

estipulas de las hojas superiores. El fruto es una legumbre, incluida en el céliz,



indehiscente, de forma ovoide conteniendo una sola semilla de forma acorazonada, muy

pequefias y de tonalidades que varian del amarillo al violeta (péarr. 3-5).

Bojorquez et al. (2015) mencionan que son de gran utilidad en asociaciones con pastos
como el rye grass italiano porque se comportan como plantas protectoras en el
establecimiento de pastos y aumentan la calidad del pasto. Las variedades con buena
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adaptacion en el valle son: el “Kendland”, “Hamua”, “Turoa” y “Pawera”, “Quifiequeli

(p. 8).

1.2.5. Requerimientos climaticos y edaficos

Canals (2002) considera que al trébol rojo le favorece los climas templados. Resiste el
frio y el sombreo pero poco tolerante a la sequia. Vegeta en todo tipo de suelos, aunque
prefiere los profundos y con buen nivel de bases. Es exigente en humedad edéafica pero

no soporta los encharcamientos prolongados (p. 9).

SNAVM (2010), menciona que el Trifolium pratense crece mejor en climas templados —
himedos. Crece entre 7 a 35°C. Temperaturas altas debilitan las plantas, adelantan la
floracion y disminuyen la longitud de los tallos. La tolerancia a heladas aumenta desde
el estado cotiledonar hasta que tiene 3-4 hojas verdaderas. El limite inferior de pH para

el trébol rojo es de 5.5 y el 6ptimo entre 6 y 7.5 (parr.12).

1.2.6. Trébol rojo variedad Quifiequeli

Durand (2014) indica que esta variedad posee gran vigor de sus plantulas, tallos
vigorosos, rapida y buena recuperacién al corte, posee un alto contenido de glucidos por
lo tanto con mejores aptitudes para el ensilado. Buena tolerancia a enfermedades
foliares, pero susceptible al nematodo de la raiz (Ditylenchus dipsaci). Muy exigente en
fosforo, su persistencia de 2 a 3 afios depende de la condicion ambiental en que se

encuentre (p. 10).

1.2.7. Situacion forrajera del Perua

Perulactea (2019), menciona que la ganaderia en la zona andina que se desarrolla a base
de pastizales naturales y cultivados, no tiene competitividad en la produccion de carne,
leche y lana, debido a diferentes razones como la distribucion de precipitaciones,

desconocimiento del uso de semillas certificadas, con alto valor productivo, asociacion



de gramineas con leguminosas que otorga un alimento balanceado al ganado (parr.1).

El MINAGRI (2020) sefiala que para el afio 2021 la ganaderia en el Perd habra crecido
hasta en un 6%, gracias al Programa Nacional de Pastos y Forrajes. Para el 2017, se
tuvo previsto sembrar 25,500 hectareas en todo el pais, siendo la meta final al 2021, la
siembra total de 150 mil hectareas con este forraje, que es de alto valor nutritivo para el
ganado (parr.1).

1.3. FIJACION BIOLOGICA EN LA SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA
1.3.1. Generalidades

Newton et al. (2002) citado por Chipana (2016) mencionan que la fijacion de nitrogeno
es el proceso mediante el cual el nitrdgeno molecular se reduce a amonio. A pesar de
que el nitrégeno molecular (N,) se encuentra en la atmdsfera en una concentracion de
casi el 80%, es una molécula muy estable quimicamente y no esta disponible para la

mayoria de los organismos vivos (p. 16)

Existen varias formas de fijacion de nitrogeno, por lo que es posible obtener un
importante suministro de nitrogeno. En la biosfera se estiman unos 275 millones de
toneladas anuales, de los cuales 175 corresponden a la fijacién biologica, 70 a la
industrial y 30 a la espontanea. La fijacion biol6gica puede ser llevada a cabo por
microorganismos en vida libre o en simbiosis con plantas y no sélo permite usar el
nitrdgeno atmosférico sino también revertir o reducir la degradacion del suelo (Zapata,
2015).

Rodriguez et al. (2011) indican que la nodulacion es una caracteristica de las
leguminosas en general, sin embargo, existen géneros que no forman tales estructuras.
En la subfamilia Papilionoideae, donde se incluye alfalfa, veza, soja, judia, garbanzo, se
observan nodulos en un 95 % de los individuos examinados, en la Caesalpinioideae no

se ha encontrado nodulacién en un 67 % de los miembros estudiados (p. 34).

Con relacion a las cantidades de nitrégeno fijado simbidticamente, Urzda (2005)
menciona que depende principalmente de la especie leguminosa, de la efectividad del
rizobio, de las condiciones edafoclimaticas, del manejo del cultivo y, eventualmente, del

manejo del ganado. Los valores pueden fluctuar entre 50 y 800 kg-ha-1-afio-1 de



Nitrégeno (p. 136).

1.3.2. El proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno

Salas (2015) sefiala que los rizobios y leguminosas se asocian a traves de un complejo
proceso de sefializacion que finaliza en la formacién de nddulos. La formacion de esta
interaccion comprende una serie de cambios morfolédgicos y fisiologicos tanto del
rizobio como de su planta huésped, todos procesos sumamente regulados por los

interactuantes e influenciados por el ambiente en el que se encuentran (p. 23).

Madigan et al. (2015) explican que la asociacién leguminosa-rizobio se inicia con el
reconocimiento mutuo de la planta y la bacteria. Se produce la adhesion de la bacteria a
los pelos radiculares, luego la secrecion de los factores nod. Se origina la invasion
bacteriana a través de los filamentos de infeccion. Se forman los bacteroides en el
interior de las células vegetales y la formacién de los nddulos, donde el nitrégeno
atmosférico es convertido en amonio, el que es utilizado por la planta para la formacion
de proteinas. Por su parte la planta otorga la energia necesaria que requiere este proceso
(pp. 728-729).

Segun Halbleib y Luden (2000) citados por Mays (2004), la fijacion bioldgica de
nitrdgeno es realizada por el complejo nitrogenasa, presente en los organismos
fijadores, el cual cataliza la conversion del N, a NH;" bajo la reaccion general:

N2 + 10H" + 8" + nMgATP = 2NH;" + Hy + nMgADP + nPi (n > 16).
Esta reaccion requiere de grandes cantidades de poder reductor y energia (ATP), y la
reduccion obligada de protones con un minimo de 1 mol de H; producido por mol de N,

reducido (pag. 1).

1.3.3. Factores que afectan la fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN)

Garcia et al. (2003) consideran que aquellos factores que afectan la formacion de
nodulos, como la interaccién de las raices con rizobios compatibles, el crecimiento de
las raices, las condiciones del suelo, o factores ambientales, limitan la simbiosis y la

fijacion biologica del nitrégeno (p. 208).

Valles (2003) hace referencia a Hungria y Vargas (2000) para mencionar que también

las altas temperaturas inhiben la FBN, la nodulacion y la formacion de pelos radicales.



Suelos que alcanzan 40°C o mas en los primeros cinco cm de profundidad, reducen su
poblacion bacteriana. Las leguminosas de raices profundas extraen agua de mayores
profundidades para mantener su potencial hidrico y evitar una reduccion en el indice de
FBN (p. 125)

Paredes (2013) menciona que el proceso de infeccion, el desarrollo de los nédulos y la
expresion de la actividad de la nitrogenasa pueden ser inhibidas por altas
concentraciones de nitratos en el suelo, asimismo, la carencia de fésforo disminuye la
formacion de nodulos y, por consiguiente, la FBN. La falta de agua en etapas
tempranas, retrasa la aparicion de los nodulos y la falta de agua en etapas reproductivas

limita la FBN restringiendo el rendimiento (p. 44).

Rolando (2004) menciona que alta dosis de nitrdgeno combinado tiene un efecto
negativo sobre el peso y nimero de nédulos, sin embargo, dosis moderadas de nitrégeno
influyen en forma positiva sobre la nodulacion vy la fijacion bioldgica. Asimismo, Coyne
(2000) menciona que la fijacion de nitrégeno no se produce cuando el amonio, el
nitrato o el nitrégeno organico estan disponibles, debido a que puede dirigir el flujo de
electrones lejos de la nitrogenasa, de modo que no hay electrones ni reduccion alguna.
Otra teoria es que la reduccion del nitrato (NH3) en nddulos causa el enlace nitrito

(NH,) de compuestos que protegen la nitrogenasa del oxigeno (p. 416).

Coyne (2000) explica también que temperaturas superiores o inferiores al rango 20-
25°C afectan la capacidad infectiva de los rizobios y la actividad de la nitrogenasa en
los nddulos. A temperaturas altas normalmente los Rhizobium suelen perder plasmidos,
como el de pSym o plasmido simbidtico, en el que se ubican la mayoria de los genes

necesarios para la nodulacion (nod) y para la fijacion biologica (Nif y Fix) (p. 144).

Otros factores como el pH, la presencia de niveles de toxicidad de aluminio y
manganeso, o deficiencia de calcio, fosforo y molibdeno en suelos acidos puede reducir
la fijacion biologica del nitrogeno. De igual manera, las condiciones de alcalinidad del
suelo limitan la disponibilidad del hierro, zinc, manganeso y boro en el suelo,

reduciendo el crecimiento de la planta y la fijacién de nitrégeno (Rolando, 2004, p.22)
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1.3.4. Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
Taxonomia
Segun Terpolilli et al. (2014), Rhizobium leguminosarum bv. trifolii posee la siguiente

clasificacion taxondmica:

Dominio : Bacteria

Filo : Proteobacteria

Clase . Alphaproteobacteria

Orden : Rhizobiales

Familia : Rhizobiaceae

Género : Rhizobium

Especie : Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii cepa WSM1325 es un bacilo o baston movil,
gramnegativo, que no forma esporas, presenta colonias mucosas en medios sélidos.
Tiene un tiempo de generacion de 3.9 h a la temperatura de crecimiento Optima de 28°C
(Reeve et al., 2010). Ademas, Terpolilli et al. (2014) afiaden que R. leguminosarum bv.
trifolii cepa WSM1689 es una bacteria que no presenta capsula, es aerobio, mesdfilo,
utiliza diferentes fuentes de carbono. Su genoma presenta 6.903.379 pb y 6.709 genes
que codifican proteinas y 89 genes que solo codifican ARN. Muestra un genoma
multipartito que contiene seis replicones distintos; un cromosoma de tamafio 4.854.518
pb y cinco plasmidos de tamafio 667.306, 518.052, 341.391, 262.704 y 259.408 pb
(p. 527).

1.4. INOCULACION DE SEMILLAS

1.4.1. Inoculante

Segun Perticari (s.f.) la inoculacién consiste en incorporar directamente al suelo o a
través de semillas, rizobios infectivos (capaces de formar simbiosis con la leguminosa
cultivada) y efectivos (con alta eficiencia de fijacion bioldgica de nitrogeno) con la
finalidad de obtener mayor produccion de materia seca y de contenido total de nitrogeno
(parrs 12-13). Basham et al. (1998) mencionan que inoculante se refiere a la
formulacién que contiene una 0 mas cepas bacterianas beneficiosas (0 especies) en un
material vehiculo o soporte, facil de usar y econémico, ya sea organico, inorganico o

sintetizado a partir de moléculas definidas.

11



Sueiro et al. (2011), considera que la inoculacion de semillas con rizobios es necesaria
cuando la poblacién de rizobios en el suelo es insuficiente para establecer una simbiosis
efectiva con la leguminosa o cuando el rizobio nativo no tiene la capacidad de fijar

cantidad suficiente de nitrogeno.

Racca et al., (2001) citado por Guevara (2020), manifiestan la importancia de la calidad
de los inoculantes, recomiendan 1x10° rizobios por g de producto a la elaboracién y de

1 x 10° rizobios por g de producto al vencimiento de 6 meses (p. 32).

Bashan et al. (2014) indican que los inoculantes pueden ser de diferentes tipos:

a) Inoculante solido
El inoculante sélido es producido en base a un soporte turboso (tierra vegetal), con un
contenido de materia organica superior al 80% y alta capacidad de absorcion de agua, lo

que posibilita obtener inoculantes de buena calidad.

b) Inoculante liquido

El inoculante liquido, es elaborado mediante un proceso de fermentacion que permite
alcanzar una masa celular superior a mil millones de rizobios por mililitro de
inoculante. Este producto contiene estabilizantes que garantizan una prolongada

sobrevivencia de las bacterias rizobio en condiciones de almacenamiento naturales.

c) Cultivos liofilizados

En este caso los rizobios son deshidratados a bajas temperatura y se envasan en
ampollas de vidrio. Tienen la ventaja de su larga duracion, pero presentan una elevada
mortalidad de bacterias. Pueden ser utilizados con las semillas. Su utilizacion comercial

no es comun.

d) Caldos Concentrados
Son una forma modificada de los inoculantes liquidos, en que se elimina una gran parte
del agua del cultivo hasta lograr formar bloques solidos. Se utilizan en tratamientos a la

semilla y son de corta vida util.
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e) Los inoculantes granulados
Se pueden aplicar al suelo o previa mezcla con fertilizantes apropiados. Se producen en
turba, yeso, en poliacrilamida (PER), alginatos (AER) o en xantinatos (XER). Su

viabilidad varia de acuerdo al material que se utiliza.

1.4.2. Ventajas de la inoculacion
El Departamento Técnico Barenbrug - Palaversich (2008) indica los beneficios de

inocular semillas de leguminosas forrajeras:

Satisface el 80% de sus requerimientos de nitrégeno por fijacion biol6gica, obteniendo
entre 200-400 kg de nitrégeno por afio. -Se estima un promedio de 30 kg N fijado por
cada tonelada de materia seca producida por la leguminosa. Las gramineas asociadas se
benefician por la transferencia y utilizacion de hasta un 60 % del nitrogeno fijado por
las leguminosas. -Mejora la velocidad de implantacion de las leguminosas y adelanta los
primeros pastoreos. -Mayor produccién total de forraje de la pastura durante su ciclo
productivo. -Aumenta la concentracion de N y proteina en el forraje mejorando su valor
nutritivo. -Se dinamiza el reciclaje de nitrégeno bajo pastoreo. Sustitucién parcial de
fertilizantes nitrogenados mejorando los resultados econémicos de los productores. -
Menores pérdidas del nutriente, disminuye la contaminacion con nitratos de las aguas
superficiales y subterraneas. -Mayor sustentabilidad de los sistemas de produccién
pastoriles al utilizar recursos naturales renovables (energia solar y nitrégeno del aire). -
Mejora la fertilidad de los suelos y contribuye a mejorar los rendimientos de grano en

rotaciones de pasturas con cultivos (parr. 5).

Por su parte, Saldafia y Zapata (2018) sefialan que la simbiosis Rhizobium — leguminosa
puede fijar de 24 a 584 Kg de nitrogeno por hectarea y suplir en algunos casos hasta el
90% de las necesidades de la planta. Contribuye a reducir el uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados, a remediar los problemas de contaminacion de los suelos y el

agua, asi como a disminuir los costos de produccidn de manera sustentable (p. 7990).

1.5. PELETIZACION DE SEMILLAS
Segun Bashan et al. (2014) la peletizacidn es una técnica de inoculacion de semillas, en
la que se utilizan adhesivos con la finalidad de garantizar un adecuado numero de

rizobios por semilla y prevenir que el inoculante no se desprenda de la semilla. La

13



granulacion de semillas con carbonato de calcio se realiza para equilibrar el pH acido
del suelo. (p.20)

Alarcon et al. (2000) citado por Anyaipoma (2014) consideran que el establecimiento
exitoso de las semillas peletizadas depende de factores como el vigor de las semillas,
tipo de suelo y fertilidad, condiciones climaticas, presencia 0 ausencia de

microorganismos patdgenos o benéficos.

El Departamento Técnico Barenbrug -Palaversich (2013), indica las ventajas de

peletizar semillas:

El peleteado forma alrededor de cada semilla una zona con condiciones éptimas para la
germinacion y la emergencia de las plantulas. -El recubrimiento de las semillas es
higroscopico por lo que atrae el agua disponible en el entorno de la semilla y mejora su
absorcion. -Asegura la disponibilidad inmediata de nutrientes alrededor de la semilla
durante la emergencia radicular. -Mejora el vigor inicial de las plantulas y resulta en una
implantacion més répida y uniforme. Incrementa la supervivencia de las semillas. -
Garantiza el mantenimiento de altas densidades de rizobios activos sobre la semilla. -
Asegura una alta productividad de la pastura. -Transferencia del nitrégeno fijado a las
gramineas acompafantes, reduciendo la necesidad de aplicar fertilizantes nitrogenados. -

Facilita la manipulacién manual y mecénica de las semillas (parrs. 1-10)

1.5.1. Materiales de recubrimiento usados para la peletizacion de semillas

Pefiuelas (2002) hace referencia a Scott (1989) para explicar que los materiales de
recubrimiento pueden ser sustancias minerales u organicas tales como: limo, yeso,
dolomita, roca fosfatada, montmorillonita y vermiculita que tengan una porosidad entre
15 y 25%. Los materiales de recubrimiento se deben unir a sustancias adhesivas, como
la goma arébiga, gelatina, caseina o sales de caseinato, que eviten que el cubridor se
rompa o quiebre con cualquier impacto. Los adhesivos deben ser solubles en agua y son
generalmente utilizando polimeros orgénicos, amidos, resinas naturales, azucares, colas
de origen animal y mucilagos vegetales que son dispersos en agua para producir un

fluido pulverizable, luego son agregados los sélidos de recubrimiento a las semillas

(pag.4)
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a) Carbonato de calcio

Rios y Velasquez (2016), mencionan que el carbonato de calcio, cuya formula quimica
es CaCOg3 es una sustancia muy abundante en la naturaleza, formando rocas, es también
componente principal de conchas y esqueletos de muchos organismos (p.ej. moluscos,
corales) o de la cascara de huevo. Es la causa principal del agua dura. Es fundamental
en la produccion de vidrio y cemento. Se obtiene por molienda fina 0 micronizacion
(reducir a polvo fino, de 1 um de didmetro) de calizas extremadamente puras, por lo

general con mas del 98.5% de contenido en CaCO3 (p. 49).

b) Roca fosforica

La roca fosfdrica es la materia prima basica para la produccion de los fertilizantes
fosfatados. EI compuesto fosfatado es algun tipo de apatita que pueden presentar
propiedades fisicas, quimicas y cristalogréficas diferentes. Con las rocas fosforicas se
hallan asociados grupos definidos de minerales accesorios de diversos origenes y edades
geoldgicas. Las fuentes de roca fosforica de calidad conocida pueden ser utilizadas

como materiales de referencia para los fines de comparacion (FAO, 2007, p. 19).

Zapata (2007) sefialan la composicion de la roca fosférica: Fésforo (P,0s) 31.07%,
Calcio (Ca0) 43.16%, Potasio (K,0) 0.06%, Silicio (SiO;) 10.05%, Aluminio (Al,O3)
3.28%, Hierro (FeO) 0.96% y Sodio (Na;0) 0.507%.

Segun la FAO (2007) mencionan que las leguminosas son particularmente adecuadas
para la utilizacién de las rocas fosforicas. Son efectivas en la disolucién de la roca
fosforica y en la absorcion de los productos de disolucion debido a su demanda de Ca'y
al efecto acidificante de la fijacion de nitrégeno en el suelo cerca del sistema radicular
(rizésfera) (p. 44).

¢) Harinade trigo

Montoya (2010) mencionado por Aquino y Vara (2016) indica que la harina, es el polvo
fino que se obtiene de cereales molidos y de otros alimentos ricos en almidon. En
Europa suele aplicarse el término harina para referirse a la harina de trigo, y se refiere
indistintamente tanto a la refinada como a la integral. El uso de la harina de trigo en el
pan es gracias al gluten, que surge al mezclarla con agua. El gluten es una proteina

compleja que le otorga al pan su elasticidad y consistencia (p. 18)
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INEM (2006) menciona que la harina de trigo es el producto que se obtiene de la
molienda y tamizado del endospermo del grano de trigo, hasta un grado de extraccion

determinado, considerando al restante como un subproducto (p. 1).

1.5.2. Materiales adherentes usados para la peletizacion de semillas

a) Goma arébiga

Carpio y Figueroa (2017) explican que la goma arabiga (goma de acacia) es una resina
de color ambar, recolectada de arboles o arbustos espinosos del genero acacia. Es un
material muy heterogéneo, generalmente formada por cadenas de polisacaridos con
poco o0 ningun material nitrogenado y por moléculas de peso molecular alto, que tienen
proteinas. Las cadenas principales estan formadas por unidades B-Dgalactopiranosilo
unidas por enlaces (1,3) con cadenas laterales de unidades de Galactopiranosa (1,6)

terminadas en residuos de acido glucurénico 6 4-O-metil-Dglucurdénico. (p 38)

b) Melaza de cafa

De acuerdo con Amaya Yy Portillo (2013), las melazas son residuos de la cristalizacién
final del azucar de los cuales no se puede obtener méas azlcar por métodos fisicos. La
composicion de las melazas es muy heterogénea, depende de la variedad de cafia de
azUcar, suelo, clima, periodo de cultivo, eficiencia de la operacion de la fabrica, sistema
de ebullicion del azdcar, tipo y capacidad de los evaporadores. Por otro lado, la melaza
de cafia se caracteriza por tener grados Brix 6 sélidos disueltos de 68- 75 % y un pH de
5.0- 6.1 %. (p. 51)

c) Maicena

Flores (2010) sefiala que la maicena, fécula o almidon de maiz, es un polimero de la
dextrosa, constituido por amilopectina y amilosa. También sefiala que es utilizado como
agente espesante, estabilizante, ligante, agente de volumen, formador de gel,

aglutinante, fuente de carbohidratos, adhesividad y formacién de pelicula (p. 115).

16



CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se realizé en dos ambientes:

e Laboratorio de Rhizobiologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, en el que se realizé la peletizacion de las
semillas de Trifolium pratense (Trébol rojo) y se evalu6 la viabilidad del Rhizobium

a través del tiempo.

¢ Invernadero del Programa de Investigacion en Pastos y Ganaderia de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, donde
se sembré en pequefios maceteros semillas de Trifolium pratense (Trébol rojo)

peletizadas y se evaluo la formacion de nodulos de cada tratamiento.

2.1.1. Ubicacion politica
Departamento : Ayacucho
Provincia : Huamanga

Distrito : Ayacucho

2.1.2. Ubicacioén geografica

Latitud - 13°09°56” S
Longitud : 74°13°40” O
Altitud : 2,735 msnm

2.1.3. Ubicacion ecoldgica

Segun la clasificacion ecolégica de Holdridge (1986), citado por Tineo (1999), se
encuentra dentro de la zona de vida natural Bosque Seco - Montano Bajo Subtropical
(bs-MBS).



2.2. MATERIALES Y EQUIPOS
Para ejecutar el trabajo de investigacion se utilizo los siguientes materiales y equipos:

2.2.1. Materiales de laboratorio

Pipeta graduada 10ml, matraz 200 ml, tubos de ensayo 12 x 150 mm, pabilo, bolsas
plasticas, gradilla de madera, botellas de vidrio, tubo de EPENDORF 1.5 mm, pipetas
automaticas de 100 Lt, Pipetas automaticas de 200u Lt, mechero de bunsen, asa de
kolle, algodon, papel kraff, agua destilada, clorox, alcohol, balon de gas, puntas

amarillas y puntas azules.

a) Reactivos
Cloruro de Sodio, Fosfato de Calcio, Fosfato de Potasio, Sulfato de Magnesio, Cloruro

de Hierro, Acido Bérico y Agar.

b) Equipos

Solario, autoclave 60 L, Agitador y timer.

c) Insumos
Semillas de trébol rojo de la variedad Quifiequeli, inoculante, goma arabiga, carbonato

de calcio, roca fosforica, harina de trigo, melaza y maicena.

d) Materiales de escritorio

Laptop, camara digital, impresora, libros, publicaciones fisicas y digitales.

2.2.2. Materiales de recubrimiento

a) Carbonato de calcio

Compuesto quimico, de férmula CaCOs;. Es una sustancia muy abundante en la
naturaleza, formando rocas, como componente principal, en todas partes del mundo y es
el principal componente de conchas y esqueletos de muchos organismos (p.ej.
moluscos, corales) o de las cascaras de huevo. Es obtenido por molienda fina o
micronizacion (reducir a polvo fino, de 1 um de diametro) de calizas extremadamente
puras, por lo general con mas del 98.5% de contenido en CaCOs;. (Rios y Velasquez,
2016, p. 49).
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b) Roca fosforica

Materia prima basica para la produccion de los fertilizantes fosfatados, contiene fosforo
(P,0s) 31.07%, Calcio (CaO) 43.16%, Potasio (K,0) 0.06%, Silicio (SiO,) 10.05%,
Aluminio (Al,O3) 3.28%, Hierro (FeO) 0.96% y Sodio (Na,O) 0.507%. Dado que las
rocas fosforicas son materiales relativamente insolubles, el tamafio de sus particulas

tiene un efecto importante en su tasa de disolucion en el suelo.

¢) Harinade trigo

Polvo fino que se obtiene de la molienda y tamizado del endospermo del grano de trigo,
hasta un grado de extraccion determinado, considerando al restante como un
subproducto (residuos de endospermo, germen y salvado). (Amaya y Portillo, 2013,
p.18).

2.2.3. Materiales adherentes

a) Goma arabiga

Resina de color &mbar, formada por polisacaridos con poco o ningun material
nitrogenado y por moléculas de peso molecular mas alto, que tienen proteinas como

parte integral de sus estructuras.

b) Melaza de cafa

Residuos de la cristalizacion final del azlGcar de los cuales no se puede obtener méas
azucar por métodos fisicos. Se caracteriza por tener grados Brix 6 solidos disueltos de
68- 75 % y un pH de 5.0- 6.1 %.

c) Maicena

Fécula o almidon de maiz es un polimero de la dextrosa, constituido por una mezcla de
dos tipos de polisacaridos; la amilopectina y amilosa. Agente espesante, estabilizante,
ligante, agente de volumen, formador de gel, aglutinante, fuente de carbohidratos,

adhesividad y formacién de pelicula (Flores, 2010).

2.3. PROBLEMAS ESPECIFICOS
1. ¢De qué manera influye el tipo de adherente y material de recubrimiento en la
viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas peletizadas de trébol

rojo en condiciones de laboratorio?
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2. ¢De qué manera influye el tipo de adherente y material de recubrimiento en la
viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas peletizadas de trébol
rojo en condiciones de invernadero?

3. ¢Enqué medida es posible remplazar la goma arabiga y el carbonato de calcio en la

peletizacion de semillas de trébol rojo (Trifolium pratense)?

2.4. DISENO EXPERIMENTAL

En laboratorio el disefio estadistico utilizado fue DCR con arreglo factorial de 2Ax2B +
1 (A= Adherente; B= Recubrimiento; 1=Testigo), con 3 repeticiones y 5 tratamientos,
haciendo un total de 15 unidades experimentales, los cuales se evalué a los 0,7, 12, 18,
24 dias postpeleteado. En invernadero el disefio estadistico utilizado fue DCR con
arreglo factorial de 2Ax2B + 2 (A= Adherente; B= Recubrimiento; con 2 Testigos), con
4 repeticiones y 5 tratamientos, haciendo un total de 20 unidades experimentales, los
cuales se evalué a los 0, 7, 12, 18 y 24 dias postpeleteado. Con los resultados de las
variables evaluadas, se realiz6 los analisis de variancia, la prueba de tukey y el analisis

de regresion correspondiente.

El modelo aditivo lineal es el siguiente:

Yijk = u+ Ai + Rj + (AxR)ij + €ijk
Donde:
Yijk : Variable respuesta
u : Efecto comun a todas las observaciones
Ai : Efecto de i-ésimo nivel del factor A
Rj : Efecto del j-ésimo nivel del factor R
(AXR)ij : Efecto de interaccidn del i-ésimo nivel de factor A y j-ésimo nivel del factor R

€1j : Error experimenta
2.5. TRATAMIENTOS

Los tratamientos para condiciones de laboratorio (solario) en el presente trabajo de

investigacion, fueron sembrados en medio Jensen, los cuales fueron los siguientes:
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Tabla 2.1. Tratamiento para condiciones de laboratorio

DESCRIPCION
TRATAMIENTOS
ADHERENTE RECUBRIMIENTO
T1(Testigo) Goma arabiga (3.5 ml) Carbonato de calcio (30g) (control)*
T2 Maicena (3.5 ml) Roca fosforica (30g)*
T3 Maicena (3.5 ml) Harina de trigo (30g)*
T4 Melaza de cafia (3.5 ml)  Roca fosférica (30g)*
T5 Melaza de cafa (3.5 ml)  Harina de trigo (30g)*

*Cantidad por 50 g de semilla

Los tratamientos para condiciones de laboratorio (solario) invernadero en el presente
trabajo de investigacion, fueron sembrados en suelo de puna (sustrato), los cuales

fueron los siguientes:

Tabla 2.2. Tratamiento para condiciones de invernadero

TRATAMIENTOS PESCRIPCION
ADHERENTE RECUBRIMIENTO

T1 (Testigo 1) Goma arabiga (3.5 ml) Carbonato de calcio (30g) (control)*
T2 Maicena (3.5 ml) Roca fosférica (30g)*
T3 Maicena (3.5 ml) Harina de trigo (30g)*
T4 Melaza de cafia (3.5 ml)  Roca fosforica (30g)*
T5 Melaza de cafia (3.5 ml)  Harina de trigo (30g)*

T6 (Testigo 2) Semilla sin peletizar

El primer tratamiento es la que se usa usualmente para la peletizacion de semillas que es
la Goma arabiga + carbonato de calcio, para los demas tratamientos se reemplazo el
carbonato de calcio con roca fosforica y harina de trigo debido a que el tamafio de las
particulas es muy similar al del carbonato de calcio, ademés de su facil adquisicion y

bajo costo.

Para reemplazar la goma arabiga se usé la maicena y melaza de cafa, debido a que
ambos tienen la propiedad de ser materiales adhesivos al igual que la goma arabiga
ademas que son muy faciles de conseguir debido a que se encuentra en nuestro mercado
y el costo es bajo. El tratamiento 6 en condiciones de invernadero sirvid para evaluar la

existencia 0 no de rizobios nativos en el suelo a utilizar.
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2.6. INSTALACION Y CONDUCCION DEL EXPERIMENTO

2.6.1. Preparacion de tratamientos

a) Lavadoy seleccion de semillas

Se adquirié semillas de trébol rojo (Trifolium pratense) de la variedad Quifiequeli, en
una tienda de productos agricolas ubicado en la Av. Ramon Castilla del Distrito de San
Juan Bautista — Ayacucho. Luego en el laboratorio de Rhizobiologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias se procedio a seleccionar semillas de mayor tamafio y que no estén

chupados para posteriormente lavarlos con abundante agua y finalmente dejarlos secar.

b) Preparacion de adherentes y del material de revestimiento

Se utilizé la técnica recomendada por el laboratorio de Rhizobiologia. Se procedio a
preparar la goma arabiga al 40%, la maicena al 7% y la melaza al 53.5% en la
proporcion de 1300 ml por 20 Kg de semilla de trébol rojo. El carbonato de calcio, la
roca fosférica y la harina de trigo se utilizo en la proporcion de 12 Kg por 20 Kg de

semilla de trébol rojo.

c) Peleteado de semillas

Se procedié a mezclar el material adherente con el inoculante en proporcion (250 g por
20 Kg de semilla) luego se adicion6 la semilla y por ultimo el material de
recubrimiento. Las semillas peletizadas fueron conservadas hasta su uso en bolsas de

plastico guardadas en una caja de tecnopor para evitar que se sequen.

2.6.2. Viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas peletizadas de
trébol rojo (Trifolium pratense) en condiciones de laboratorio

La viabilidad de los Rhizobium en las semillas peletizadas con los diferentes materiales

adherentes y de recubrimiento se controlaron a los 0, 7, 12, 18 y 24 dias, post

inoculacion.

Para el control de viabilidad se emple6 el método de Dilucion e Infeccién en Plantas,

que consta de lo siguiente:

a) Preparacion del medio JENSEN
Como medio de cultivo para la siembra de plantas en tubos se utilizé el medio Jensen,

Cuya composicion es la siguiente:
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Reactivos
Solucion Stock:

H3BO; 0.31gr
Na;MoO, 0.01gr
CuS04.5H,0 0.01gr
KCI 0.041gr
CaCl, 0.001gr

Todos estos reactivos se disolvieron en 250ml de agua destilada.

Elementos

CaHPO, 1.0gr
K;HPO, 0.2gr
MgS0,4.7H,0 0.2gr
NaCl 0.2gr
FeCls 0.1gr
Solucion stock 5ml
Agar Merk 6.59r
Agua destilada 1000 ml

En el agua destilada, se disolvié todos los elementos indicados en la formula. El
CaHPO0, es de dificil disolucion aun empleando calor, por lo que se diluy6 lo més que se
pueda y el precipitado se distribuyé homogéneamente a todos los tubos.

El medio fue distribuido en tubos de 25 x 150 mm a razén de 20 ml por tubo, luego se

procedio a esterilizar a 121°C x 35 minutos.

b) Desinfeccion y germinacion de semillas

La desinfeccion y la posterior germinacién de la semilla se procedieron de la siguiente
forma:

v Escoger semillas sanas y de tamafio uniforme

v" Colocar las mismas en frascos estériles

v Luego desinfectar sucesivamente con clorox al 2.5% por 3 minutos.

v

Seguidamente se lavan vigorosamente con agua destilada estéril 5 a 6 veces.
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c) Siembra de plantas

Transcurrida las 24 horas en cada tubo con medio Jensen esterilizados, se sembré cuatro
semillas con la ayuda de un asa de kolle en forma de “S” dichas semillas se sembraron
junto a las paredes del tubo para permitir un intercambio gaseoso Yy facilitar la
observacion de los nédulos. Los tubos con las plantas sembradas se colocaron en
gradillas de madera (las que tienen la finalidad de sujetar el tubo y evitar la incidencia
de la luz en la zona radicular) y llevados al ambiente oscuro que permita su
germinacion. Posteriormente de las 4 semillas se escogieron 2 semillas, las que
germinaron y las que este méas vigorosas para dejar solo 2 plantulas por tubo. Estos
tubos seleccionados fueron marcados de acuerdo a las claves de cada tratamiento.

d) Toma de muestras, preparacion de las diluciones e inoculacion de plantas

Para cada control de viabilidad se procedio a tomar muestras de la siguiente manera:

De los diferentes tratamientos, es decir de las semillas peletizadas con diferentes
materiales adherentes y de recubrimiento se separaron 100 semillas (para cada
tratamiento y repeticion) en papel kraff posterior a la toma de muestras las semillas

peletizadas se guardaron a temperatura ambiente hasta el siguiente muestreo.

La preparacion de diluciones y la inoculacion de plantas se realizaron de la siguiente

manera.

Las 100 semillas tomadas como muestra se colocaron en un frasco con 100ml de
solucién salina al 0.85% previamente esterilizada obteniéndose la dilucién 10?2 este
frasco se agitd vigorosamente aproximadamente 100 veces, a partir de este frasco, con
una pipeta previamente desinfectada se tomaron 100ul para pasar a un tubo
EPENDORF de 1.5mm con 900ul de solucién salina esterilizada, constituyéndose la
dilucién 10, a partir de esta diluciéon y utilizando puntas desinfectadas para cada
dilucion se pasé 100ul previamente agitadas con la ayuda de un agitador a tubos
sucesivos hasta obtener la dilucién 10 . De las Gltima cuatro diluciones (10° a 1073), y
utilizando la pipeta de la dltima dilucion, se aplicé 200ul por tubo, en orden decreciente,
es decir la inoculacién se inicié con la dilucién 10° y termind en la dilucién 107, Cabe
aclarar que para las muestras correspondientes a los dias 12, 18 y 24 se consideraron las
diluciones 10° a 107, ya que el nimero de Rhizobium fue disminuyendo con el

transcurso de los dias.
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Las plantas inoculadas se dejaron en solario por un periodo de 40 dias, las cuales
recibieron 12 horas de iluminacion artificial, al cabo de dicho tiempo se procedié a la

evaluacion para determinar el nimero de Rhizobium por semilla.

e) Determinacion del nUmero mas probable de Rhizobium.

Se evalud la formacion de nodulos de cada tubo, considerando como positivo (+)
aquellas plantas que presentaron nodulaciones y como negativas (-) los que carecian de
ellas. Con el nimero de tubos positivos se busco en la tabla de Fisher y Yates para
obtener el numero mas probable de Rhizobium leguminosarum bv trifolii,
posteriormente se hizo el célculo del nimero mas probable de Rhizobium por semilla

peletizada aplicando la siguiente formula:

MXD

Ndmero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii por semilla: VG

Donde:

<
I

NMP de tabla de Fisher y Yates
= Menor dilucion de serie impregnada

Volumen (ml) de muestra inoculada

® < O
I

= 100 semillas peletizadas

2.6.3. Viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en semillas peletizadas de
trébol rojo (Trifolium pratense) en condiciones de invernadero

La viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii en condiciones de invernadero

fue evaluada mediante la determinacion del indice de nodulacién, que se explica a

continuacion:

a) Instalacion del experimento

Preparacion de maceteros

- Se utiliz6 suelo de puna, cuyo analisis demostrd que tenia una buena fertilidad en
todos sus elementos y no fue necesario la fertilizacion.

- El suelo se colocd en recipientes de 200 g los cuales fueron regados a capacidad de

campo.

Siembra
Alos 0, 7, 12, 18 y 24 dias pos inoculacion se sembraron 10 semillas peletizadas por
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macetero, considerando cuatro repeticiones por tratamiento. Para el tratamiento 6

(testigo) se utilizé semillas sin peletizar.

b) Evaluacién de variables

A los dos meses de siembra se procedi6 a evaluar el indice de nodulacion (IN) tomando
en cuenta los siguientes indicadores: tamarfio, cantidad, y color de los nodulos. El indice
de nodulacion (IN) se calculd de acuerdo con los indicadores que se muestran en la
tabla 2.3 y se consider0 alto cuando fue mayor o igual a 15, medio de 8 a 14 y bajo de 0
af.

Tabla 2.3. Indicadores para la determinacion del IN
CARACTERISTICAS DEL NODULO VALOR

TAMANO (A)

Grande 3
Mediano 2
Pequefio 1
COLOR (B)

Rojo 3
Rosado 2
Blanco 1
CANTIDAD (C)

Mucha 3
Poca 2
Ninguna 1
IN = AxBxC

Fuente: Becquer et al (2013) p.324

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para cumplir el objetivo “Evaluar la viabilidad de Rhizobium leguminosarum bv trifolii
en semillas de trébol rojo (Trifolium pratense) peletizadas con diferentes materiales en
condiciones de laboratorio e invernadero” y los objetivos especificos, se desarrolld el
disefio factorial estableciendo los factores Yy testigos: (Adherentes: maicena, melasa;
Recubrimiento: roca fosforica, harina de trigo), Testigo 1: goma arabiga + carbonato de
calcio (laboratorio e invernadero) y Testigo 2: sin peletizar (invernadero). Al encontrar
significacion estadistica, se procedi6é a realizar la prueba de significacion de Tukey

(0.05), utilizando el parquete estadistico Infostat 2020.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. VIABILIDAD DE Rhizobium leguminosarum bv trifolii EN SEMILLAS
PELETIZADAS DE TREBOL ROJO (Trifolum pratense) EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

3.1.1. Poblacion bacteriana a los 0 dias

En la Tabla 3.1 se presenta el ANVA del numero de rizobios por semilla a los 0 dias,

inmediatamente post peleteado, se encontré significacion estadistica entre los factores

de variacion de los efectos principales de adherente y recubrimiento de la semilla de

Trébol rojo, también se encontrd diferencia significativa en los efectos de la interaccion

entre el adherente y el recubrimiento.

El coeficiente de variacion de 0.44% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.

Tabla 3.1. Andlisis de varianza del nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a
los O dias.
F.V. gl SC CM F p-valor
Tratamiento 1586766667 396691667 23801.5 <0.0001 **

4
Adherente 1 500520833.3 500520833  30031.24 <0.0001 **
Recubrimiento 1 500520833.3 500520833 30031.24 <0.0001 *x
1
1

475020833.3 475020833 28501.24 <0.0001 *x
2904000000 2904000000 174240 <0.0001 *x

Adherente*recubrimiento

Factorial vs Testigo

Error 10 133333.33 16666.67
Total 14 1586933333
CV=0.44%

En la prueba de Tukey del N° promedio de rizobios por semilla peletizados con

distintos materiales (figura 3.1), se observa que el adherente maicena, obtuvo un valor



promedio de 34666.67 rizobios/semillas superando estadisticamente a la adherente
melaza que alcanz6 un valor de 21750 rizobios/semilla a los 0 dias inmediatamente post
peleteado. En cuanto al recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor
34666.67 rizobios/semilla el cual supera estadisticamente a la harina de trigo que

obtuvo un valor de 21750 rizobios/semilla a los 0 dias inmediatamente post peleteado.
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E 25000
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2 20000 B
= 20000
=)
-
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¥ A
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5000

0
Melasa Maicena Harina de trigo Roca fosforica
Adherente Recubrimiento

Figura 3.1. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el nimero de Rhizobium

leguminosarum bv trifolii/semilla a los 0 dias.

En la Figura 3.2 se muestra la Prueba de Tukey del efecto de la interaccién de los
factores adherente y recubrimiento en la poblacion promedio de rizobios/semilla a los 0
dias. EI mayor valor se encontr6 en el tratamiento testigo T1 (goma arabiga + carbonato
de calcio) con un valor de 35000, seguido del tratamiento T2 (maicena + roca
fosforica), y seguidas estas de los tratamientos T3 (melaza + cafia de azucar) y
tratamiento T4 (maicena + harina de trigo), ambos con valores de 34500
rizobios/semilla. Todos los tratamientos antes mencionados presentaron diferencia
estadistica significativa respecto al tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo),

que presentd el menor valor que fue de 9000 rizobios/semilla.

Pacotaype (2018) en semillas de alfalfa peleteadas, a los 0 dias, encontr6 34500

rizobios/semilla, similares a los obtenidos en el presente muestreo.
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Racca et al. (2001) indican que para una excelente nodulacion en semillas pequefias
como el trébol rojo, se requiere minimamente 1000 rizobios/semilla, nimero que fue

superado ampliamente en todos los tratamientos evaluados.
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carbonato de calcio roca fosférica fosforica trigo harina de trigo
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Figura 3.2. Prueba de Tukey (0.05) de la interaccion de los factores de variacion + el testigo en

el nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a los 0 dias.

3.1.2. Poblacion bacteriana a los 7 dias

En la Tabla 3.2 se presenta el ANVA del nimero de rizobios por semilla a los 7 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontr6 significacion estadistica entre el factor de
variacion del efecto principal del adherente, mientras que el efecto del factor
recubrimiento no tuvo significacion estadistica. También se encontrd diferencia

significativa en los efectos de la interaccidn entre el adherente y el recubrimiento.

El coeficiente de variacion de 0.53% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.
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Tabla 3.2. Analisis de varianza del nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a

los 7 dias.
F.V. al SC CM F p-valor
Tratamiento 4 2361566667 590391667 35423.5 <0.0001 e
Adherente 1 1963520833 1963520833 117811.23 <0.0001 *x
Recubrimiento 1 20833.33 20833.33 1.25 0.3559 ns
Adherente*recubrimiento 1 1735423464 1963520833 117811.23 <0.0001 **
Factorial vs testigo 1 2882041667 2882041667 172922.5 <0.0001 e
Error 10 133333.33 16666.67
Total 14 2361733333
CV=0.53%

En la prueba de Tukey del N° promedio de rizobios por semilla peletizados con
distintos materiales (figura 3.3), se observa que el adherente maicena, con 34583.33
rizobios/semillas supera estadisticamente al adherente melaza que alcanzé un valor de
9000 rizobios/semilla a los 7 dias inmediatamente post peleteado. En cuanto al
recubrimiento se observa que no existe diferencia estadistica entre los 2 factores (Harina
de trigo y Roca fosfdrica)

40000

34583.33
35000

300040

25000 21750 218333

20000

15000
2000

10000 A A

5000

M* de rizobios por semilla

Melaza Maicens Harina de trigo Roca fosforica

Adherente Recubrimiento

Figura 3.3. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el nimero de Rhizobium

leguminosarum bv trifolii/semilla a los 7 dias.
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En la Figura 3.4 se muestra la Prueba de Tukey de la poblacién promedio de
rizobios/semilla a los 7 dias. EI mayor valor se encontr6 en el tratamiento T1 (goma
arabiga + carbonato de calcio) con un valor de 34883, seguido de los tratamientos T3
(melaza + cafia de azucar) y T2 (maicena + roca fosforica), ambos con valores de 34500
rizobios/semilla. Todos los tratamientos antes mencionados presentaron diferencia
estadistica significativa respecto a los tratamientos T4 (maicena + harina de trigo) y
tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo), que presentaron el menor valor que
fue de 9000 rizobios/semilla. En el presente muestreo, el numero de rizobios/semilla fue

también superior a lo recomendado por Racca et al. (2001).

Pacotaype (2018) en semillas de alfalfa peleteadas, a los 7 dias, encontr6 34500

rizobios/semilla. Podemos sefialar que los resultados obtenidos a los 7 dias son

similares.
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Figura 3.4. Prueba de Tukey (0.05) de la interaccion de los factores de variacion + el testigo en

el nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a los 7 dias.
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3.1.3. Poblacion bacteriana a los 12 dias

En la Tabla 3.3 se presenta el ANVA del nimero de rizobios por semilla a los 12 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontré significacion estadistica entre en los
factores de variacion de los efectos principales de adherente y recubrimiento en la
semilla de Trebol rojo, también se encontr6 diferencia significativa en los efectos de la

interaccion entre el adherente y el recubrimiento.

El coeficiente de variacion de 0.62% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.

Tabla 3.3. Andlisis de varianza del namero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a

los 12 dias.
F.V. o] SC CM F p-valor
Tratamiento 4 15761666.7 3940416.67 13510 <0.0001 **
Adherente 1 5070000 5070000 14601.6 <0.0001 **
Recubrimiento 1 4940833.33 4940833.33 14229.6 <0.0001 **
Adherente*recubrimiento 1 4813333.33 4813333.33 13862.4 <0.0001 **
Factorial vs testigo 1 28383750 28383750 97315.71 <0.0001 **
Error 10 2333.33 291.67
Total 14 15765000

C.V.=0.62%

En la prueba de Tukey del N° promedio de rizobios por semilla peletizados con
distintos materiales (figura 3.5), se observa que el adherente maicena, con 3475
rizobios/semillas supera estadisticamente a la adherente melaza que alcanzé un valor de
2175 rizobios/semilla a los 12 dias inmediatamente post peleteado. En cuanto al
recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor 3466.67 rizobios/semilla
el cual supera estadisticamente a la harina de trigo que obtuvo un valor de 2183

rizobios/semilla a los 12 dias inmediatamente post peleteado.
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Figura 3.5. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el niUmero de Rhizobium

leguminosarum bv trifolii/semilla a los 12 dias.

En la Figura 3.6 se muestra la Prueba de Tukey de la poblacion promedio de
rizobios/semilla a los 12 dias. EI mayor valor se encontrd en el tratamiento T2 (maicena
+ roca fosforica) con un valor de 3483, sequido del tratamiento T3 (melaza + cafa de
azlcar) con un valor de 3466, tratamiento T1(goma ardbiga + carbonato de calcio) y
tratamiento T4 (maicena + harina de trigo), ambos con valores de 3450 rizobios/semilla,
finalmente el menor valor fue del tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo) con

un valor de 900 rizobios/semilla.

En el presente muestreo, todos los tratamientos evaluados, excepto el tratamiento T5
(melaza de cafia + harina de trigo) superaron los 1000 rizobios/semilla recomendado por
Racca et al. (2001)

Pacotaype (2018) en semillas de alfalfa peleteada, a los 14 dias, encontr6 3450

rizobios/semilla. Podemos sefialar que los resultados obtenidos a los 12 dias son

similares.
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Figura 3.6. Prueba de Tukey (0.05) de la interaccién de los factores de variacion + el testigo en

el nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a los 12 dias.

3.1.4. Poblacion bacteriana a los 18 dias

En la Tabla 3.4 se presenta el ANVA del numero de rizobios por semilla a los 18 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontré significacion estadistica entre en los
factores de variacion de los efectos principales de adherente y recubrimiento de la
semilla de Trébol rojo, también se encontrd diferencia significativa en los efectos de la

interaccion entre el adherente y el recubrimiento.

El coeficiente de variacion de 0.44% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.
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Tabla 3.4. Analisis de varianza del nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a

los 18 dias.
F.V. gl SC CM F p-valor

Tratamiento 4 168373257  420933.14 15024.38  <0.0001 **

Adherente 1 37520.08 37520.08 1071.36 <0.0001 el

Recubrimiento 1 28910.08 28910.08 825.51 <0.0001 **
Adherente*recubrimiento 1 91525.33 91525.33 2613.45 <0.0001 *x

Factorial vs testigo 1 773684.08  773684.08 27615.14 <0.0001 **
Error 10 22413 28.02
Total 14 1684012.73

C.V.=2.02%

En la prueba de Tukey del N° promedio de rizobios por semilla peletizados con
distintos materiales (figura 3.7), se observa que el adherente maicena, con un valor de
158.58 rizobios/semillas supera estadisticamente a la adherente melaza que alcanzo6 un
valor de 46.75 rizobios/semilla a los 18 dias inmediatamente post peleteado. En cuanto
al recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor de 151.75
rizobios/semilla el cual supera estadisticamente a la harina de trigo que obtuvo un valor

de 53.58 rizobios/semilla a los 12 dias inmediatamente post peleteado.
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Figura 3.7. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el nimero de Rhizobium

leguminosarum bv trifolii/semilla a los O dias.
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En la Figura 3.8 se muestra la Prueba de Tukey de la poblacion promedio de
rizobios/semilla a los 18 dias post peletado. ElI mayor valor se encontrdé en el
tratamiento T1 (goma arabiga + carbonato de calcio) con 900 rizobios/semilla, el cual
estadisticamente superd con diferencia significativa a todos los tratamientos. El
tratamiento T2 (maicena + roca fosfdérica) con un valor de 295 rizobios por semilla,
super( estadisticamente al tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo), el cual
tienen un valor de 85 rizobios/semilla. Los tratamientos T3 (melaza + cafia de azlcar) y
tratamiento T4 (maicena + harina de trigo), fueron los que tuvieron el valor mas bajo

con 22.17 y 8.50 rizobios/semilla respectivamente.

A los 18 dias, todos los tratamientos presentaron valores inferiores a lo recomendado
por Racca et al (2001). De igual manera, Pacotaype (2018) en semillas de alfalfa

peleteadas, a los 18 dias, encontré menos de 1000 rizobios/semillas de alfalfa.
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Figura 3.8. Prueba de Tukey (0.05) de la interaccion de los factores de variacion + el testigo en

el nimero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a los 18 dias.
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3.1.5. Poblacion bacteriana a los 24 dias

En la Tabla 3.5 se presenta el ANVA del nimero de rizobios por semilla a los 24 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontrd significacion estadistica entre el factor de
variacion del efecto principal del adherente, mientras que el efecto del factor
recubrimiento no tuvo significacion estadistica. También se encontré diferencia

significativa en los efectos de la interaccion entre el adherente y el recubrimiento.

El coeficiente de variacion de 2.55% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptable.

Tabla 3.5. Analisis de varianza del namero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a

los 24 dias.
F.V. o] SC CM F p-valor
Tratamiento 4 13807.14 3451.79 6156.57 <0.0001 wx
Adherente 1 2197.81 2197.81 3924.66071 <0.0001 wx
Recubrimiento 1 2.8 2.8 5 0.0924 ns
Adherente*recubrimiento 1 2.8 2.8 5 0.0924 ns
Factorial vs testigo 1 1.12 0.56 1 0.4096
Error 10 4.49 0.56
Total 14 13812.75

C.V.=2.55%

En la prueba de Tukey del N° promedio de rizobios por semilla peletizados con
distintos materiales (figura 3.9), se observa que el adherente maicena, con 29
rizobios/semillas supera estadisticamente al adherente melaza que alcanzé un valor
promedio de 1.93 rizobios/semilla a los 24 dias inmediatamente post peleteado. En
cuanto al recubrimiento se observa que no existe diferencia estadistica entre los 2

factores (Harina de trigo y Roca fosforica).
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Figura 3.9. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el nimero de Rhizobium

leguminosarum bv trifolii/semilla a los 24 dias.

En la Figura 3.10 se muestra la Prueba de Tukey de la poblacién promedio de
rizobios/semilla a los 24 dias post peletado. EI mayor valor se encontré en el
tratamiento T1 (goma arabiga + carbonato de calcio) con 85 rizobios/semilla, el cual
estadisticamente superd con diferencia significativa a todos los tratamientos, seguido de
los tratamientos T2 (maicena + roca fosférica) y tratamiento T3 (melaza + cafia de
azlcar) los cuales tienen un valor de 29 rizobios por semilla, los tratamientos que
obtuvieron menor valor fueron los tratamientos T4 (maicena + harina de trigo) y
tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo), los cuales obtuvieron valores de 2.90

y 0.97 rizobios/semilla respectivamente.

Los resultados obtenidos a los 24 dias en todos los tratamientos estan por debajo de lo
minimo exigido, citado por Racca et al. (2001).
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Figura 3.10. Prueba de Tukey (0.05) de la interaccion de los factores de variacion + el testigo en

el numero de Rhizobium leguminosarum bv trifolii/semilla a los 24 dias.

3.1.6. Tendencia de la dinamica poblacional

En la Figura 3.6 se muestra la tendencia de la variacion de la dindmica poblacional a lo
largo del periodo de evaluacién en cada tratamiento, donde se puede observar el nimero
de dias donde la poblacion de rizobios se encuentra por encima de los 1000

rizobios/semillas, valor minimo exigido, indicado por Racca et al. (2001).

Tabla 3.6. Ecuacion para la determinacion exacta del tiempo méaximo post peleteado que la
poblacion de Rhizobium leguminosarum bv trifolii se encuentra con valores

superiores a 1000 rizobios/semilla

Tiempo maximo

Tratamiento Ecuacion
obtenidos (dias)
T1 ( Goma arébica + carbonato de calcio)  Y=-1727.6x + 32931 18
T2 (Maicena + roca fosforica) Y=-1728.8x+31720 17
T3 (Maicena + harina de trigo) Y=-1721.7x+29008.4 16
T4 (Melaza de cafia + roca fosforica) Y=-1342.6x+22566.8 16
T5 (Melaza de cafia + harina de trigo) Y=-448.04+9263.3 11
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De acuerdo a las ecuaciones de la Tabla 3.11 el tratamiento T1 (goma arabiga +
carbonato de calcio) mantiene el nimero de rizobios/semillas exigidos para una buena
inoculacion hasta los 18 dias post peleteado. El tratamiento T2 (maicena + roca
fosforica) mantiene el nimero de rizobios/semillas exigidos para una buena inoculacién
hasta los 17 dias post peleteado. Los tratamientos T3 (maicena + harina de trigo) y
tratamiento T4 (melaza de cafia + roca fosforica) mantienen el ndmero de
rizobios/semillas exigidos para una buena inoculacion hasta los 16 dias post peleteado.
El tratamiento T5 (Melaza de cafia + harina de trigo) mantiene adecuada viabilidad de
los rizobios en las semillas solamente hasta los 11 dias. La tendencia general en todos
los tratamientos es la disminucion del nimero de rizobios a lo largo del tiempo, al
respecto Lodeiro (2015) indica que la muerte de rizobios en semillas peletizadas se debe
principalmente a la pérdida de humedad, por lo que recomiendan almacenar las semillas
a temperaturas entre 5 y 15°C. En este trabajo de investigacion, las semillas de trébol
rojo peletizadas fueron almacenadas en cajas de tecnopor a temperatura ambiente, asi
evitar la pérdida de humedad y mantener la viabilidad de rizobios por mas tiempo.
Racca et al. (2001) indican que una buena peletizacion puede almacenarse desde pocos
dias hasta un mes segun la calidad final del pelet y el polvo usado. En ese sentido, de
acuerdo a los resultados obtenidos se puede indicar que los adherentes maicena y
melaza de cafia pueden reemplazar a la goma arabiga, mientras que el carbonato de
calcio puede ser sustituido por la harina de trigo y roca fosforica, excepto la mezcla
maicena + roca fosférica, ya que ésta mantiene la viabilidad adecuada de los rizobios

solo hasta los 6 dias.
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Figura 3.11. Dinamica poblacional de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en cinco tratamientos a través del tiempo, en condiciones de laboratorio
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3.2. VIABILIDAD DE Rhizobium leguminosarum bv trifolii EN SEMILLAS
PELETIZADAS DE TREBOL ROJO (Trifolium pratense) EN
CONDICIONES DE INVERNADERO

3.2.1. Indice de nodulacion a los 0 dias

En la Tabla 3.7 se presenta el ANVA del indice de nodulacion a los 0 dias,

inmediatamente post peleteado, se encontr significacion estadistica entre en los

factores de variacion de los efectos principales de adherente y recubrimiento en semillas
de Trébol rojo, no se encontré significacion estadistica de la interaccion entre los

factores de variacion.

El coeficiente de variacion de 26.16% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.

Tabla 3.7. Anélisis de varianza del indice de Nodulacion a los 0 dias post peleteado

F.V. al SC CM F p-valor
Tratamiento 5 1872.21 374.44 27.1 <0.0001 **
Adherente 1 105.06 105.06 7.60 0.0577  *
Recubrimiento 1 280.56 280.56 20.30 0.0062  **
Adherente*recubrimiento 1 22.56 22.56 1.63 0.34 ns
Factorial vs testigos 1 6.02 6.02 0.44 05192 ns
Testigol vs testigo 2 1 1458 1458 105.5 <0.0001 **
Error 18 207.29 13.82
Total 23 2093.96

C.V.=26.16

En la prueba de Tukey del indice de nodulacion de semillas de trébol rojo peletizadas
con distintos materiales (figura 3.12), se observa que el adherente maicena, obtuvo un
indice de nodulacion promedio de 17.13 superando estadisticamente a la adherente
melaza que alcanz6 un valor de 12 IN a los 0 dias inmediatamente post peleteado. En
cuanto al recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor 18.75 indice de
nodulacion el cual supera estadisticamente a la harina de trigo que obtuvo un valor de

10.38 indice de nodulacién a los 0 dias inmediatamente post peleteado.
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Figura 3.12. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el indice de nodulacion del
trébol rojo a los 0 dias.

En la Figura 3.13 se muestra la Prueba de Tukey del indice de nodulacion promedio a
los O dias. EI mayor valor se encontré en el tratamiento T1 (goma ardbiga + carbonato
de calcio) con un valor de 27.0, seguido del tratamiento T2 (maicena + roca fosforica)
con un indice de nodulacion de 22.50, estos 2 tratamientos antes mencionados
superaron estadisticamente a los tratamientos T4 (maicena + harina de trigo) que tuvo
en promedio un IN = 15, tratamiento T3 (maicena + harina de trigo) con un IN=11.75y

tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo) que presento un IN=9.
De los tratamientos mencionados se puede apreciar que los T1, T2 y T4, tuvieron un

indice de nodulacion alto, en cambio los tratamientos T3 y T5 obtuvieron un indice de

nodulacion medio.
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Figura 3.13. Prueba de Tukey (0.05) del indice de Nodulacion a los 0 dias post peleteado.

3.2.2. Indice de nodulacion a los 7 dias

En la Tabla 3.8 se presenta el ANVA del indice de nodulacién a los 0 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontré significacion estadistica entre en los
factores de variacién de los efectos principales de adherente y recubrimiento en semillas
de Trébol rojo, no se encontré significacion estadistica de la interaccion entre los

factores de variacion.

El coeficiente de variacion de 25.79% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.

44



Tabla 3.8. Andlisis de varianza del indice de Nodulacion a los 0 dias post peleteado

F.V. al SC CM F p-valor
Tratamiento 5 2194.21 438.84 50.27 <0.0001 **
Adherente 1 564.06 564.06 45.92 0.0001 **
Recubrimiento 1 76.56 76.56 6.23 0.0341 *
Adherente*recubrimiento 1 45.56 45.56 3.71 0.0862 ns
Factorial vs testigos 1 50.02 50.02 5.73 0.0302 **
Testigol vs testigo 2 1 1458 1458 167 <0.0001 **
error 18 130.96 8.73
total 23 2365.96

C.V.=25.79

En la prueba de Tukey del indice de nodulacion de semillas de trébol rojo peletizadas
con distintos materiales (figura 3.14), se observa que el adherente maicena, obtuvo un
indice de nodulacién promedio de 16.38 superando estadisticamente a la adherente
melaza que alcanzo un valor de 4.5 IN a los 7 dias inmediatamente post peleteado. En
cuanto al recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor 12.63 de indice
de nodulacidn el cual supera estadisticamente a la harina de trigo que obtuvo un valor

de 8.25 de indice de nodulacion a los 7 dias inmediatamente post peleteado.
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Figura 3.14. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el indice de nodulacion del

trébol rojo a los 7 dias.
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En la Figura 3.15 se muestra la Prueba de Tukey del indice de nodulacion promedio a
los 7 dias post peleteado. EI mayor valor se encontrd en el tratamiento T1 (goma
arabiga + carbonato de calcio) con un valor de 27.00, seguido del tratamiento T2
(maicena + roca fosfdrica) con un indice de nodulaciéon de 20.50, estos 2 tratamientos
antes mencionados superaron estadisticamente al tratamiento T3 (maicena + harina de
trigo) que tuvo un IN= 12.50, a la vez este tratamiento super( estadisticamente a los
tratamientos T4 (maicena + harina de trigo) que tuvo en promedio un IN = 5y

tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo) que presento un IN= 4.

De los tratamientos mencionados se puede apreciar que los T1 y T2, tuvieron un indice
de nodulacién alto, el tratamiento T3 tuvo un indice de nodulacion medio y los

tratamiento T4 y T5 un indice de nodulacion bajo.
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Figura 3.15. Prueba de Tukey (0.05) del indice de Nodulacion a los 7 dias post peleteado.

3.2.3. Indice de nodulacion a los 12 dias
En la Tabla 3.9 se presenta el ANVA del indice de nodulacién a los 12 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontr6 significacion estadistica entre en el factor

adherente en semillas peletizadas de trébol rojo mientras que el factor recubrimiento no
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se encontré diferencia estadistica, no se encontré significacion estadistica de la

interaccion entre los factores de variacion.

El coeficiente de variacion de 34.32% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.

Tabla 3.9. Analisis de varianza del indice de Nodulacion a los 12 dias post peleteado

F.V. ol SC CM F p-valor
Tratamiento 5 1311.33 262.27 25.71 <0.0001 **
Adherente 1 240.25 240.25 23.55 0.0003 **
Recubrimiento 1 12.25 12.25 1.20 0.2356 ns
Adherente*recubrimiento 1 2.25 2.25 0.22 0.5992 ns
Factorial vs testigos 1 44.08 44.08 4.32 0.0552 ns
Testigo 1 Vs Testigo 2 1 1012.5 1012.5 99.26 <0.0001 **
Error 18 153 10.2
Total 23 1467.33

C.V.=34.32

En la prueba de Tukey del indice de nodulacion de semillas de trébol rojo peletizadas
con distintos materiales (figura 3.16), se observa que el adherente maicena, obtuvo un
indice de nodulacion promedio de 12.25 superando estadisticamente a la adherente
melaza que alcanzo6 un valor de 4.5 IN a los 12 dias inmediatamente post peleteado. En
cuanto al recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor 9.25 y la
harina de trigo que obtuvo un valor de 7.5 de indice de nodulacion a los 12 dias

inmediatamente post peleteado, entre los cuales no existe diferencia estadistica.
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Figura 3.16. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el indice de nodulacion del

trébol rojo a los 12 dias.

En la Figura 3.17 se muestra la Prueba de Tukey del indice de nodulacion promedio a
los 12 dias post peleteado. EI mayor valor se encontré en el tratamiento T1 (goma
arébiga + carbonato de calcio) con un valor de 22.50 el cual supero estadisticamente a
los demaés tratamientos, los tratamiento T2 (maicena + roca fosforica) con un indice de
nodulacion de 13.50 y tratamiento T3 (maicena + harina de trigo) con un indice de
nodulacion de 11 superaron estadisticamente a los tratamientos T4 (maicena + harina de
trigo) que tuvo en promedio un IN =5y tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de

trigo) que presento un IN= 4.

De los tratamientos mencionados se puede apreciar que el tratamiento T1 sigue teniendo
un indice de nodulacién alto a los 12 dias, en cambio los tratamientos T2 y T3 tienen un
indice de nodulacién medio y finalmente los T4 y T5 tuvieron un indice de nodulacion

bajo.
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Figura 3.17. Prueba de Tukey (0.05) del indice de Nodulacién a los 12 dias post peleteado.

3.2.4. Indice de nodulacion a los 18 dias

En la Tabla 3.10 se presenta el ANVA del indice de nodulacion a los 18 dias,
inmediatamente post peleteado, se encontrd significacion estadistica entre en el factor
adherente en semillas peletizadas de trébol rojo mientras que el factor recubrimiento no
se encontré diferencia estadistica, no se encontré significacion estadistica de la

interaccion entre los factores de variacion.

El coeficiente de variacion de 28% indica que el experimento ha sido conducido bajo

condiciones de homogeneidad aceptables.
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Tabla 3.10. Analisis de varianza del indice de Nodulacion a los 18 dias post peleteado

F.V. al SC CM F p-valor
Tratamiento 5 680.83 136.17 59.2 <0.0001 **
Adherente 1 36 36 27 0.0006 **
Recubrimiento 1 4 4 3 0.1173 ns
Adherente*recubrimiento 1 0 0 0 >0.9999 ns
Factorial vs testigos 1 96.33 96.33 41.88 <0.0001 foled
Testigo 1 Vs Testigo 2 1 544.5 544.5 236.74 <0.0001 **
Error 18 34.5 2.3
Total 23 731.83

C.V.=28%

En la prueba de Tukey del indice de nodulacion de semillas de trébol rojo peletizadas
con distintos materiales (figura 3.18), se observa que el adherente maicena, obtuvo un
indice de nodulacion promedio de 5.5 superando estadisticamente a la adherente melaza
que alcanzd un valor de 2.5 IN a los 18 dias inmediatamente post peleteado. En cuanto
al recubrimiento se observa que la roca fosforica obtuvo un valor 4.5 y la harina de trigo
que obtuvo un valor de 3.5 de indice de nodulacion a los 18 dias inmediatamente post
peleteado, entre los cuales no existe diferencia estadistica.
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Figura 3.18. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el indice de nodulacion del

trébol rojo a los 18 dias.
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En la Figura 3.19 se muestra la Prueba de Tukey del indice de nodulacion promedio a
los 18 dias post peleteado. EI mayor valor se encontré en el tratamiento T1 (goma
arabiga + carbonato de calcio) con un indice de nodulacion de 16.50 el cual supero
estadisticamente a los deméas tratamientos, los tratamiento T2 (maicena + roca
fosfdrica) con un indice de nodulacion de 6.0, tratamiento T3 (maicena + harina de
trigo) con un indice de nodulacion de 5.0 y tratamientos T4 (maicena + harina de trigo)
que tuvo en promedio un IN = 3.0 estos tratamientos superaron estadisticamente al

tratamiento T5 (melaza de cafia + harina de trigo) que presento un IN= 2.0.

De los tratamientos mencionados se puede apreciar que el tratamiento T1 sigue teniendo
un indice de nodulacion alto a los 18 dias post peleteado, en cambio los tratamientos T2,

T3, T4 Y T5 tuvieron un indice de nodulacion bajo.
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Figura 3.19. Prueba de Tukey (0.05) del indice de Nodulacién a los 18 dias post peleteado.
3.2.5. Indice de nodulacion a los 24 dias

En la Tabla 3.11 se presenta el ANVA del indice de nodulacion a los 24 dias,

inmediatamente post peleteado, se encontré significacion estadistica entre en el factor
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adherente en semillas peletizadas de trébol rojo mientras que el factor recubrimiento no
se encontré diferencia estadistica, no se encontré significacion estadistica de la

interaccion entre los factores de variacion.

El coeficiente de variacion de 34.70% indica que el experimento ha sido conducido bajo
condiciones de homogeneidad aceptables.

Tabla 3.11. Analisis de varianza del indice de Nodulacion a los 24 dias post peleteado

F.V. al SC CM F p-valor
Tratamiento 5 43.21 8.64 30.2 <0.0001 **
Adherente 1 7.56 7.56 26.07 0.0027 **
Recubrimiento 1 0.56 0.56 1.93 0.2932 ns
Adherente*Recubrimiento 1 0.56 0.56 1.93 0.2932 ns
Factorial vs testigos 1 2.52 2.52 8.81 0.0096 **
Testigol Vs Testigo 2 1 32 32 111.84 <0.0001 **
Error 18 4.29 0.29
Total 23 47.96

C.V.=34.70%

En la prueba de Tukey del indice de nodulacion de semillas de trébol rojo peletizadas
con distintos materiales (figura 3.20), se observa que el adherente maicena, obtuvo un
indice de nodulacion promedio de 2 superando estadisticamente a la adherente melaza
que alcanzé un valor de 0.63 IN a los 24 dias inmediatamente post peleteado. En cuanto
al recubrimiento se observa que la roca fosférica obtuvo un valor 1.5 y la harina de trigo
que obtuvo un valor de 1.13 de indice de nodulacion a los 24 dias inmediatamente post

peleteado, entre los cuales no existe diferencia estadistica.
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Figura 3.20. Prueba de Tukey (0.05) de los factores de variacion en el indice de nodulacion del

trébol rojo a los 24 dias.

En la Figura 3.21 se muestra la Prueba de Tukey del indice de nodulacion promedio a
los 24 dias post peleteado. EI mayor valor se encontré en el tratamiento T1 (goma
arabiga + carbonato de calcio) con un indice de nodulacion de 4.0 el cual supero
estadisticamente a los deméas tratamientos, los tratamiento T2 (maicena + roca
fosfdrica) con un indice de nodulacion de 2.0 y el tratamiento T3 (maicena + harina de
trigo) con un indice de nodulacién de 2.0 superaron estadisticamente a los tratamientos
T5 (melaza de cafia + harina de trigo) que presento un IN= 1.0 y tratamiento T4

(maicena + harina de trigo) que tuvo en promedio un IN = 0.25.

A los 24 dias se observé que todos los tratamientos incluyendo el tratamiento T1 (Goma

arabiga + carbonato de calcio), presentaron indices de nodulacion bajo (4 a 0.25).
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Figura 3.21. Prueba de Tukey (0.05) del indice de Nodulacion a los 24 dias post peleteado.

3.2.6. Tendencia del indice de nodulacién

En la Figura 3.22 se muestra la tendencia del indice de nodulacién del Rhizobium
leguminosarum bv trifolii en semillas de trébol rojo peletizadas, en condiciones de
invernadero, los tratamientos T2 (Maicena + roca fosforica), tratamiento T3 (Maicena +
harina de trigo), muestran un indice de nodulacién alto y medio hasta los 18 dias
postpeleteado, el tratamiento T4 (Melaza + roca fosforica) solo hasta los 7 dias
postpeleteado y el tratamiento T5 (Melaza de cafia+ azlcar) desde los 0 dias muestra un
indice de nodulacion medio, adicionalmente el tratamiento testigo que son semillas sin
peletizar muestra que a lo largo de la evaluacion no formé nodulos por lo que su indice

de nodulacion fue igual a 0.

Al realizar una comparacion entre la tendencia de la dindmica poblacional de la Figura
3.6 y la tendencia del indice de nodulacion de la figura 3.12 del Rhizobium
legumminosarum bv trifolii en semillas de trébol rojo peletizadas, se puede observar que
la tendencia tiende a bajar conforme transcurre los dias, el tratamiento T1 (Goma
arabiga + carbonato de calcio) es el que supera en valores estadisticamente a los demas
tratamientos tanto en condiciones de laboratorio (hasta 18 dias) e invernadero (hasta los

18 dias). El tratamiento T2 (Maicena + roca fosforica) presentd resultados similares
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tanto en laboratorio (hasta 17 dias) como en invernadero (hasta 16 dias), de igual
manera el tratamiento T3 (Maicena + harina de trigo), en condiciones de laboratorio
presentO presencia de poblacion bacteriana por encima de lo minimo exigido hasta los
16 dias y en invernadero su indice de nodulacion fue medio hasta los 15 dias, el
tratamiento T4 (Melaza de cafia + roca fosforica) en condiciones de laboratorio, también
estuvo por encima de lo exigido hasta los 16 dias en cambio en condiciones de
invernadero a los 5 dias fue decayendo teniendo un indice de nodulacién bajo, el
tratamiento T5 (Melaza de cafia + harina de trigo) en condiciones de laboratorio la
poblacion bacteriana estuvo, solamente hasta los 7 dias, por encima de lo minimo
exigido y en condiciones de invernadero a partir del 3 dias ya presentaba un indice de

nodulacion bajo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los tratamientos T2 Maicena + roca fosférica) y
T3 (Maicena + harina de trigo) serian los tratamientos, que podrian reemplazar al
peleteado tradicional (Goma ardbiga + carbonato de calcio). Pacotaype (2018) al
evaluar estos materiales en semillas de alfalfa, encontré que la maicena + harina de trigo
podria reemplazar a la goma arabiga y al carbonato de calcio, similar al resultado
obtenido, sin embargo, también encontré que la melaza + harina de trigo y melaza +
roca fosforica presentaron buenos resultados, lo que no se observé en la presente
investigacion, resultados que indican que el tipo de semilla influye en la viabilidad de

los rizobios.

Referente a la tendencia observada, Lodeiro (2015) explica que la “baja tasa de
supervivencia de los rizobios sobre las semillas, depende, entre otros factores, de la
edad del indculo, de la eventual presencia y tipos de contaminantes y del grado de
sequedad de la semilla. Sefiala que la mayor parte de los rizobios inoculados mueren a
las 4 h, luego se produce un decaimiento lento, el que se estabiliza a las 24 h. Enfatiza
que la desecacion induce en Bradyrhizobium diazoefficiens la biosintesis de trehalosa,
de polisacaridos extracelulares, de pili y de enzimas encargadas de la reparacion del
ADN. (p 265-266)
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Figura 3.22. indice de nodulacion de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en cinco tratamientos a través del tiempo, en condiciones de invernadero.



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, las discusiones realizadas y bajo las condiciones del
presente trabajo de investigacion, resulta evidente que la viabilidad del Rhizobium
leguminosarum bv trifolii va reduciéndose con el pasar del tiempo, considerando esta

evidencia como premisa importante, se concluye que:

1. Los materiales adherentes (maicena y melaza de cafia) y material de recubrimiento
(harina de trigo y roca fosférica), excepto melaza de cafia + harina de trigo (T5), no
afectan la poblacion de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en condiciones de
laboratorio, obteniéndose valores similares al tratamiento control (T1) (goma arabiga +

carbonato de calcio), superiores a 1000 rizobios/semilla, hasta los 16 dias post peleteado.

2. Los materiales adherentes (maicena y melaza de cafia) y material de recubrimiento
(harina de trigo y roca fosforica), excepto melaza de cafia + roca fosférica (T4) y melaza
+ harina de trigo (T5), no afectan el indice de nodulacion del Rhizobium leguminosarum
bv trifolii en condiciones de invernadero, obteniéndose valores similares al tratamiento
control (T1) (goma arabiga + carbonato de calcio), iguales o superiores a 8, hasta los 15

dias post peleteado

3. El mejor adherente y material de recubrimiento para reemplazar la goma aréabiga y
carbonato de calcio es la mezcla de maicena + roca fosforica (T2) y maicena + harina de
trigo (T3) ya que son los tratamientos con los que se han obtenido la mayor sobrevivencia
del Rhizobium leguminosarum bv trifolii, tanto en condiciones de laboratorio como en

invernadero.



RECOMENDACIONES

De acuerdo de los resultados y conclusiones obtenidos en el presente trabajo de investigacion

se plantea las siguientes recomendaciones:

1. Utilizar para la peletizacion de semilla de trébol rojo la mezcla de maicena + roca

fosforica y maicena + harina de trigo.
2. Seguir realizando trabajos de investigacion semejantes donde se puede utilizar semillas
de diversas leguminosas, que tenga simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno,

ademas utilizar otro tipo de materiales de recubrimiento y adherentes.

3. Evaluar los tratamientos de la presente investigacion a nivel de campo.
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Anexo 1. Evaluaciones de resultados a los 0 dias

. L, Diluciones
Tratamiento Repeticion 103 10° 10° 10°
T1 | + + + + + + +
Goma arabiga + I + + + + + + +
carbonato de
. 1 + + + + + + +
calcio (control)
T2 | + + + + + + +
Maicena + roca I + + + + + + +
fosforica "I + + + + + + +
T3 | + + + + + + +
Maicena + harina ] + + + + + + -
de trigo 1 + |+ |+ |+ + ]+ ] +
T4 | + + + + + + -
Melaza de cafia + ] + + + + + + +
roca fosférica "I + + + + + + -
T5 | + + + + + + -
Melaza de cafia + ] + + + + + - +
harina Il + + + + + + -
Anexo 2. Evaluaciones de resultados a los 7 dias
. . Diluciones
Tratamiento Repeticion 103 10° 10° 10°
T1 I + + + + + + +
Goma arébiga + T ¥ |+ | + | + | + | + 1 + 1+
carbonato de
. I + + + + + + + +
calcio (control)
T2 I + + + + + + +
Maicena + roca I + + + + + + +
fosforica 1] + + + + + + +
T3 I + + + + + + - +
Maicena + harina I + + + + + + +
de trigo Il + + + + + + - +
T4 I + + + + + + -
Melaza de cafia + I + + + + + + -
roca fosforica Il + + + + + + -
T5 I + + + + + - +
Melaza de cafia + ] + + + + + + -
harina " + |+ |+ |+ |+ - +
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Anexo 3. Evaluaciones de resultados a los 12 dias

Tratamiento

Repeticion

Diluciones

10°

10° 10

10°

T1
Goma arabiga +
carbonato de
calcio (control)

+ +

—+
—+

+
—+
—+

=+
1

—+
—+

+
—+
—+

+

T2
Maicena + roca
fosférica

T3
Maicena + harina
de trigo

T4
Melaza de cafia +
roca fosforica

e I I I e e e =

1
+

T5
Melaza de cafa +
harina

||+ |+ |+ ]+

+
1

o o I I I o o o B B I A
o o I I I o o B B I I

||| || | ]|+
o o I I I o o B B I I
o o I I I o o B B I I

Anexo 4. Evaluaciones de resultados a los 18 dias

Tratamiento

Repeticion

Diluciones

10

10°

10

T1
Goma arabiga +
carbonato de
calcio (control)

+ + +

+
+

+ + -

+
+

+
+
+

T2
Maicena + roca
fosférica

+|+] +
+

T3
Maicena + harina
de trigo

++]+] +

T4
Melaza de cafa +
roca fosforica

T5
Melaza de cafa +
harina

ol o A S B S A
o I I T o o o B o A A

+|+]+
+|+]+
+

66




Anexo 5. Evaluaciones de resultados a los 24 dias

Tratamiento

Repeticion

Diluciones

10°

10°

10 10°

T1
Goma arabiga +
carbonato de
calcio (control)

+

—+

+

+

+

+

+

+

T2
Maicena + roca
fosforica

T3
Maicena + harina
de trigo

|+ |+ |+

T4
Melaza de cafa +
roca fosfdrica

4|+ ||+ +

T5
Melaza de cafia +
harina

+

(+) Presencia de n6dulos

(-) Ausencia de nédulos

Anexo 6. Datos ordenados de la poblacion de Rhizobium leguminosarum bv trifolii

Muestreos (N° de rizobios/semilla)

VT EIE D KEpEeen Odias | 7dias | 12dias | 18 dias | 24 dias

T1 I 35000 | 34500 3450 900 85

Goma arabiga + I 35000 | 35000 3450 900 85
carbonato de I 35000 | 35000 3450 900 85
calcio (control) | Promedio | 35000 | 34833 3450 900 85
T2 I 35000 | 34500 3500 295 29
Maicena + roca I 35000 | 34500 3500 295 29
fosforica Il 34500 | 34500 3450 295 29
Promedio | 34833 | 34500 3483 295 29

T3 I 34500 | 34500 3450 29 29
Maicena + harina I 34500 | 34500 3500 29 29
de trigo Il _ 34500 | 34500 3450 8.5 29
Promedio | 34500 | 34500 3467 22 29

T2 I 34500 | 9000 3450 8.5 2.9

Melaza de cafia + I 34500 | 9000 3450 8.5 2.9

roca fosforica Il _ 34500 | 9000 3450 8.5 2.9
Promedio | 34500 | 9000 3450 9 3

5 I 9000 9000 900 85 2.9
Melaza de cafia + I 9000 9000 900 85 0
harina Il 9000 9000 900 85 0
Promedio | 9000 9000 900 85 1

*Cantidad por 50 g de semilla
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Anexo 7. Indice de nodulacién a los 0 dias

N° N° Caracteristicas del nédulo Indice de
Tratamiento [Repeticion plantas/ Nodulos/ | Grosor Cantidad | nodulacién( | Calificacion
planta A Color (B) C AXBxC
maceta A) ©)
T1 I 8 20 3 3 3 27 ALTO
Goma arabiga + 1 10 24 3 3 3 27 ALTO
carbonato de i 10 26 3 3 3 27 ALTO
calcio (control) v 8 16 3 3 3 27 ALTO
| 10 10 3 2 3 18 ALTO
, T2 1 4 8 3 2 3 18 ALTO
Maicena + roca I 9 3 3 3 27 ALTO
fosférica
v 6 11 3 2 3 18 ALTO
I 8 6 3 2 2 12 MEDIO
Ma'Ijna . T 6 5 3 3 2 18 ALTO
i
harina de trigo " 9 6 2 2 2 8 MEDIO
v 7 7 3 1 3 9 MEDIO
T4 | 7 12 3 2 3 18 ALTO
Melaza de cafia I 9 10 2 2 3 12 MEDIO
+roca 1l 6 10 2 2 3 12 MEDIO
fosforica \Y; 7 11 3 2 3 18 ALTO
I 3 5 2 2 2 8 MEDIO
™o I 10 6 2 1 2 4 BAJO
Melaza de cafia
+ harina i 9 6 3 2 2 12 MEDIO
\V4 7 5 3 2 2 12 MEDIO
| 4 0 0 0 0 0 -
Testigo I 4 0 0 0 0 0 :
Semilla sin m > 0 0 0 0 0
peletizar .
v 3 0 0 0 0 0 -
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Anexo 8. Indice de nodulacién a los 7 dias

N° Nédulos/ | Caracteristicas del nodulo indice de
Tratamiento Repeticion| N° plantas/ Janta Grosor Cantidad | nodulacion( |Calificacion
maceta b (A) Caller () (Q) AxBxC)
T1 | 8 22 3 3 3 27 ALTO
Goma arabiga + ] 10 25 3 3 3 27 ALTO
carbonato de calcio ] 10 20 3 3 3 27 ALTO
(control) Y, 8 21 3 3 3 27 ALTO
| 10 11 3 2 3 18 ALTO
. T2 ] 4 12 2 3 3 18 ALTO
Maicena + roca
fosférica 11 9 13 3 2 3 18 ALTO
v 6 13 3 3 3 27 ALTO
| 8 7 2 3 3 18 ALTO
. T3 . ] 6 6 2 2 2 8 MEDIO
Maicena + harina de
trigo 11 9 12 2 2 3 12 MEDIO
\V] 7 8 2 2 3 12 MEDIO
| 7 4 2 2 2 8 MEDIO
T4 . ] 9 3 1 1 2 2 BAJO
Melaza de cafia +
roca fosforica 11 6 4 2 2 2 8 MEDIO
v 7 3 1 1 2 2 BAJO
| 3 3 2 2 2 8 MEDIO
I . ] 10 2 1 1 2 2 BAJO
Melaza de cafia +
harina 11 9 3 1 2 2 4 BAJO
v 7 2 1 1 2 2 BAJO
| 4 0 0 0 0 0 -
Testigo I 4 0 0 0 0 0 -
Semilla sin peletizar m 2 0 0 0 0 0 -
v 3 0 0 0 0 0 -
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Anexo 9. Indice de nodulacién a los 12 dias

N° Caracteristicas del nédulo | Indice de
Tratamiento Repeticion | N°plantas/ | N6dulos/ | Grosor | Color |Cantidad|nodulacion [Calificacion
maceta planta (A) (B) Q) (AxBxC)
T1 | 8 17 3 3 3 27 ALTO
Goma arabiga + I 10 16 3 2 3 18 ALTO
carbonato de 11 10 15 3 2 3 18 ALTO
calcio (control) WY, 8 16 3 3 3 27 ALTO
| 10 6 3 2 2 12 MEDIO
. T2 1 4 4 2 3 2 12 MEDIO
Maicena + roca
fosforica 11 9 5 3 3 2 18 ALTO
v 6 5 3 2 2 12 MEDIO
| 8 3 2 2 2 8 MEDIO
. T3 . ] 6 4 3 2 2 12 MEDIO
Maicena + harina
de trigo i 9 4 3 2 2 12 MEDIO
AV 7 3 3 2 2 12 BAJO
| 7 2 2 1 2 4 BAJO
T4 N ] 9 2 2 2 2 8 MEDIO
Melaza de cafia +
roca fosforica 11 6 2 1 2 2 4 BAJO
v 7 2 2 1 2 4 BAJO
| 3 3 2 2 2 8 MEDIO
I . ] 10 2 2 1 2 4 BAJO
Melaza de cafia +
harina 11 9 1 1 1 2 2 BAJO
v 7 2 1 1 2 2 BAJO
) | 4 0 0 0 0 0 -
Testigo I 4 0 0 0 0 0 -
Semilla sin
peletizar 11 2 0 0 0 0 0 -
v 3 0 0 0 0 0 -
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Anexo 10. indice de nodulacién a los 18 dias

N° Nédulos/ | Caracteristicas del nédulo indice de
Tratamiento | Repeticion |N° plantas/ Sl Grosor | Color |Cantidad|nodulacion |Calificacion
maceta (A) (B) () | (AxBxC)
T1 | 8 15 3 2 3 18 ALTO
Goma arabiga + ] 10 12 3 2 3 18 ALTO
carbonato de i 10 13 3 2 3 18 ALTO
calcio (control) WY, 8 33 3 2 2 12 MEDIO
| 10 4 2 2 2 8 MEDIO
. T2 ] 4 5 3 1 2 6 BAJO
Maicena + roca
fosférica Il 9 4 2 1 2 4 MEDIO
v 6 5 3 1 2 6 BAJO
| 8 3 2 2 2 8 MEDIO
. 3 . I 6 3 2 1 2 4 BAJO
Maicena + harina
de trigo 11 9 2 1 2 2 4 BAJO
AV 7 3 2 1 2 4 BAJO
| 7 3 2 1 2 4 BAJO
T4 N | 9 4 1 1 2 2 BAJO
Melaza de cafia +
roca fosforica I 6 3 2 1 2 4 BAJO
AV 7 3 1 1 2 2 BAJO
| 3 1 1 1 2 2 BAJO
5 N 1| 10 1 1 1 2 2 BAJO
Melaza de cafia +
harina Il 9 2 1 1 2 2 BAJO
v 7 1 1 1 2 2 BAJO
) | 4 0 0 0 0 0 -
Testigo I 4 0 0 0 0 0 -
Semilla sin
peletizar Il 2 0 0 0 0 0 -
v 3 0 0 0 0 0 -
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Anexo 11. indice de nodulacién a los 24 dias

N° Caracteristicas del nédulo | Indice de
Tratamiento Repeticion [ N° plantas/ | N6dulos/ | Grosor | Color |Cantidad|nodulacion |Calificacion
maceta planta (A) (B) (C) (AxBxC)
T1 | 8 18 2 2 1 4 MEDIO
Goma arabiga + ] 10 16 2 1 2 4 MEDIO
carbonato de calcio 1 10 17 2 2 1 4 MEDIO
(control) Y, 8 18 2 1 2 4 MEDIO
| 10 4 2 1 1 2 BAJO
. T2 1 4 3 1 1 2 2 BAJO
Maicena +roca
fosforica 11 9 4 1 1 2 2 BAJO
v 6 3 1 1 2 2 BAJO
| 8 3 1 1 2 2 BAJO
. T3 . ] 6 3 1 1 2 2 BAJO
Maicena + harina
de trigo 1 9 3 1 1 2 2 BAJO
v 7 3 1 1 2 2 BAJO
| 7 0 0 0 0 0 BAJO
T4 . ] 9 0 0 0 0 0 BAJO
Melaza de cafia +
roca fosforica I 6 1 1 1 1 1 BAJO
v 7 0 0 0 0 0 BAJO
| 3 2 1 1 2 2 BAJO
K . I 10 1 1 1 2 2 BAJO
Melaza de cafia +
harina 11 9 0 0 0 0 0 BAJO
v 7 0 0 0 0 0 BAJO
| 4 0 0 0 0 0 -
Testigo I 4 0 0 0 0 0 -
Semiilla sin peletizar " 2 0 0 0 0 0 -
v 3 0 0 0 0 0 -
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Anexo 12. Panel fotografico

Fotografia 1. Preparacion de los materiales para realizar la peletizacion.

-

&

FSTo B w

Fotografia 2. Mezclado de las semillas con el inoculante (Rhizobium leguminosarum bv triffoli)

+ el adherente + el material de recubrimiento.
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Tratamiento 01 Tratamiento 02

Tratamiento 03 ‘ Tratamiento 04

Tratamiento 05

Fotografia 3. Tratamientos peletizados
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Fotografia 4. Almacenamiento de las semillas peletizadas en bolsas plasticas y en envase de
tecnopor para evitar que se sequen.

Fotografia 5. Preparacion del medio Jensen, que se utilizaria para la siembra del trébol rojo en
los tubos de ensayo.
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Fotografia 6. Distribucion del medio Jensen en tubos de 25x150mm a raz6n de 20 ml por tubo.

Fotografia 7. Colocacion de los tubos con medio Jensen en latas de metal para su esterilizacion

en la autoclave.
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Fotografia 8. I1zquierda: Preparacion de la solucion salina. Derecha: Esterilizacion de la

solucion salinas y otros materiales que se usara.

Fotografia 9. Desinfeccidon de las semillas de trébol rojo.
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Fotografia 11. Extraccion de plantulas no germinadas y poco vigorosas después de la

germinacion para que queden 2 plantas por tubo.
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Fotografia 12. Toma de muestra (100 semillas peletizadas) de cada tratamiento para la

inoculacion

Fotografia 13. Toma de 100 pl de dilucién 10° a los tubos EPENDORF (900 pl) dilucién 10,
agitacion e inocualcién de Rhizobium leguminosarum bv triffoli en plantas de trébol rojo.
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P

Fotografia 14. Acondicionamiento del solario y colocacion de los tratamientos inoculados.

| CUARTA EVALUACION | i
(ALOS18DIAS) |

o . 7
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T Ty

Fotografia 15. Vista de todos los tratamientos inoculados.
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Fotografia 16. Plantas de trébol rojo con nédulos

Fotografia 16. Plantas de trébol rojo sin nédulos.
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Fotografia 17. Andlisis del suelo para la siembra en el invernadero.

Fotografia 18. Pesado de suelo 200 grs. por macetero.
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Fotografia 20. Tratamiento 05 después de los 24 dias del peletizadas.
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Fotografia 21. Distribucion de todos los tratamientos sembrados.

¥ . '
LR
Fotografia 22. Plantas de trébol rojo sembrados en macetero con nddulos
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Fotografia 23. Plantas de trébol rojo sembrados en macetero sin nédulos.
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