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Efecto de la Co-inoculacion, Sinorhizobium-Azospirillum y Encalado del suelo en
la Produccion Sostenible de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L.) en
Llachoccmayo, Ayacucho a 3814 msnm.

Resumen

La inoculacion de las semillas antes de la siembra es una labor cultural muy importante
para el buen crecimiento, desarrollo y produccion del cultivo. Objetivo. Evaluar la
eficiencia de la co-inoculacion Sinorhizobium-Azospirillum y el encalado en la
producciéon sostenible de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L.) en
Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814 msnm. Materiales y métodos. Para
determinar una produccion sostenible del cultivo se evaluaron tres variables 1)
Rendimiento: en el cual se evaluaron dos pardmetros; peso de la materia seca;
evaluada en el estado 5 (floracién) y numero de cortes por afio. 2) Calidad: se
evaluaron tres parametros; relacion Hoja/Tallo, intensidad de color de hojas; usando
el programa ImageJ y contenido de proteina bruta; muestras que fueron analizadas de
acuerdo a la Association of Official Analytical Chemists 3) Implantacién: donde se
avaluaron tres parametros; cobertura la cual fue evaluada 20 dias después de la
siembra, area foliar calculada con el programa ImageJ y resistencia a heladas calculada
disefiando una tabla por la metodologia de Likert. Para determinar el efecto de la co-
inoculacion se siguid la metodologia de Somasegaran & Hoben (1985). Los datos
obtenidos fueron procesados en los programas de Minitab 17, e INFOSTAT.
Realizando ANOVAS, Pruebas Post hoc (Tukey), contrastes ortogonales, regresiones
maltiples y escala de Likert, segun la naturaleza de los datos. Resultados. La
aplicacion de Shinorhizobium y Azospirillum en el momento de la siembra ayudé en la
inoculacion efectiva, calidad, implantacién y rendimiento del cultivo de alfalfa.
Conclusidn. Se concluye que la co-inoculacion con Sinorhizobium-Azospirillum y el
encalado del suelo incrementan la produccion de variedades de alfalfa (Medicago
sativa, L.) en la comunidad de Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho.



Effect of Co-inoculation, Sinorhizobium-Azospirillum and Liming of the soil in the
Sustainable Production of varieties of alfalfa (Medicago sativa, L.) in
Llachoccmayo, Ayacucho a 3814 msnm.

Abstract

The inoculation of the seeds before sowing is a very important cultural work for the
good growth, development and production of the crop. Objective. To evaluate the
efficiency of Sinorhizobium-Azospirillum co-inoculation and liming in the sustainable
production of alfalfa varieties (Medicago sativa, L.) in Llachoccmayo-Chiara-
Ayacucho at 3814 msnm. Materials and methods. To determine a sustainable
production of the crop, three variables were evaluated 1) Yield: in which two
parameters were evaluated; dry matter weight; evaluated in stage 5 (flowering) and
number of cuts per year. 2) Quality: three parameters were evaluated; Leaf/Stem ratio,
leaf color intensity; using ImageJ program and crude protein content; samples that
were analyzed according to the Association of Official Analytical Chemists 3)
Implementation: where three parameters were evaluated; coverage which was
evaluated 20 days after sowing, leaf area calculated with the ImageJ program and
resistance to frost calculated by designing a table by the Likert methodology. To
determine the effect of co-inoculation, the methodology of Somasegaran & Hoben
(1985) was followed. The data obtained were processed in the Minitab 17 and
INFOSTAT programs. Carrying out ANOVAS, Post hoc Tests (Tukey), orthogonal
contrasts, multiple regressions and Likert scale, depending on the nature of the data.
Results. The application of Shinorhizobium and Azospirillum at the time of sowing
helped in the effective inoculation, quality, implantation and yield of the alfalfa crop.
Conclusion. It is concluded that co-inoculation with Sinorhizobium-Azospirillum and
liming the soil increase the production of alfalfa varieties (Medicago sativa, L.) in the

community of Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho.
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Lista de simbolos, acronimos y abreviaturas

= N = Nitrogeno

= P = Fosforo

= K = Potasio

= CE = Conductividad eléctrica

= pH = potencial de hidrogeno

= CIC = Capacidad de intercambio cationico.
= VF = Variedad Francesa (variedad comercial de alfalfa)
= W-350 = Variedad comercial de alfalfa

= W-450 = Variedad comercial de alfalfa

=  Shin = Shinorhizobium meliloti

=  AZz0s = Azospirillum sp.

= ANOVA = Anaélisis de la variancia

= PH = BIOZYME

= E = Encalado

= SE = Sin encalar

= RHT = Relacidn hoja tallo

= CP = Contenido de proteina
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Introduccion

Las leguminosas poseen la capacidad de fijar el N> del medio ambiente. Al ser el N un
elemento deficiente en la mayor parte de los suelos en el mundo, las leguminosas
ayudan asi a la nutricion de los cultivos que no poseen esta capacidad (Hesterman,
1988; Kelling et al., 1993). Existe un gran grupo de bacterias, llamadas "rhizobia™, en
las cuales se halla el Shinorhizobium meliloti, el cual induce la formacion de nddulos
en las raices de las plantas de la familia Leguminosae y los infecta (Giller, 2001). Se
produce asi una simbiosis (intercambio) en el cual las bacterias contenidas en los
nddulos son capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico (N.) y la planta le otorga ATP a
los nédulos para su alimentacion (Morot-Gaudry, 1997). EI mecanismo de infeccién
de esta simbiosis es complejo. Las bacterias que se encuentran en la rizosfera de la
planta huésped son atraidas por quimiotropismo hacia la base de las raices. Las plantas
que requieren la simbiosis exudan por las raices flavonoides e isoflavonoides (Giller,
2001), que estimulan la expresion de los genes bacterianos llamados "nod™ que estan
implicados en el establecimiento répido de la simbiosis. Estos genes codifican los
enzimas especificos, los “factores Nod”. Estas moléculas bacterianas que son
especificas de la especie hospedera, inducen a la formacion de nodulos en las raices
de la planta (Morot-Gaudry, 1997). Una vez formado los nodulos, las bacterias
penetran en los nddulos desde el inicio de su formacion (por los pelos radiculares,
heridas o células epiteliales) y se transforma en bacteroide (Giller, 2001), que es capaz
de reducir el N2 atmosférico en amoniaco (NH.) el cual asimilara la planta en forma
de glutamina y glutamato. Si estos se producen continuamente se formaran nddulos
indeterminados y alargados en caso del alfalfa y si son de corta duracion, son
determinados y esféricos caso de la judia, soja, etc. (Trinchant et al., 1997). Los
nodulos estan activos por algunas semanas, mientras aparecen sucesivamente nuevos
nodulos. Por lo general tienen un color rojizo-rosado, debido a la presencia de
leghemoglobina-bine-hemoproteina en su centro, esta caracteristica permite distinguir
los nédulos activos de los ineficientes. Para una excelente fijacion bioldgica de N
debe estar presente el oxigeno, agua y células huésped en moléculas carbonatadas con

riqgueza en energia (Morot-Gaudry, 1997). También se requiere al principio una
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cantidad de nitratos disponibles en el suelo para subsanar la falta de N durante la

infeccion de los nddulos (Trinchant et al., 1997).

La co-inoculacidn en especies de leguminosas con bacterias gran negativas del género
Rhizobium y Azospirillum, producen un incremento importante en la formacion de
nddulos, fijacion de N2 y desarrollo radicular los cuales inciden directamente en una
mayor cantidad de absorcién de agua y nutrientes y por ende el incremento del
rendimiento. (Ferlini, 2006) ya que el Rhizobium fijara el nitrégeno atmosférico y
disminuira el uso de fertilizantes quimicos nitrogenados que degrada los suelos, y el
Azospirillum que ayuda en la formacion de hormonas como son la giberelina, auxinas

y citoquininas, etc.

En las zonas altas de Ayacucho existen dificultades para la siembra de la alfalfa debido
a factores climaticos adversos, pH acido del suelo y falta de inoculacion de las
semillas. Por eso la pregunta central del trabajo es ¢ Influirdn la co-inoculacion con
bacterias Sinorhizobium y Azospirillum como bacterias promotoras del crecimiento
vegetal y el encalado del suelo para incrementar el pH del suelo, en la produccion
sostenible de variedades de alfalfa? El cual tiene como objetivo general evaluar la
eficiencia de la co-inoculacion Sinorhizobium- Azospirillum y encalado del suelo en el

rendimiento de las variedades de alfalfa.

Para llevar a cabo el estudio, el trabajo se ha estructurado en 4 capitulos. En el capitulo
I “planteamiento del problema”, se efectua detalles de la problematica del cultivo. En
el capitulo II “marco teorico”, se detallan los antecedentes, conceptos de las variables
y teorias actuales. En el capitulo IIT “Metodologia” se desarrolla el disefio, técnicas e
instrumentos, muestreo y procesamiento estadistico. En el capitulo IV “resultados”, se

muestra el proceso de los datos y obtencién de los resultados.
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Capitulo |

Planteamiento del problema

1.1 Descripcion de la realidad problematica

1.1.1 Definicién del problema

En las alturas de la ciudad de Ayacucho (3500-4000 msnm) existen pastizales como el
Rye Grass asociado a leguminosas como el trébol, los cuales se desarrollan bien y con
una produccion aceptable para la alimentacién de los animales de la zona, la
deficiencia de estas es que no contienen un porcentaje alto de proteinas. La alfalfa es
la reina de las leguminosas por su contenido proteico que puede alcanzar un 20-30%
en su contenido de materia seca (Alban, 1992) , por lo que su cultivo es indispensable
en muchas zonas para la alimentacion de diversidad de animales como ganado vacuno
y animales menores (conejos, cuyes, etc.), sin embargo en las zonas altas existe poco
0 nada de alfalfa cultivada, debido a factores como: falta de variedades resistentes a
la altura, temperaturas muy bajas que limitan el crecimiento normal, la acides del suelo
(pH bajo de 4 a 6), deficiencia del agua, desconocimiento del uso de Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal que ayudan a fijar nitrégeno y disminuyen el uso
indiscriminado de fertilizantes quimicos nitrogenados (urea, nitrato de amonio, etc.)
que no solo degrada los suelos (alteracion de la parte quimica y biolédgica del suelo por
los procesos quimicos que este sufre al ser incorporado), si no que contaminan el
medio ambiente en general (aire, debido a la produccién de éxido nitroso (N20) gas
responsable del efecto invernadero, oOxido nitrico (NO) gas que destruye la capa de
0zono Yy agua debido a la formacién de nitrosaminas, eutrofizacion y contaminacion

de la napa freatica por lixiviacion). (Benitez, 1980).
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1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

= ¢Influiran la co-inoculacion Sinorhizobium-Azospirillum y el encalado en la
produccidn sostenible de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L.) en
Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814 msnm?

1.2.2 Problemas especificos

= ;La co-inoculacion Rhizobium-Azospirillum influird en el rendimiento de la
materia seca de la alfalfa?

» ¢La co-inoculacion Rhizobium-Azospirillum influira en el contenido proteico de
la alfalfa?

= ;La co-inoculacion Rhizobium-Azospirillum influira en la implantacion de la
alfalfa?

= (El encalado del suelo influiré en el rendimiento de la materia seca y contenido
proteico de la alfalfa?

= ;La inoculacién con Sinorhizobium influira en el menor uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados?

= ;La inoculacion con Azospirillum influira en el menor uso de auxinas,
citoquininas y giberelinas?

= ¢La produccion de la alfalfa ser rentable con el uso de la co-inoculacion y el

encalado?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

= Evaluar la eficiencia de la co-inoculacion Sinorhizobium-Azospirillum y el
encalado en la produccion sostenible de variedades de alfalfa (Medicago sativa,

L.) en Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814 msnm.
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1.3.2 Objetivos especificos

= Evaluar la influencia de la co-inoculacion en el rendimiento de materia seca de la
alfalfa.

= Evaluar la influencia de la co-inoculacién en la calidad de la alfalfa.

» Evaluar la influencia de la co-inoculacién en la implantacion de la alfalfa.

= Evaluar el efecto del encalado del suelo y su influencia en el rendimiento de las
variedades de alfalfa.

= Evaluar si la inoculacion con Sinorhizobium influye en el menor uso de
fertilizantes quimicos nitrogenados

= Evaluar si la inoculacion con Azospirillum influye en el menor uso de productos
hormonales que contengan auxinas, citoquininas y giberelinas.

= Evaluar los costos de produccion y la rentabilidad econémica

1.4 Justificacién

Ayacucho por su ubicacion geogréafica cuenta con terrenos aptos para la explotacion
ganadera y agricola, una gran problematica es la cantidad y calidad de los forrajes para
la alimentacion del ganado ya que si no se cuenta con este recurso la produccién tanto

en carne como leche de los animales se vera afectada.

Un forraje de excelente calidad por los nutrientes que contiene es la alfalfa (Medicago
sativa, L.), con un porcentaje de proteinas comprendidas en un rango de 20-30 %
(Alban, 1992), el cual es ideal para la alimentacion de los animales de las zonas
altoandinas, sin embargo se necesita conocer que variedades se adaptan mejor a esas
zonas, el manejo, encalado del suelo, bacterias que ayuden en su buen desarrollo, con
los cuales puedan tener un mayor rendimiento del alfalfar por eso mediante este trabajo
de investigacion se busca obtener la mayor produccion, adaptacion y calidad del

cultivo de la alfalfa, que beneficiard a muchos usuarios de la zona.
1.5 Importancia

La baja produccién de la ganaderia en las regiones interandinas es causada por varios

diversos factores como la raza, sanidad, manejo y alimentacion de los animales. Pero
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la escasa cantidad y baja calidad de forrajes se han sefialado como los factores mas
limitantes. (Benitez, 1980)

Por los factores antes mencionados se deben implementar mejores tecnologias que
garanticen una alta productividad por unidad animal. Estos implementos tecnoldgicos
deben incluir una buena seleccién de germoplasma de leguminosas y gramineas
forrajeras ya adaptadas a las condiciones propias de cada region con relacion al tipo

de suelo, las condiciones climaticas, plagas y enfermedades. (CIAT, 1982)

La alfalfa (Medicago sativa, L), es Ilamada la reina de los forrajes debido a la cantidad
y calidad de proteinas, vitaminas y minerales que la conforman y que son esenciales
en la alimentacion de los rumiantes, ademas la palatabilidad es muy buena en casi
todas las especies por lo que es una muy buena opcién para su siembra, cosecha,

alimentacion e investigacion en las alturas. (Alban, 1992).

Se debe tomar en cuenta que; una variedad nueva instalada debe adaptarse a un nuevo
clima al cual se denomina aclimatacion, el cultivo de la alfalfa en sus caracteristicas
presenta una notable adaptabilidad a diversos suelos y climas, no obstante, para un
buen desarrollo del cultivo es necesario contar con suelos profundos, con subsuelo
con buena filtracion, un pH ideal de 7 — 8, asi la alfalfa tendra un 6ptimo desarrollo
(Sanchez, 1967)

La alfalfa es tolerante a la escasez del agua, a pesar de su elevada produccion, esto
debido a sus profundas raices los cuales le dan un mejor alcance para dotarse de agua.
La alfalfa por ser una planta de climas secos es muy sensible al exceso de humedad.
(Benitez, 1980)

Es necesario entonces investigar este valioso forraje y una manera es seleccionar y
adaptar variedades de alfalfa que logren mejores rendimientos en distintas condiciones
climatoldgicas, esto permitird ampliar méas las areas con siembras de alfalfares, e
incrementar la cantidad de ganados lecheros por hectarea, todo este trabajo se vera
reflejado en el incremento de la produccion lechera y los ingresos econdémicos

percibidos por la venta de estos productos y el forraje. (Alban, 1992)
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Capitulo 11
Marco Teorico

2.1 Marco referencial

2.1.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1.1 Internacional

Gutiérrez et al. (2012) evaluaron la densidad de siembra e inoculacion de Rhizobium
meliloti en semillas de alfalfa (Medicago sativa, L.) en Ecuador y determinaron que
con 1.5 g m? de inoculante se obtiene un largo de raices de 0.68cm, con esta misma
dosis de inoculante también se obtiene un largo de tallo de 0.70 cm y un nimero de

macollos de 3.15 unidades.

Ferlini et al. (2006) evaluaron la inoculacion con Azospirillum en el cultivo de alfalfa
en Argentina determinaron que las plantas de alfalfa que han sido inoculadas con
Azospirillum brasilense presentaron resultados positivos en la nodulacion la cual fue
mas abundante, también encontraron que la cantidad de plantas incrementaron su

desarrollo en un 39% y el peso de la materia verde un incremento del 28%.

Belén et al. (2009) evaluaron la respuesta de la alfalfa (Medicago sativa, L.) a la
inoculacion simple y mixta con bacterias solubilizadoras de fosfato y Sinorhizobium
meliloti determinaron un efecto beneficioso de ambos aislamientos sobre el

crecimiento de alfalfa en los ensayos de co-inoculacion.

Kreder (2020) al evaluar el efecto de la inoculacion con rizobios sobre la nodulacion

y produccion de alfalfa (Medicago sativa, L.) en Argentina determind que la
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inoculacién mejora la produccién de materia seca entre un 23 y 58% llegando a la

conclusion de que el inoculante es favorable para incrementar la produccién de alfalfa.

2.1.1.2 Nacional

Guevara & Pinna (2020) evaluaron el efecto de la inoculacién con Sinorhizobium
meliloti y la fertilizacion nitrogenada sobre el rendimiento de la alfalfa en Truijillo,
determinaron que el rendimiento con inoculacién es similar a el rendimiento obtenido
con fertilizacion quimica, pero recomiendan usar inoculacion con Sinorhizobium si se

quiere realizar agricultura organica de alfalfa.

Adrian & Matto (2020) evaluaron el efecto de abonos orgénicos e inoculacién en el
rendimiento de alfalfa (Medicago sativa, L.) en Huanuco, determinaron que la
inoculacion y los estiércoles de los animales permiten mejorar los rendimientos de
forraje verde y seco del cultivo estudiado y que este debe ser replicado en otros lugares

con similares condiciones.

Vasquez & Millones (2019) evaluaron el crecimiento y desarrollo foliar de plantas de
alfalfa (Medicago sativa, L.) en Lima inoculadas con cepas de Rhizobium con el
objetivo de evaluar el crecimiento y desarrollo de los nddulos y raices de las plantas,
determinaron que los nddulos radiculares se forman a los 7 dias después de la

inoculacion y una vez formadas ayudan en el soporte y desarrollo del cultivo.

2.1.1.3 Local

Pacotaype (2017) al evaluar la dinamica poblacional de Sinorhizobium meliloti en
semillas de alfalfa (Medicago sativa, L.) pelletizadas con diferentes materiales como
Goma arabiga, Carbonato de Calcio, Harina de Trigo, etc. En Ayacucho determinaron
que el mejor adherente y material de recubrimiento es la goma ardbiga y carbonato de
calcio y que se podria reemplazar con la melaza de cafia + harina de trigo, melaza de
cafia + roca fosfdrica y maicena + harina de trigo. La semilla al ser recubiertos por

estos soporta hasta 19 dias con el rhizobio.
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Caballa & Palomino (2019) evaluaron el rendimiento de cuatro variedades de alfalfa
(Medicago sativa, L.) en Ayacucho determinaron que el mejor rendimiento de 2900

kg ha! se obtiene con un distanciamiento de 0.90m y una altura de planta de 67.59 cm

Sulca (2015) al evaluar la produccion de forraje en cinco variedades de alfalfa
(Medicago sativa L) en Ticllas a 2395 msnm — Ayacucho. Determind que las
variedades de alfalfa probadas en Ticllas. obtuvieron una buena adaptacion y un
desarrollo temprano, iniciando el primer corte a los 113-117 dias después de la
siembra. Se obtiene buena produccién de materia seca acumulada en los primeros 5

cortes realizados.

2.2 Marco conceptual

2.2.1 Alfalfa (Medicago sativa, L.)

La alfalfa (Medicago sativa L.) es un recurso forrajero fundamental para la produccién
agropecuaria y ganadera en diversas regiones templadas del mundo. (Zubizarreta,
1992)

Por otro lado, gracias a su capacidad para fijar nitrogeno atmosférico a traves de la
simbiosis con Sinorhizobium meliloti la convierte en un importante aliado en el

desarrollo de otros sistemas productivos. (Basilagup & Rossanigo, 2007)
2.2.2 Variedades

2.2.2.1 W350

= Posee una dormancia de 3.8, caracteristica que la hace resistente a sequias y
heladas; cuando las condiciones no son favorables pueden permanecer en el
terreno hasta por 3 meses y cuando las condicones son favorables pueden brotar y
desarrollarse, en la sierra peruana este periodo comprende los meses de junio a
octubre.

= Esta demostrado que esta variedad se desarrolla y presenta excelentes resultados
entre altitudes de 2,600 y 4200 msnm, ya sea cultivada sola o0 en asociacién con

especies de gramineas, el pH ideal requerido es de 5.5 a 6.8. el cultivo prospera
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muy bien solo con agua de las lluvias, pero con instalacion de riego rinde mucho
mas.

= Una vez instalada y con un manejo adecuado el cultivo puede permanecer entre
15 a 20 afios

= Ensecano presenta rendimientos de 100 tm ha al afio de follaje verde y con riego
presurizado 140 Tm ha afio de follaje verde.

= Esta variedad aporta 24% de proteinas, vitaminas, potasio, cobre, fosforo, hierro
y nitrégeno.

= Se adapta al pastoreo y a su vez permite elaborar forrajes de conservacion como
heno, ensilado y harina

= El costo de instalacion de una hectarea de alfalfa varia entre S/.2000.00 y
S/.2500.00. (Rodriguez, 2003)

2.2.2.2 W450

= Esta variedad posee una dormancia de 6, la cual también la hace resistente a las
sequias y heladas.

= Se ha demostrado que esta variedad tiene un buen desarrollo entre altitudes de
2,500 y 4200 msnm, ya sea sola o en asociacion con gramineas, en suelos con un
pH ideal de 5.5 a 6.8. Esta variedad solo requiere agua de lluvia, con riego se
obtiene mejores rendimientos.

= Unavez instalada y con un adecuado manejosu permanencia es entre 10 a 15 afios

= La calidad del forraje es buena porque tiene un crecimiento erecto de una rapida
recuperacion después del corte.

= Posee resistencia a pulgones, Phythoptora y Verticillium. (Cotrina et al., 2011)

2.2.2.3 Francesa

= Esta variedad tiene una dormancia de 4, caracteristica que le hace resistente a las
sequias y heladas.

= Quedod demostrado que esta variedad se desarrolla con buenos resultados entre
altitudes de 2,700 a 3900 msnm.
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= Unavez instalada y con un buen manejo su permanencia en el terreno es de 8 a 12
afios
= La calidad del forraje es buena porque tiene un crecimiento erecto de una rapida

recuperacion después del corte.
2.2.3 Rendimiento

El rendimiento de los cultivos es la cantidad de cultivo cosechado por area de
tierra. Por lo general, se usa en cultivos como maiz, alfalfa, frijol, etc. y puede
expresarse en kilogramos hectarea® o toneladas métricas hectarea™. (Riday &
Brummer, 2006).

2.2.4 Calidad

La alfalfa es la especie que posee el mejor valor nutritivo de los cultivos forrajeros
cultivados comercialmente. Por su calidad existe un gran nivel de produccion y se

incluye en casi todos los sistemas. (Pordomingo et al., 2004).

La alfalfa es uno de los forrajes més altos en proteina; sin embargo, para determinar
una buena calidad también se debe considerar las demas caracteristicas como; nivel
adecuado de fibra, digestibilidad, mili calorias de la materia seca, relacion hoja/tallo
los cuales se veran reflejadas en un buen nivel de energia neta. (Llamas & Nufiez,
2002)

2.2.5 Adaptacién

El rendimiento del cultivo y la persistencia de este son aspectos muy importantes a
tener en consideracion en el manejo productivo de la alfalfa, aunque estos factores son
importantes, la calidad del forraje se encuentra principalmente en las hojas el cual se
ha convertido en el principal factor en un sistema de produccién (Bustillo, 2015). La
adaptacion del cultivo es un rasgo complejo que se ve afectada por ciertos factores
como, el genotipo, los factores abidticos y bidticos, gestion y sus interacciones. (Riday
& Brummer, 2006).
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2.2.6 Inoculacion

La alfalfa como leguminosa tiene la propiedad de fijar el nitrogeno del aire (FBN),
gracias a la asociacion con las bacterias de Sinorhizobium meliloti, que se establecen
en las raices de las plantas formando nodulos donde fijan el nitrégeno del aire y la

transfieren a la planta, que servira para su crecimiento y produccion.

La inoculacién de la leguminosa es fundamental para la buena implantacion y
persistencia de la alfalfa, garantizando la Fijacion Biologica de Nitrégeno para el buen
rendimiento en calidad y cantidad de forraje. La inoculacién es la forma mas fécil,
econdmica y natural de suministrar nitrégeno a las plantas, sin contaminar el medio

ambiente y garantizar una agricultura sostenible. (Garcia-Blasquez, 2018)

Antes de la siembra de la leguminosa se procede a la inoculacién de las semillas con
su bacteria de Rhizobium (Sinorhizobium especifico) para obtener los beneficios de
esta practica, la mejor forma de inoculacion recomendada para semillas pequefias
como de la alfalfa es la inoculacion en forma de “pellet”, para este tipo de inoculacion,
en vez de agua se debe utilizar una solucion adhesiva mas fuerte (goma arabiga al
40%), esta solucion de goma mas inoculante mezclarlas con las semillas
homogéneamente y finalmente agregar el polvo de revestimiento (CaCO3, diatomita,

calcareo, etc) (Garcia-Blasquez, 2018)
2.2.7 Coinoculacion

La co-inoculacion con bacterias del género Rhizobium y Azospirillum en especies
leguminosas, produce un aumento significativo en la nodulacién y el desarrollo
radicular los cuales tienen un efecto directo en una mayor absorcion de agua y
nutrientes, esto afectara de manera positiva el incremento del rendimiento. (Ferlini,
2006)

2.2.8 Sinorhizobium meliloti

Son un grupo de bacterias a los cuales se les conoce como rizobios, estos inducen en
las raices o en los tallos de la leguminosa la formacion de estructuras especializadas,

Ilamadas ndédulos, dentro de los cuales el nitrégeno atmosférico (N2) es reducido a
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amonio (NHa). Cada especie de rizobios comprende un grupo de cepas que comparten
caracteristicas que las definen como grupo. Hasta la fecha se han propuesto 6 géneros,
que son: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium
y Sinorhizobium.(Ferlini, 2006)

2.2.9 Azospirillum

Azospirillum representa el género mejor caracterizado de las rizobacterias que
promueven el crecimiento de las plantas. Otros diazétrofos de vida libre detectados
repetidamente en asociacion con raices de plantas incluyen Acetobacter,
diazotrophicus, Herbaspirillum, seropedicae, Azoarcus spp. y Azotobacter. Se
destacan cuatro aspectos de la interaccién entre Azospirillum y la raiz de la planta:
habitat natural, interaccion de la raiz de la planta, fijacion de nitr6geno y biosintesis
de las hormonas de crecimiento de la planta. Cada uno de estos aspectos es tratado de
forma comparativa. Las azospirillas son predominantemente bacterias de colonizacion
superficial, mientras que A. diazotrophicus, H. seropedicae y Azoarcus sp. Son
diazotrofos endofiticos. (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000)

2.2.10 Encalado

El encalado consiste en aplicar al suelo sales basicas como calcio, sodio, etc. que
neutralizan la acidez. Aquellos materiales o insumos que se utilizan como
alcalinizantes o correctivos de acidez son especialmente carbonatos, hidroxidos,
oxidos y silicatos de calcio 0 magnesio. Debido a sus diversas naturalezas quimicas,
estos materiales presentan una diversa capacidad de neutralizacion. (Espinosa &
Molina, 1999)

2.2.11 Dolomita

El carbonato doble de calcio y magnesio (CaCO3MgCOs) se le denomina dolomita. El
material en su estado puro contiene 21.6% de Cay 13.1% de Mg. Aungue la dolomita
tiene una reaccion mas lenta en el suelo que la calcita, su ventaja es que también
suministra magnesio, el cual es un elemento con frecuencia deficiente en suelos &cidos.
(Espinosa & Molina, 1999)
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2.3 Hipdtesis de la investigacion

2.3.1 Hipdtesis general

»= La co-inoculacion con Sinorhizobium-Azospirillum y el encalado del suelo
incrementan la produccion de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L.) en la

comunidad de Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814 msnm.

2.3.2 Hipdtesis Especificos

= La co-inoculacién incrementa el rendimiento de la alfalfa

= La co-inoculacién mejora la calidad de la alfalfa

= La co-inoculaciéon mejora la implantacion de la alfalfa

= El encalado del suelo incrementa el rendimiento y calidad de la alfalfa

= La inoculacién con Sinorhizobium reduce el uso del fertilizante quimico
nitrogenado

= La inoculacion con Azospirillum reduce el uso de BIOZYMEes que contengan
citoquininas, auxinas y giberelinas.

= El uso de inoculantes disminuye los costos de produccién del cultivo de alfalfa.

26



Capitulo 111
Metodologia

3.1 Tipo de Investigacién

3.1.1 Tipo de investigacion

Experimental (causa-efecto), prospectivo, longitudinal y analitico.

3.1.2 Nivel de investigacion

Explicativo (por explicar el comportamiento de una variable en funcion de otras)
3.2 Método

Analitico (por la naturaleza de los datos)

3.3 Disefio de investigacion

Experimental (Experimento verdadero), por cumplir una aleatoriedad.
Clasificacion realizada de acuerdo al autor (Supo, 2012)

3.4 Desarrollo del experimento

3.4.1 Ubicacion

El trabajo de investigacion se realiz6 en Llachoccmayo — Chiara a 3814 msnm.
Ubicado a una hora y media de la ciudad de Ayacucho. El lugar tiene una Latitud Sur
13°24' 7" Sy Longitud Oeste 74° 13' 16" W.
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3.5 Disefios estadisticos usados
3.5.1 Modelo de parcelas subdivididas

El experimento corresponde a disefio de parcelas subdivididas en el cual se busca la
mejor variedad de alfalfa, los efectos del encalado del suelo y probar tratamientos con
bacterias (Sinorhizobium y Azospirillum) y productos quimicos (urea'y BIOZYME)

Descripcion de los niveles de los factores en estudio:

V: Variedad

= V= Francesa
= \V/,=W-350
= \V3=W-450

E: Encalado

= Eg=Encalado

= E,;=Sinencalar

T: Co-inoculacion y productos quimicos

= Ty=Shinorhizobium.

* T2=Urea

= Tz=Sinorhizobium y Azospirillum.
= T4=Urea+ BIOZYME

» Ts=Sinorhizobium + BIOZYME

= Te=urea + Azospirillum.

= T7=Testigo.

BIOZYME es un BIOZYME comercial que contiene auxinas, giberelinas y acido indol

acético.

Debido a que existen 42 combinaciones (VXEXT) los cuales seran expuestos en el
ANOVA, reduciremos esa cantidad con contrastes ortogonales planteadas por Tineo

(2012). Para realizar las comparaciones que mas nos convengan.
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3.5.2 Descripcion de los tratamientos

Se realizo con el disefio de parcelas subdivididas dispuestos de la siguiente manera:

5 2626 M-—————————————————————————————— n

| Variedad

| n

| Encalado Sin encalar

| Sinorhizobivm| IMitrogeno Sinothizobivm Mitrogeno Sinothizobivm | Nitogeno 8 inorhizobivm HNitrogzno

. s P + + + + Testiz ; i zohin = - - N - Testiz

ZI .. 5 0 m Sinorhizobivm) Nitrgeno Azospirillvm producto Producto Azgspirillum Hee Sinorhizcbivm Nitrdzeno Azospirillom producto Producto Azpspirillom Hee

| hormonal hormonal hormonal homonal

|

I

I

L—i.som ! 1.80m ! 1.80 M —=p=—1.80 M —==—1.80 m—==—1.80 m —=p=—1.30 m ! L! 1.80m ! 1.80m ! 1.80m ! 1.80m ! 1.80m ! 1.80m !
Loom

= Donde:

T2: (Urea).

T4: Urea + BIOZYME.

Ts: Sinorhizobium y Azospirillum

T1: Trat. que recibira la inoculacion con Shinorhizobium

= Ts: Sinorhizobium + BIOZYME.

» Te: Urea + Azospirillum.

= T7: Testigo (control)
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3.5.3 Croquis del campo experimental

Variedad 1 (FRANCESA) Variedad 2 (W-350)

Encalado Sin encalar nealado Sin encalar
[Ty — Er— I T [ — [FUSTIS P Tamsgme [reS— — -
ootz | proscn [rr Frosbin | W isttan | g | P | Aspiian | Wbt | Mot iten | prin | et | A | Rt | Wstgmo |y repiities | prosuces gt | T 450 m
G Ermcest | hormonu Sorocesl | bomcan

| | |
B |
R

T |0 | |0 |0 ||| O @] (@ OO @ T ) || | @ (T

E0m

Variedad 3 (W-450) Variedad 1 (FRANCESA)

Encalado in encalar nealado Sin encalar
Whizbim | Wistgms | Mmbam | emgmn PSS [T S i — [ pe—
N Tamgs Faanban Haptgara N N N Tumge Rbimokezm Mertgens

Hamsges ik | Memtgms | Bbimben | sosgen

Fnzt
Amapitims | prodecin Prodecn | At Assapirtian: | pendiacis oo | Assepirtian Ameuritan | pradacn e e peem | W=t | gt | protace Procen | Avapeitis

[ — Sormonal [l R — — R —" [ — f—

0l | [T | @ | [Td | T2 T | [T || [T | @ | @ | @ | || T || T || T | (T | @ | @ | (T | @ | [T | [T

[ | |
I

Variedad 2 (W-350) Variedad 3 (W-450)
Encalado Sin epcalar ncalado Sin epcalar

[ — e fe—— — e [
Tasige e + Tersge, Bbincbinms | Merigems

Hamsgemn ik | Memtgms | Bbiben | sosgen

=
Amuprtizs | prodecn rroscn | Assprtiz Assapritam, | producis Producis | Aseapritan, Ameuritan | pradacn rodacn | Asepiritem |0 Bt | == | oepoiti | prodac Proecen | Avapeitis
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3.5.4 Descripcion del campo experimental

3.5.4.1 Campo experimental - 4,50 m -
=]
. Largo 154 m % ¢
=  Ancho :29.5m 3
. Area total de experimento : 1593 m? ™
o
3.5.4.2 Blogue 3
=]
. NUmero de bloques 104 E ¢
. Ancho de los blogues :45m
" Largo de bloques :79.2m
= Areatotal del bloque : 356.4 m?
" Ancho de las calles 1m

3.5.4.3 Parcela

. Largo :45m
" Ancho :1.80m
= Area por parcela :8.1m?
" NUmero de surco por tratamiento 5

. Numero de surco por Blogue : 140

. Numero de parcelas /Bloque .28

" Numero de parcelas / Campo experimental : 168

31



3.5.5 Modelo de parcelas subdivididas

El experimento corresponde a disefio de parcelas subdivididas en el cual se busca la
mejor variedad de alfalfa, los efectos del encalado del suelo y probar tratamientos con

bacterias (Sinorhizobium y Azospirillum) y productos quimicos (urea y BIOZY ME).

Se realiz6 Analisis de la VVariancia (ANVA), prueba de Tukey, regresiones y contrastes

ortogonales.

El modelo lineal para el disefio en parcelas subdivididas es:

Yiik=pn+1,+ B+ @P)ij t vk + V)i + (BY) ji + TBY)iji + €ijk

Donde:

U = Es la media general

" T = Efecto de las variedades de alfalfa (i=1, 2, 3)
= f; = Efecto del bloque (j=1, 2, 3, 4)

" (TB)yj = Error de parcela grande

" Yy = Efecto de los tratamientos (k=1, 2, 3...7)

" ()i, BY) jk = Interacciones

" (TBY)ijk = Error de parcela pequefia

" €k = No estimable

3.5.6 Contrastes ortogonales

Tabla 1. Contrastes ortogonales planteados para el analisis de datos

Contraste Comparacion TL T2 T3 T4 T5 T6 T7

C1 Sinorhizobium vs Urea 1 -1 0 0 0 0 0

Sinorhizobium+Azospirillum vs
C2 0 O 1 -1 0 0 O
Urea + BIOZYME

Sinorhizobium + BIOZYME vs
C3 o 0 0 0 0 1 -1 O
Urea + Azospirillum
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Ci: Este contraste permite comparar el tratamiento Ti: (Sinorhizobium) vs T»
(fertilizacion quimica nitrogenada), para determinar cual de ellos influye de mejor

manera en las variables dependientes (implantacion, rendimiento y calidad).

C2: Este contraste permite comparar el tratamiento T3 (Sinorhizobium +Azospirillum)
vs T4 (Urea + BIOZYME), para determinar cual de ellos influye de mejor manera en

las variables dependientes (implantacidn, rendimiento y calidad).

Cs: Este contraste permite comparar el tratamiento Ts (Sinorhizobium + BIOZYME)
vs Ts (fertilizacion quimica y Azospirillum), para determinar si la mezcla entre una
bacteria y un producto puede mejorar las variables dependientes (implantacion,

rendimiento y calidad).

En total en el ANOVA se observaran 18 contrastes ortogonales los cuales se detallan

a continuacion:

Tabla 2. Descripcion de los 18 Contrastes ortogonales que se veran en el ANOVA

Contrastes variedad | Encalado comparacion
C1:V1xe0(T1vsT2) ) Sinorh (vs) Urea
C2: V1xe0 (T3 vs T4) enSc:elr;ar Sinorh +Azosp (vs) Urea + BIOZYME
C3: V1 xe0 (T5vs T6) Francesa Sinorh + BIOZYME (vs) Urea + Azosp
C4:V1xel(T1lvsT2) Sinorh (vs) Urea
C5:V1xel (T3vsT4) Encalado | Sinorh +Azosp (vs) Urea + BIOZYME
C6: V1xel (T5vs T6) Sinorh + BIOZYME (vs) Urea + Azosp
C7:V2xe0(T1vsT2) ] Sinorh (vs) Urea
C8: V2 x €0 (T3 vs T4) ensc'ar;ar Sinorh +Azosp (vs) Urea + BIOZYME
C9: V2 xe0 (T5vs T6) W-350 Sinorh + BIOZYME (vs) Urea + Azosp
C10: V2 xel (T1vsT2) Sinorh (vs) Urea
C11: V2 xel (T3 vs T4) Encalado | Sinorh +Azosp (vs) Urea + BIOZYME
C12: V2 x el (T5 vs T6) Sinorh + BIOZYME (vs) Urea + Azosp
C13: V3 xe0 (T1vs T2) ] Sinorh (vs) Urea
C14: V3 x €0 (T3 vs T4) enscg;ar Sinorh +Azosp (vs) Urea + BIOZYME
C15: V3 x e0 (T5 vs T6) \W-450 Sinorh + BIOZYME (vs) Urea + Azosp
C16: V3 xel (T1vsT2) Sinorh (vs) Urea
C17: V3 x el (T3 vs T4) Encalado | Sinorh +Azosp (vs) Urea + BIOZYME
C18: V3 xel (T5vs T6) Sinorh + BIOZYME (vs) Urea + Azosp

Todas realizadas con ayuda de los softwares estadisticos; Minitab 17, SAS (Littell et
al., 1996) e INFOSTAT (Di Rienzo etal., 2010). Asi mismo con la ayuda del Microsoft
Office 20109.
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3.6 Representacion

Se representan en tablas de ANOVA junto a los contrastes ortogonales, prueba post

hoc de Tukey al 95% de confianza, representadas en grafico de barras para un mejor

entendimiento.

3.7 Variables
3.7.1 Variables Independientes

= Variedades de alfalfa (Francesa, W-350 y W-450)
= Encalado (encalado y sin encalar)
= Tratamientos

3.7.2 Variable dependiente

» Rendimiento

= Calidad

» Implantacion

3.7.3 Operacionalizacion de las variables

Tabla 3. Operacion de las variables

Variables Indicadores Valores finales Tipo de variable
= Peso de Ila . o .
. Kilogramos Cuantitativa continua
- materia seca
Rendimiento -
=  Ndmero de L .
N n Cuantitativa continua
cortes por afio
«  Intensidad  de Escala 0-250 donde 0 es la
color de hojas intensidad mas a!ta y250la  Cuantitativa discreta
mas baja
Calidad = Relacién Cociente del Peso de Cuantitativa continua
hoja/tallo hoja/Peso del tallo
- A-na’I|S|s de % de proteina Cuantitativa continua
nitrégeno
= Cobertura Porcentaje (%) Cuantitativa continua
u F4 - 2 - - -
Implantacion - éreg Iorlllqr Expresado en cm Cuantitativa continua
esistencla — a Segun escala de Likert Cuantitativa discreta
heladas
= Peso seco de L .
n6dulos gramos Cuantitativa continua
N 1. Corona
Co- » IL(J)ls)Irfg(c;Iuolrc])s de 2. Raiz principal Cualitativa nominal
Inoculacion 3. Raices secundarias
= Peso seco de _r .
. g Cuantitativa continua
raices
Encalado pH Alcalino-4cido-neutro Cuantitativa continua
Variedad - Kg/ha Cuantitativa continua
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3.8 Metodologia para la Evaluacién de las variables

De acuerdo con los objetivos del estudio se evalud las variables rendimiento, calidad

e implantacion, de la siguiente manera.

3.8.1 Rendimiento

Para la ayuda de la evaluacién del rendimiento del cultivo de alfalfa se evalud los

siguientes indicadores.

= Peso de la materia seca

= NUmero de cortes por afio

Para las determinaciones de rendimiento de forraje, caracteristicas morfologicas y
parametros de calidad se tuvo en cuenta los estados de madurez de la alfalfa, las cuales
se realizaron cuando la mayoria de las plantas alcanzaron el estado 5 (floracion
temprana) segun Kalu & Fick (1981).

3.8.2 Calidad

Para la calidad del cultivo de alfalfa se evaluaron los siguientes indicadores:

» Relacion Hoja/Tallo (RHT)
= Intensidad de color de hojas
= Contenido de proteina bruta (analisis de nitrégeno)

3.8.2.1 Relacion hoja/tallo (RHT): estimado como el cociente entre el peso seco de
las fracciones hoja (foliolo, peciolos estipulas, etc.) y tallo; se usé una muestra de 200
g por parcela que, luego de secado en estufa, se separd en hojas y tallos y se pes6 cada
fraccion.(Rébora & Bertona, 2012)
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3.8.2.2 Intensidad de color de hojas: Se fotografiaron las hojas de la alfalfa de cada
tratamiento y 4 repeticiones, estas fotos fueron analizadas en un computadora con el
programa ImageJ (Green et al., 2012; Schneider & W. S. Rasband, 2012; Warman et
al., 2011), el cual da un valor en escala de grises en un rango de 0 a 255 donde 0 (negro)
y 255 (blanco).

Luego se transformd los 4 colores Verde oscuro, normal, claro y amarillento con
codigos RGB a escala de grises usando la ecuacion Y = Rx0.3 + Gx0.59 + Bx0.11

determinada por Delgado (2013) y se establecieron los rangos.

Tabla 4. Transformacion de RGB a escala de grises

Escala RGB Escala de grises Minimo Maximo
Verde oscuro 0;70;0 41 24 58

verde normal 0:128;0 75 58 138
Verde claro 144;238;144 200 138 205
Verde Amarillento 173;255;47 210 205 215

luego se establecié una tabla con la metodologia Likert de acuerdo a los valores
maximos y minimos obtenidos, finalmente se compar6 las puntuaciones obtenidas en

el programa con la escala disefiada.

Tabla 5. Escala disefiada para evaluar la intensidad de color de las hojas de alfalfa.

Escala Intensidad Conclusion
Verde oscuro (24; 58] Planta sana
verde normal [58;138] Planta sana
Verde claro [138;205] Planta deficiente
Verde Amarillento [205;215) Planta deficiente

3.8.2.3 Contenido de proteina bruta: se determind el contenido de proteina bruta
(PB), que resultd de determinar el contenido total de nitrogeno de la muestra analizada
en un laboratorio y multiplicarla por el factor 6.25 , las muestras fueron analizadas de
acuerdo a la Association of Official Analytical Chemists (AOAC., 1990) se siguieron
los métodos de la Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) para PB
Kjeldahl (método 984.13).
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Luego se establecio una tabla siguiendo la metodologia de Likert con las puntuaciones
obtenidas del autor Ramos (1995) quien clasifica la calidad del alfalfa de acuerdo a su

contenido de proteina en porcentaje.

Tabla 6. Tabla disefiada para determinar la calidad proteica de la alfalfa.

Calidad Intervalo (%) Contenido Proteico (C.P)
Extra (19 C.P. Excelente

Primera [19;17] C.P. bueno

Segunda (17; 14] C.P. medio

Tercera (14;11] C.P. bajo

Cuarta (11;08] C.P. deficiente

Quinta 08) C.P. malo

3.8.3 Implantacion

Para determinar la implantacion se midieron los siguientes indicadores:

= Cobertura
» Area foliar
= Resistencia a heladas.

3.6.3.1 Cobertura: Para la cobertura se evalu6 el area no germinada frente al total y
se llevo a porcentaje (%). La evaluacion se llevé a cabo 20 dias después de la siembra.

Figura 1. Disefio para evaluacion de cobertura.




En la figura de la izquierda se tiene una germinacion del 100% (22.5 m lineales con
plantas germinadas) en la figura de la derecha se tiene una cobertura del 91,5 % (20.59

m lineales con plantas germinadas).

3.8.3.2 Area foliar: Se fotografiaron las hojas de la alfalfa de cada tratamiento y 4
repeticiones, estas fotos fueron analizadas en una computadora con el programa
Imagel. El programa te da el area total de las hojas, con los datos se realiz6 el ANOVA

para saber si existe diferencia significativa entre areas foliares entre tratamientos.

3.8.3.3 Resistencia a heladas: La Resistencia a heladas se evalud después de una caida
de helada en la zona con expertos en el tema que viendo el dafio calcularon el dafio

realizado, luego se disefi6 una escala de medicion siguiendo la metodologia de Likert.

Escala Dafio (%) Conclusion
Excelente [0; 5] Muy Resistente
Muy bueno (5;15] Resistente
Bueno (15;25]  Poco Resistente
Pobre (25;40]  Susceptible

Deficiente (40 — 50) Muy susceptible

3.8.4 Co-inoculacion
Para determinar el efecto de Shinorhizobium y Azospirillum se consideraron las
siguientes evaluaciones descritas por (Corbin et al., 1977; INIA, 2006; Somasegaran
& Hoben, 1985)

= Caracteristicas de nodulacion

= Peso seco de las raices.

= Rendimiento

= Calidad (Relacion Hoja/Tallo (RHT), Intensidad de color de hojas y contenido

de proteina bruta)

La metodologia planteada por Corbin et al. (1977). Implica desenterrar
cuidadosamente 10 plantas al azar en el cultivo (asegurando que las raices y los

nodulos no se dafien) y posteriormente obtener los datos.
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3.8.4.1 Peso seco de nddulos: Se extrajo los nddulos de la planta y se dejo en una
estufa a 50 grados centigrados por un dia luego se peso, se volvio a poner los ndédulos
en la estufa por 1 hora y se volvid a repetir el pesado (A fin de que los nddulos ya no
contengan agua); como los pesos ya no variaron se tomé esos datos para el anélisis
estadistico.

3.8.4.2 Peso seco de raices: Las raices de la planta se dejaron en una estufa a 70 grados
centigrados por dos dias; luego se pesé en una balanza graduada, se volvio a poner las
raices a la estufa por 1 hora y se volvi6 a pesar; como los pesos ya no variaron se tomo

esos pesos para el analisis estadistico.

3.8.4.3 Ubicacion de los nodulos: Se uso la metodologia planteada por Corbin et al.
(1977), el cual indica que la puntuacién del nddulo se juzga por el nimero de nédulos
efectivos en la zona corona-raiz (region 5 cm por debajo de las primeras raices
laterales) puntuando cada planta utilizando el criterio de clasificacién descrito.
Ejemplo; se tomo una planta y esta tenia 15 nddulos en los primeros 5 cm de raiz y 8
nodulos en la parte inferior a los 5 cm de raiz entonces se le da una puntuacion de 5
como indica la figura y segun la tabla su interpretacion seria que “la planta tiene un

excelente potencial de fijacion.”
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3 4 5

Tabla 7. Escala utilizada para puntuar la efectividad de la nodulacién.

Escala disefiada por Corbin et al., (1977) para la puntuacion de la nodulacion.

Puntuacién
Excelente nodulacion; excelente potencial de fijacidn [5;4)
Buena nodulacién; buen potencial para la fijacion [4;2)
Nodulacion justa; La fijacion de N, puede no ser suficiente [2;1)
pobre nodulacién, poca o ninguna fijacion de N, [1;0]

3.9 Evaluaciéon econdmica

Se realiz6 la comparacion de costos de una hectarea de produccién de alfalfa usando
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Sinorhizobium y Azospirillum) y
fertilizante inorganico (Urea)

3.10 Instalacion y conduccion del experimento

3.10.1 Limpieza del terreno

La limpieza de terreno se realiz6 el 05 de enero del 2019, empleando picos, palas,
rastrillos, costales y guantes, también se realiz6 el muestreo de anélisis de suelos. Las
muestras de suelo se tomaron en diversos puntos, recorriendo el campo en zigzag a lo
largo del terreno y a una profundidad de 20 cm, se tomaron un total de 20 muestras los
cuales fueron homogenizadas y luego se separ6 1 kg de suelo (INIA, 2017) que se
Ilevo al laboratorio de Anélisis de suelos y andlisis foliar AGROLAB.

3.10.2 Preparacion del terreno

La preparacion del terreno definitivo se realizd el 10 de enero del 2019 con la ayuda
de un tractor agricola a una profundidad de 0.25 m, mediante una pasada de arado de
discos y dos pasadas de rastra de discos, el nivelado y mullido se realiz6 el 20 de
diciembre empleando rastrillos. Todas estas labores se realizaron para dejar el terreno

suelto, mullido y limpio para la siembra.
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3.10.3 Andlisis de semilla, densidad de siembra, universo, poblacion, muestra y

muestreo.

El 18 de enero del 2019 se determind el porcentaje de pureza, porcentaje de
germinacion y peso de 1000 semillas en el laboratorio de Horticultura y Semillas de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNSCH, datos con los cuales se realizé los

siguientes célculos, para determinar la cantidad de semilla a utilizar.

= Densidad de siembra 20 kg ha* (Castiblanco, 1960; Lara & Jurado, 2014)
= Sembrados a una distancia de 30cm. (Castiblanco, 1960)

Tabla 8. Célculos de semilla a utilizar por variedad

Dato obtenido de: Variedad de alfalfa
Densidad de siembra FrancesaW-350W450
Laboratorio % Pureza 95 95 95
Laboratorio % Germinacion 80 92 92
(%) Valor de uso 76 87.4 874
Bibliografia Semilla (kg ha) 20 20 20
Semilla corregida (kg ha) 26.316 22.88 22.88
Semillas campo experimental (kg/1593m?) 4.19 2.88 2.88
Célculos Semilla por tratamiento (kg/8.1m?) 0.02 0.02 0.02
Total, Semillas por variedad (kg) 1.194 1.038 1.038

Se utiliz6 1.194 kg de semilla de la variedad Francesa, 1.038 kg de semilla de la
variedad W-350 y 1.038 kg de semilla de la variedad W-450.

Las semillas fueron adquiridas de la empresa ALABAMA la cual dio las garantias

necesarias.

Tabla 9. Célculo del numero de plantas por tratamiento.

Dato obtenido de: Cantidad de plantas

Laboratorio Peso de 1000 semillas (kg) 0.003353
Plantas x ha' 7848431.1
Plantas en 1593 m? 1250255.0

Célculos Plantas por trat. (8.1m?) 6357.23
Plantas por Surco (4.5m?) 1271.45
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3.10.3 Muestreo
En 0.60 m hay 362 plantas de alfalfa que se evaluaron de la siguiente manera
Se tomd el muestreo segun la figura 2, para evaluacion de rendimiento.

Figura 2. Muestreo realizado en campo
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3.10.4 Trazado y delimitacion del terreno

El trazado y delimitacion del terreno se realizo el dia 27 de enero del 2019, de acuerdo
con el croquis del experimento, empleando una wincha, un cordel, y estacas, con los

que se delimito las parcelas, bloques y calles.

3.10.5 Colocacion de letreros

El 29 de enero se realizo la colocacion de letreros, con la finalidad de identificar
los tratamientos aplicados a cada parcela, segun el experimento.
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3.10.6 Célculo de abonamiento de fondo y dolomita.

El resumen del andlisis de caracterizacion obtenido en el laboratorio se muestra en la

siguiente tabla y el documento original se encuentra en los anexos.

3.10.6.1 Céalculo de abonamiento

Tabla 10. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

Tipo de analisis Valor Método Interpretacion

Anélisis fisico
Suelo Organico

Analisis quimico

pH 5.10 Potenciometria Suelo Acido

C.E (dsm?) 0.1 Conductimetria Sin salinidad

Nt (%) 0.49 Semi — micro Kjeldahl Alto

CO=;3 (%) 0.00 Bernard -

MO (%) 10.04 Walkey y Black Muy Rico

P (ppm) 21.86 Bray-Kurtz Alto

K (ppm) 232 Absorcién atomica Muy Alto

CIC cmol (-) Kg? 19.34 Ext. Acetato de amonio Medio

% Sat. De Bases 63 - Alto

= pH = Acido.

= MO = Muy rico (Suelo Organico por tener Materia Organica > a 1%)

= N = Contenido alto en nitrogeno.

= P = Contenido alto en foésforo por método de Bray-Kurtz para suelos
acidos.

» K = Contenido Muy alto en potasio.

» CE = Suelo no salino.

= CIC = Contenido Medio.

Interpretacion de acuerdo a la Guia de Fertilidad de Suelos (Tineo, Cerda, Palomino,
& Giron, 2014)

3.10.6.1 Calculo de la dosis para abonar el terreno

Datos:

43



=  Extraccion: 215 kg N x ha™1,55 kg P,0s x ha™ y 150 kg K,0 x ha™!
recomendado por (Tineo et al., 2014)
. Coeficiente de mineralizacién = 1.5 %

. Periodo de cultivo = 1afio (12 meses)
Q = (E — Sxf, — foz)fi (Tineo et al., 2014)
3

Donde:

. Q= Dosis del nutriente en kg/ha

. E= Extraccion del nutriente del suelo por el cultivo en kg/ha

. S= aporte de nutriente por el suelo en kg/ha

. M= Aporte de nutriente por el estiércol en kg/ha

. f1 = Porcentaje de uso de los nutrientes del suelo por la planta.

. f2= porcentaje de utilizacion de los nutrientes del estiércol (abono orgénico)
. f3= porcentaje de uso de nutrientes del fertilizante inorganico (capacidad de

uso)

Tabla 11. Valores tomados para f1, f2 y f3 segln (Tineo et al., 2014)

DESCRIPCION N P K
f1 40 25 40
f2 - - -
f3 50 25 65

Tabla 12. Célculo de extraccion del cultivo

Dato obtenido de: CALCULO DE ABONAMIENTO
NITROGENO FOSFORO POTASIO

Extraccion del cultivo 215 55 150
Nitrégeno total (%0) P (ppm) K (ppm)

ANALISIS DE SUELO 0.49 21.86 232

Elemento en kg ha 9800 100.1 556.8

Coef. Mineralizacion (1.5%) 147

Periodo del cultivo (meses) 12

kg N/ha (12 meses) 147

Q (Extraccion) 223.14 119.88 -111.88
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La férmula usada en el presente trabajo de investigacion es 223 -119-0

Tabla 13. Cantidad de fertilizantes usados.

FERTILIZANTES

DESCRIPCION Urea Roca fosforica Cloruro de potasio

(%) (%) (%)

Riqueza fertilizante 46 25 60
Extraccion (kg N) /ha 223.14 119.88 0.00
Fertilizante a usar (kg N/ha) 485.1 479.5 0.0
En sacos de 50kg c/u 9.7 9.6 0.0
Area de experimento (m?) 583.2 1360.8 1360.8
Fertilizante por area (kg) 28.3 65.3 0.0
En sacos de 50kg c/u 0.57 1.31 0.00
Fertilizante (kg) en 8.1m? 0.393 0.388 0.0

= Urea: Se utilizd 28.3 kg en total distribuidos en 72 parcelas de 8.1m? que se
abonaran con 0.393kg de urea.

= Roca fosfdrica: Se utilizé 65.3 kg en total distribuidos en 168 parcelas de 8.1m?
que se fertilizaron con 0.388 kg de roca fosférica.

= Cloruro de potasio: no se agrego este fertilizante debido a que el suelo contiene

la riqueza suficiente para el cultivo de alfalfa.

3.10.6.2 Céalculo de dolomita

Se llevd muestras de suelo de 2 kilos de los primero 20 cm del lugar donde se realizara
la siembra (Llachoccmayo), se midié el pH en el laboratorio de Horticultura resultando
5.1 se agreg6 dolomita hasta que el pH resultante sea 6.4 de los cuales se obtuvo los

siguientes resultados:
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Tabla 14. Célculo de dolomita a usar en el experimento

Dolomita por usar

Peso de muestra de suelo (kg) 2
Inicial pH suelo 5.1
Gasto de dolomita (kg) 0.005
Final pH suelo 6.4
Area experimental (m?) 680
Densidad 1.3
Capa arable (m) 0.2
Peso del suelo (kg/680m2) 17680
Dolomita a usar (Kg/680m?) 442.0
Dolomita (kg) en 8.1 m? 5.26

= Dolomita: Se utiliz 442kg de dolomita en total para 680 m?, distribuidos en

5.26kg para 8.1m? por parcela en toda el area correspondiente al terreno encalado.
3.10.7 Siembra

La siembra manual se realizé el 30 de enero del 2019.

3.10.7.1 Proceso de la Inoculacién

Existen dos tipos de inoculacion la inoculacioén simple y en forma de “PELLET”, en

el presente trabajo se utilizo la inoculacion en forma de “PELLET”.

Tabla 15. Cantidades recomendadas segun Garcia-Blasquez (2018)

Semilla(kg) Goma arabiga (ml) Agua (Lt) CaCOs (kg)
Recomendado 20 400 1 12
Tesis 0.51 10.2 0.0255 0.306
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3.10.7.2 Pasos seguidos en la inoculacién y siembra de la semilla

Paso 1: En un recipiente se mezcla el
inoculante con Rhizobium con la

solucion adhesiva

Goma arabiga

Paso 3: Finalmente se agrega el
carbonato de calcio finamente molido
(polvo de recubrimiento) y se mezcla
hasta g las semillas queden cubiertas
formando los “PELLETS”
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Inoculante

Paso 2: A esta mezcla se afiade las
semillas y se homogeniza hasta que

queden cubiertos del indculo




‘ ‘ Paso 4: Realizamos la siembra
|
|

Las semillas fueron inoculadas un dia antes (29 de enero) de ser sembradas en campo
definitivo con bacterias de Sinorhizobium meliloti y Azospirillum dependiendo de los
tratamientos ya mencionados con anterioridad. El proceso de inoculacién consistio en
agregar el inoculante turfoso a las semillas con un adherente (goma) y envuelto con

carbonato de calcio formando pellets los cuales fueron sembrados en campo.

3.10.8 Deshierbos y aporques

El primer deshierbo se realiz6 el 25 de febrero, a los 26 dias después de la siembra y
el segundo deshierbo se realizé el 25 de junio debido a la presencia e incremento de

malezas.

El aporque se realizé a los 50 dias despues de la siembra, estas labores se realizaron

con picos y azadones.
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Imagen 1: Fotografia después de realizar el deshierbo
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3.10.9 Riego

Tabla 16. Calculo de Evapotranspiracion por el método de Thornthwaite

Los datos se obtuvieron de 3 estaciones experimentales: Estacion Allpachaca (13°33°42.66° S 74°11°56 "0), Estacién Meteoroldgica del
INIA (13°10°42°°S 74°12°22.19 °0) y la Estacién de la Universidad San Cristobal de Huamanga (13°08°53"'S 74°13°12°°0)

TO i) Indice N° de
l;/lr'legezso(igl media (t?érmico TeE()-I;E:o (N) f=N/12 (élgrs d/30 I(Enl—g/:rlrf;rs(; Dias Kc ETc (rcn:g) (rF1)1|\r:I1) (nF:Vr\rl1) (rﬁf%) Riego Balance
mensual  mensual mes
Ene. 13 425 56.75 1281 1.07 31 103 62.61 31 0.599 3748 2465 87.00 166.75 99.7 12 90.00
Feb 13.05 427 57.01 1254 1.05 28 0.93 55.62 59 0.734 40.85 246.5 87.00 166.75 1911 10 250.25
Mar 13.25 437 58.08 1217 1.01 31 103 60.87 90 0.843 51.33 246.5 87.00 166.75 82 0 280.92
Abr 11.25 3.41 4757 1180 0.98 30 1.00 46.77 120 0.913 42.71 2465 87.00 166.75 29.9 0 268.11
May 11 3.30 46.28 1146 0.95 31 103 45.66 150 0.930 4246 2465 87.00 166.75 13.2 20 258.85
Jun 10.45 3.05 4347 1129 094 30 1.00 40.88 180 0.950 38.84 246.5 87.00 166.75 5.9 35 260.91
Jul 10.35 3.01 4296 1139 0.9 31 103 4212 211 0.927 39.04 246.5 87.00 166.75 10.3 30 262.18
Agos 115 3.53 4886 11.66 0.97 31 1.03 49.05 241 0.918 45.01 246.5 87.00 166.75 0 40 257.17
Sept 13.6 455 5996 12.00 1.00 30 1.00 5996 272 0.908 54.47 2465 87.00 166.75 14.8 40 257.50
Oct 12.14 3.83 5220 1244 1.04 31 103 55.93 302 0.899 50.30 246.5 87.00 166.75 25.6 15 247.80
Nov 13.65 457 6023 1274 1.06 30 1.00 63.96 333 0.890 56.93 246.5 87.00 166.75 3.5 40 234.37
Dic 12.35 3.93 5330 1291 1.08 31 1.03 59.27 363 0.881 52.23 246.5 87.00 166.75 172.5 0 354.64
[0) I'ngiice ETP
térmico
anual 46.08 |a= 1.22 Anual 642.71
= TO : Temperatura = CC : Capacidad de campo
= ETP : Evapotranspiracion potencial = PM : Punto de Marchitez
= Kc : Coeficiente del cultivo = Pw : Umbral de riego
= ETc : Evapotranspiracion del cultivo = Pp : Precipitacion
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Figura 3. Determinacién del riego anual para el cultivo de la alfalfa (Medicago sativa, L).
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280 27092 265 pal e 615
i | —= . 246.5
F 2585 256.5 250 /_\/\
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[ 258. c c ( )
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E 240.3
220 b 228.9
190
r 190.0 195.9
= 160 ' 167.2 Umbral de Riego (Pw)
= 130 f
100 b 1222
70 F 825 Punto de Marchitez (mm)
40 57.8
10 | 25.6
20 t .
Ene. Feb Mar Abr May Jun Jul Agos Sept Oct Nov Dic
e CC 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5 246.5
e PV 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00 87.00
— P\ (MM) 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75 166.75
Etc Vs pp (mm) 190.0 240.3 270.9 258.1 228.9 195.9 167.2 122.2 825 57.8 25.6 120.3
=8==Riego + pp -Etc  258.5 256.5 270.92 250 265 281.5 276.5 286.5 286.5 261.5 286.5 246.5
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De acuerdo a los calculos establecidos se hizo la siguiente programacion de riego
durante el afio 2019.

Tabla 17. Horas de riego por dia en los meses con déficit de lluvias

Riego Lts/ 1500 Distribuciéon Caudal Horas de

Meses (mm) Lts/m2 m2 en dias Lts/min  riego /dia
Ene. 12 12 18000 600 7 1:25:43
Feb 10 10 15000 500 7 1:11:26
Mar 0 0 0 0 7 0:00:00
Abr 0 0 0 0 7 0:00:00
May 20 20 30000 1000 7 2:22:51
Jun 35 35 52500 1750 7 4:10:00
Jul 30 30 45000 1500 7 3:34:17
Agos 40 40 60000 2000 7 4:45:43
Sept 40 40 60000 2000 7 4:45:43
Oct 15 15 22500 750 7 1:47:09
Nov 40 40 60000 2000 7 4:45:43
Dic 0 0 0 0 7 0:00:00

La tabla muestra los célculos de riego realizado por dia en los meses con ausencia de
[luvias; en enero ese regd 1h 25m 43s por dia aproximadamente.

Imagen 2: Riego por aspersion
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3.10.10 Control Fitosanitario
3.10.10.1 Enfermedades

= Peca de la alfalfa: En las hojas, sobre todo las inferiores, se observan manchas
pequerias, circulares, de color café a negro, causado por Pseudopeziza medicaginis,
el hongo inverna en las hojas en descomposicién y sobre la superficie del suelo,
cuando el tiempo es adecuado las ascosporas se desarrollan en el aire y sobre las
hojas de las plantas, esta enfermedad fue méas frecuente en épocas de lluvia, en el
terreno se controlé usando oxicloruro de cobre en polvo (3 kg ha).

= Mildiu de la alfalfa: En el tejido enfermo y principalmente en el haz de los
foliolos se observan areas cloroticas, causado por Peronospora trifoliorum, los
conidios se producen en oscuridad y con alta humedad relativa. La diseminacion
es por el viento o por la salpicadura de la lluvia, la incidencia fue muy leve en el

campo se controld reduciendo un poco el riego en las zonas afectadas.
3.10.10.2 Virus

» Virus del mosaico de la alfalfa: la alfalfa es hospedero natural del virus del
mosaico, si no se controla disminuye el rendimiento y la calidad del forraje, los
sintomas son visibles en hojas tiernas presentando reducido crecimiento,
redondeadas y con manchas verde amarillentas, su diseminacion es a través de
afidos, en el cultivo realizado se vio muy poca incidencia, se elimind las pocas

plantas que la presentaron.
3.10.10.2 Plaga

» Insecto defoliador: Se alimenta de la alfalfa, la especie que dafio el cultivo
minimamente fue identificado como Epicauta spp, el estado adulto se alimenta del
follaje, las plantas muestran una apariencia rasgada y defoliada. Las larvas
invernan en el suelo se transforman en pupa y emerge como adulto en la
primavera, como los dafios fueron muy leves no se aplicé ningun insecticida, solo
se observo después del segundo corte, pero en minima cantidad, la poblacion no

generaba dafios econdémicos.
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Capitulo IV

Resultados

4.1 Nodulacion

4.1.1 Peso seco de nodulos por planta

Tabla 18: Andlisis de la variancia (ANOVA) de parcelas subdivididas, para el Peso
Seco de nddulos con Sinorhizobium y Azospirillum en la produccion

sostenible de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

F.V. SC o] CM F  p-valor (Error)

Modelo. 1.50E-03 59 2.50E-05 3.69 <0.0001

Bloques 3.10E-05 3 1l.00E-05 0.72 0.6029 (Enc*Bloq)
Encalado 9.50E-06 1 9.50E-06 0.66 0.4753 (Enc*Bloq)
Encalado*Bloques 4.30E-05 3 140E-05 214 0.0991

Variedad 2.70E-04 2 1.30E-04 6.91 0.0101 *(Enc>Blog*Var
Encalado*Variedad 2.00E-05 2 1.00E-05 053 0.604 (Enc>Blog*Var
Encalado>Bloques*Variedad 2.30E-04 12 1.90E-05 2.91 0.0016

Tratamiento 5.60E-04 6 9.30E-05 13.91 <0.0001
Encalado*Tratamiento 1.40E-04 6 2.30E-05 3.37 0.0043 *=*
Tratamiento*Variedad 9.90E-05 12 8.20E-06 1.23 0.2727
Encalado*Tratamiento*Variedad 5.60E-05 12 4.70E-06 0.7 0.7494
C1:V1xe0(T1vsT2) 7.30E-05 1 7.30E-05 10.96 0.0013
C2:V1xe0(T3vsT4) 480E-06 1 4.80E-06 0.72 0.3983

C3: V1 xe0 (T5vs T6) 1.00E-05 1 1.00E-05 152 0.221
C4:V1xel(TlvsT2) 790E-05 1 7.90E-05 11.88 0.0008 =*=*

C5: V1xel (T3vsT4) 8.30E-05 1 8.30E-05 12.45 0.0006 =*=*

C6: V1 xel (T5vs T6) 7.80E-05 1 7.80E-05 11.69 0.0009 =*=*
C7:V2xe0(TlvsT2) 5.80E-05 1 5.80E-05 873 0.0038 »*=*

C8: V2 xe0 (T3 vs T4) 1.30E-05 1 1.30E-05 1.87 0.1742

C9: V2 x e0 (T5 vs T6) 9.80E-07 1 9.80E-07 0.15 0.7025

C10: V2 xel (T1vs T2) 3.50E-05 1 3.50E-05 5.28 0.0235 **

C11: V2 x el (T3 vs T4) 2.80E-05 1 2.80E-05 421 0.0426

C12: V2 x el (T5 vs T6) 1.10E-06 1 1.10E-06 0.17 0.6824

C13: V3xe0 (T1vs T2) 6.80E-05 1 6.80E-05 10.24 0.0018

al
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C14: V3 x e0 (T3 vs T4) 450E-08 1 4.50E-08 0.01 0.9347
C15: V3 xe0 (T5vs T6) 2.20E-06 1 2.20E-06 0.33 0.5669
C16: V3 xel (T1lvsT2) 9.70E-06 1 9.70E-06 1.45 0.2314
C17: V3 xel (T3vsT4) 7.30E-05 1 7.30E-05 10.96 0.0013
C18: V3 xel (T5vs T6) 450E-05 1 450E-05 6.75 0.0107
Error 7.20E-04 108 6.70E-06

Total 2.20E-03 167

Donde: (V1 = Francesa; V2= W-350; V3=W-450) y (e0=Sin encalar; el=Encalado)

Interpretacion: En el ANOVA realizado para la variable peso seco de nodulos se
observa que P es menor que el nivel de significancia « = 0.05, en los items Variedad
(P =0.01) y Encalado*Tratamiento (P = 0.004). Entonces hay evidencia
suficiente para sustentar la aseveracion de que las medias de los pesos secos no son
iguales. Usaremos la prueba Post Hoc (Tukey) para saber cuales son las medias que
difieren una de otras ya que con base en la prueba ANOVA, no concluimos que alguna

media en particular sea distinta de la otra.

Figura 4. Prueba de Tukey al 95% de confianza para el factor Variedad debido a la
significancia (p-valor<0.05) resultante en el ANOVA.
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Interpretacion: En la figura se observa la prueba de Tukey al 95% de confianza, se
tiene un promedio de peso seco de nddulos de 10mg en la variedad W-450 la cual es
superior estadisticamente a las variedades W-350 y Francesa. En conclusion, si
queremos obtener nodulos con buen peso seco en la siembra de alfalfa, la mejor opcion

es adquirir la variedad W-450.
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Figura 5. Prueba de Tukey al 95% de confianza para la interaccion de los factores

Encalado*Tratamientos debido a la significancia (p-valor<0.05) resultante

en el ANOVA.
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Interpretacion: En la figura se observa la prueba de Tukey al 95% de confianza, se
tiene un promedio de peso seco de nddulos de 10mg en el terreno con encalado previo
y tratamiento con Sinorhizobium, el mismo promedio de 10mg se obtiene en el terreno
sin encalar y con los tratamientos de Sinorhizobium y Sinorhizobium+Azospirillum los
cuales son superiores a los demaés tratamientos. En conclusién, si queremos obtener
nodulos con buen peso seco en la siembra de alfalfa, la mejor opcién seria aplicar el

tratamiento con Sinorhizobium sin necesidad de encalar el terreno.
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4.1.2 Ubicacioén de los nddulos

Tabla 19. Determinacion de la efectividad de la nodulacion en alfalfa (Medicago

sativa, L.) con Sinorhizobium y Azospirillum.

Variedad Encalado Tratamiento Puntaje x. Interpretacion
Francesa e Shin 4.23 Nodulac. excelente
Francesa e Urea 11 Nodulacién pobre
Francesa e Shin + Azos 4.12 Nodulac. excelente
Francesa e Urea + Prod H 1.25 Nodulacién pobre
Francesa e Shin + Prod H 3.42 Nodulacion buena
Francesa e Urea + Azos 1.2 Nodulacién pobre
Francesa e Testigo 1.7 Nodulacién pobre
Francesa se Shin 3.46 Nodulacion buena
Francesa se Urea 12 Nodulacion pobre
Francesa se Shin + Azos 3.42 Nodulacion buena
Francesa se Urea + Prod H 11 Nodulacion pobre
Francesa se Shin + Prod H 2.37 Nodulacion justa
Francesa se Urea + Azos 0.5 Nodulacién pobre
Francesa se Testigo 1.75 Nodulacion pobre
W-350 e Shin 3.58 Nodulacion buena
W-350 e Urea 1.05 Nodulacion pobre
W-350 e Shin + Azos 3.8 Nodulacion buena
W-350 e Urea + Prod H 1.01 Nodulacion pobre
W-350 e Shin + Prod H 3.02 Nodulacion buena
W-350 e Urea + Azos 1.2 Nodulacion pobre
W-350 e Testigo 1.85 Nodulacién pobre
W-350 se Shin 3.18 Nodulacion buena
W-350 se Urea 1.2 Nodulacién pobre
W-350 se Shin + Azos 3.02 Nodulacion buena
W-350 se Urea + Prod H 0.5 Nodulacién pobre
W-350 se Shin + Prod H 2.37 Nodulacion buena
W-350 se Urea + Azos 1.05 Nodulacién pobre
W-350 se Testigo 1.90 Nodulacion pobre
W-450 e Shin 4.26 Nodulac. excelente
W-450 e Urea 1.2 Nodulacién pobre
W-450 e Shin + Azos 4.58 Nodulac. excelente
W-450 e Urea + Prod H 0.5 Nodulacién pobre
W-450 e Shin + Prod H 2.02 Nodulacion buena
W-450 e Urea + Azos 15 Nodulacién pobre
W-450 e Testigo 1.74 Nodulacion pobre
W-450 se Shin 2.15 Nodulacion buena
W-450 se Urea 1.02 Nodulacion pobre
W-450 se Shin + Azos 3.24 Nodulacion buena
W-450 se Urea + Prod H 0.9 Nodulacion pobre
W-450 se Shin + Prod H 2.37 Nodulacion buena
W-450 se Urea + Azos 1.25 Nodulacion pobre
W-450 se Testigo 1.82 Nodulacién pobre
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Tabla 20. Escala utilizada para puntuar la efectividad de la nodulacién por su

localizacion en las raices.

Escala disefiada por Corbin et al., (1977) para la puntuacion de los efectos de la
nodulacion.

Puntuacion
Excelente nodulacion; excelente potencial de fijacion [5;4)
Buena nodulacién; buen potencial para la fijacion [4;2)
Nodulacién justa; La fijacion de N, puede no ser suficiente [2;1)
pobre nodulacién, poca o ninguna fijacion de N, [1;0]

Interpretacion: En la tabla 17 se observa las puntuaciones promedio de 10 plantas
evaluadas, donde las variedades Francesa, W-350 y W-450 encaladas previamente y
tratadas con Sinorhizobium y Sinorhizobium + Azospirillum, tienen de buena a
excelente nodulacion lo cual indica que tienen un excelente potencial de fijacion de

nitrégeno atmosférico.

Las plantas que recibieron en su tratamiento el fertilizante inorganico urea, al ser
evaluadas tenian poca cantidad de nddulos en las raices, por lo que recibieron una
puntuacion comprendida entre 0.5 a 1.5 concluyendo asi que dichas plantas fijan muy

poco nitrégeno atmosférico.
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4.1.3 Peso seco de las raices

Tabla 21. Andlisis de la variancia (ANOVA) de parcelas subdivididas, para el Peso
Seco de raices con Sinorhizobium y Azospirillum en la produccion

sostenible de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

F.V. SC ol CM F  p-valor (Error)

Modelo. 3.00E-01 59 1.00E-02 3.89 <0.0001
Bloques 4.00E-02 3 1.00E-02 0.67 0.6262 (Enc*Bloq)
Encalado 2.00E-02 1 2.00E-02 1.28 0.3396 (Enc*Bloq)
Encalado*Bloques 6.00E-02 3 2.00E-02 14.63 <0.0001
Variedad 1.00E-02 2 1.00E-02 0.96 0.4115 (Enc>Blog*Var
Encalado*Variedad 3.10E-03 2 1.50E-03 0.29 0.7519 (Enc>Blog*Var
Encalado>Bloques*Variedad 6.00E-02 12 1.00E-02 4.02 <0.0001
Tratamiento 7.00E-02 6 1.00E-02 9.16 <0.0001**
Encalado*Tratamiento 1.00E-02 6 1.10E-03 0.82 0.5555
Tratamiento*Variedad 2.00E-02 12 1.70E-03 1.27 0.2446
Encalado*Tratamiento*Variedad 1.00E-02 12 4.80E-04 0.37 0.9717

C1:V1xe0(TlvsT2) 1.20E-03 1 1.20E-03 0.92 0.3397

C2:V1xe0 (T3 vsT4) 3.70E-03 1 3.70E-03 2.84 0.0948

C3: V1xe0 (T5vs T6) 1.70E-03 1 1.70E-03 1.31 0.2547

C4:V1xel(T1vsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 3.95 0.0493*

C5: V1xel (T3vsT4) 3.10E-03 1 3.10E-03 2.37 0.1264

C6: V1xel (T5vs T6) 3.50E-03 1 3.50E-03 2.68 0.1043

C7:V2xe0 (TLlvsT2) 3.70E-03 1 3.70E-03 2.87 0.093

C8: V2 xe0 (T3 vs T4) 3.20E-03 1 3.20E-03 245 0.1203

C9: V2 x e0 (T5 vs T6) 3.90E-04 1 3.90E-04 0.3 0.5848

C10: V2 xel (T1lvsT2) 3.40E-03 1 3.40E-03 2.58 0.111

Cl11: V2 xel (T3vsT4) 2.50E-03 1 2.50E-03 1.95 0.1657

C12: V2 x el (T5vs T6) 8.70E-04 1 8.70E-04 0.67 0.4162

C13: V3xe0 (T1vs T2) 3.00E-04 1 3.00E-04 0.23 0.6353

C14:V3xe0 (T3 vs T4) 5.60E-04 1 5.60E-04 0.43 0.5134

C15: V3 xe0 (T5 vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 11.23 0.0011**

C16: V3xel (TLvsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 5.86 0.0171*

C17: V3 xel (T3 vs T4) 240E-03 1 2.40E-03 1.82 0.1803

C18: V3 xel (T5vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 4.94 0.0283*
Error 0.14 108 1.30E-03 CV (%)
Total 0.44 167 35.2

(V1 = Francesa; Vo= W-350; V3=W-450), (e0=Sin encalar; el=Encalado), T1=Sinorhizobium, T,=Urea,
T3=Shino+Azosp. Ts=Urea+Prod. Horm. Ts=Shino + Prod. Horm. Tg=Urea + Azosp, T7 =testigo)
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Interpretacion: En el ANOVA realizado para la variable peso seco de las raices, se
observa que P es menor que el nivel de significancia @ = 0.05, en el item Tratamiento
(P = 0.0001). Entonces hay evidencia suficiente para sustentar la aseveracion de que
las medias de los pesos secos de las raices no son iguales. Usaremos la prueba Post
Hoc (Tukey) para saber cuales son las medias que difieren una de otras ya que con
base en la prueba ANOVA, no concluimos que alguna media en particular sea distinta

de la otra.

Figura 6. Prueba de Tukey al 95% de confianza para el factor Tratamiento debido a

la significancia (p-valor<0.05) resultante en el ANOVA.

014 ¢ @
- 0.12 ab
0.12 f 011  abc
= ; 0.1
2 01 F bed
8 : 008 cd d
'S 008 F 0.07 0.07 d
@ : 0.06
S 006 f
o [
[S] N
L 004
2 :
& 0.02 g
O [ n L n L n L n L n L n L n N
Shin Shin+  Shin+ Urea  Testigo Urea+ Urea+
ProdH Azos Azos ProdH
TRATAMIENTOS

Interpretacion: En la figura se observa la prueba de Tukey grafica al 95% de
confianza, se tiene un promedio de peso seco de las raices de 0.12g, 0.11g y 0.10g para
los tratamiento con  Sinorhizobium,  Sinorhizobium+  BIOZYME vy
Sinorhizobium+Azospirillum los cuales son superiores a los demas tratamientos Urea
(0.08g); Testigo (0.07g); Urea+ Azospirillum (0.07g) y Urea + BIOZYME (0.069).

En conclusién, si queremos obtener raices con buen peso seco en la siembra de alfalfa,
deberiamos aplicar los tratamientos con Sinorhizobium, Sinorhizobium+ BIOZYME

o0 Sinorhizobium+Azospirillum.
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4.2 Implantacion
4.2.1 Area foliar

Tabla 22. Analisis de la variancia (ANOVA) de parcelas subdivididas para el area
foliar, con Sinorhizobium y Azospirillum en la produccion sostenible de

variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

F.V. SC al CM F p-valor (Error)

Modelo. 30087.4 59 509.96 4853 <0.0001
Bloques 696.03 3 23201 885 0.0532 (Enc*Bloq)
Encalado 44451 1 44451 16959  0.001 (Enc*Blog)
Encalado*Bloques 7863 3 26.21 2.49  0.0638
Variedad 1433.44 2 716.72  46.09 <0.0001 (Enc>Blog*Var
Encalado*Variedad 186.93 2 93.47 6.01 0.0155 (Enc>Blog*Var
Encalado>Bloques*Variedad 186.6 12 15.55 1.48 0.1428
Tratamiento 21048.7 6 3508.1 333.83 <0.0001
Encalado*Tratamiento 1230.98 6 205.16 19.52 <0.0001
Tratamiento*Variedad 68.63 12 5.72 0.54 0.8811
Encalado*Tratamiento*Variedad 71228 12 59.36 5.65 <0.0001

C1l: V1xe0 (T1vsT2) 6499 1 64.99 6.18 0.0144

C2: V1xe0 (T3vsT4) 84056 1 840.56  79.99 <0.0001

C3: V1 xe0 (T5 vs T6) 280.85 1 280.85 26.72 <0.0001

C4:V1xel (T1vsT2) 31.09 1  31.09 2.96  0.0883

C5: V1xel (T3vsT4) 98 1 98 9.33  0.0028

C6: V1 xel (T5 vs T6) 502 1 50.2 4.78 0.031

C7: V2 xe0 (T1vs T2) 6498 1 64.98 6.18 0.0144

C8: V2 xe0 (T3 vs T4) 8405 1 8405 79.98 <0.0001

C9: V2 x e0 (T5 vs T6) 280.84 1 280.84 26.72 <0.0001

C10: V2 x el (T1vs T2) 4494 1 4494 4.28 0.041

C11: V2 xel (T3vs T4) 98 1 98 9.33  0.0028

C12: V2 xel (T5 vs T6) 280.85 1 280.85 26.72 <0.0001

C13: V3 xe0 (T1vs T2) 6498 1 64.98 6.18 0.0144

C14: V3 xe0 (T3 vs T4) 8405 1 8405  79.98 <0.0001

C15: V3 xe0 (T5 vs T6) 117.05 1 117.05 11.14 0.0012

C16: V3xel (T1vsT2) 14238 1 14238 1355  0.0004

C17: V3 xel (T3vs T4) 26473 1 26473 25.19 <0.0001

C18: V3 xel (T5vs T6) 30752 1 307.52 29.26 <0.0001
Error 1134.94 108  10.51 CV (%)
Total 31222.3 167 8.72

Donde: (V1 = Francesa; Vo= W-350; V3=W-450) y (e0=Sin encalar; el=Encalado) (T:=Sinorhizobium,
To=Urea, T3=Shino+Azosp. T4=Urea+Prod. Horm. Ts=Shino + Prod. Horm. Ts=Urea + Azosp,
T7 =testigo)
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Interpretacion: En el ANOVA realizado para la variable Area foliar, se observa que
P es menor que el nivel de significancia a = 0.05, en el item
Encalado*Tratamiento*Variedad (P = 0.0001). Entonces hay evidencia suficiente
para sustentar la aseveracion de que las medias de las areas foliares no son iguales.
Usaremos la prueba Post Hoc (Tukey) para saber cuales son las medias que difieren
una de otras ya que con base en la prueba ANOVA, no concluimos que alguna media
en particular sea distinta de la otra.

Interpretacion: En la figura 8 se observa la prueba de Tukey gréfica al 95% de
confianza, para el item Encalado*Tratamiento*Variedad donde el mayor promedio de
area foliar se da en el terreno con un encalado previo y con el tratamiento de
Sinorhizobium+Azospirillum, con promedios que varian entre 124, 119 y 117 cm? para
las tres variedades usadas, también resultaron con un promedio bueno en su area foliar
aquellas hojas que recibieron el tratamiento de Sinorhizobium y un encalado previo del

terreno con promedios de 120, 115 y113 cm?,

Las plantas con la menor &rea foliar son los testigos, aquellos que no recibieron ningln

tratamiento.

En conclusidn, si queremos obtener buen follaje en la planta debemos encalar el suelo
antes de sembrar 'y usar el inoculante con  Sinorhizobium o0

Sinorhizobium+Azospirillum.
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Figura 7. Prueba de Tukey al 95% de confianza para la interaccion de los factores (Variedad x Tratamiento x Encalado) debido a la
significancia (p-valor<0.05) resultante en el ANOVA.
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4.2.2 Cobertura

Tabla 23. Analisis de la variancia (ANOVA) de parcelas subdivididas, para la
cobertura con Sinorhizobium y Azospirillum en la produccion sostenible de

variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

F.V. SC o] CM F p-valor (Error)

Modelo. 10950.2 59 1856 16.75 <0.0001
Bloques 83177 3 277.26 174.63 0.0007 (Enc*Bloq)
Encalado 1073.72 1 1073.7 676.29 0.0001 (Enc*Bloq)
Encalado*Bloques 476 3 159 0.14 0.9338
Variedad 1062.47 2 531.23 2.66 0.1106 (Enc>Blog*Var
Encalado*Variedad 962.04 2 481.02 2.41 0.1319 (Enc>Blog*Var
Encalado>Bloques*Variedad 239594 12 199.66 18.02 <0.0001
Tratamiento 2572.31 6 428.72 38.69 <0.0001
Encalado*Tratamiento 31885 6 53.14 4.8 0.0002
Tratamiento*Variedad 867.52 12 72.29 6.52 <0.0001
Encalado*Trat. *Variedad 860.84 12 7174  6.47 <0.0001**

C1l:V1xe0(TlvsT2) 158 1 1.58 0.14 0.7061

C2:V1xe0 (T3 vsT4) 246 1 246  0.22 0.6382

C3: V1xe0 (T5vs T6) 019 1 0.19 0.02 0.8955

C4:V1xel (T1lvsT2) 1913 1 1913 17.26 0.0001

C5: V1xel (T3vsT4) 22748 1 227.48 20.53 <0.0001

C6: V1xel (T5vs T6) 357 1 357 3.22 0.0755

C7:V2xe0 (TLlvsT2) 267.27 1 267.27 24.12 <0.0001

C8: V2 xe0 (T3 vs T4) 512 1 512  46.2 <0.0001

C9: V2 x e0 (T5 vs T6) 4782 1 47.82 4.32 0.0401

C10: V2 xel (T1vs T2) 2277 1 227.7 20.55 <0.0001

C11: V2 xel (T3 vs T4) 04 1 04 0.04 0.8504

C12: V2 x el (T5vs T6) 1076 1 107.6 9.71 0.0023

C13: V3 xe0 (T1vs T2) 41761 1 417.61 37.68 <0.0001

C14: V3 xe0 (T3 vs T4) 34401 1 344.01 31.04 <0.0001

C15: V3 xe0 (T5 vs T6) 1201 1 1201 1.08 0.3003

C16: V3 xel (T1vsT2) 417.03 1 417.03 37.63 <0.0001

C17: V3 x el (T3 vs T4) 343.48 1 343.48 30.99 <0.0001

C18: V3 x el (T5vs T6) 1196 1 11.96 1.08 0.3013
Error 1196.86 108 11.08 CV (%)
Total 12147.1 167 13.72

(V1 = Francesa; V.= W-350; V3=W-450), (e0=Sin encalar; el=Encalado), Ti-Sinorhizobium, T,=Urea,
T3=Shino+Azosp. T,=Urea+Prod. Horm. Ts=Shino + Prod. Horm. Tg =Urea + Azosp. T7 =testigo)
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Interpretacion: En el ANOVA realizado para la variable Area foliar, se observa que
P es menor que el nivel de significancia a = 0.05, en el item
Encalado*Tratamiento*Variedad (P = 0.0001). Entonces hay evidencia suficiente
para sustentar la aseveracion de que las medias de las areas foliares no son iguales.
Usaremos la prueba Post Hoc (Tukey) para saber cuales son las medias que difieren
una de otras ya que con base en la prueba ANOVA, no concluimos que alguna media

en particular sea distinta de la otra.

Interpretacion: En la figura 9 se observa la prueba de Tukey gréafica al 95% de
confianza, para el item Encalado*Tratamiento*Variedad donde el mayor promedio de
cobertura vegetal se da en el terreno con un encalado previo y con los tratamientos de

Sinorhizobium+Azospirillum y Sinorhizobium con coberturas de 95 a 99 %.

En la variedad Francesa, con un encalado previo se obtuvo para todos los tratamientos

incluidos el testigo una cobertura que varia entre el 97 y 99%

En las parcelas que no se les hicieron un encalado previo pero que recibieron el
tratamiento con Sinorhizobium obtuvieron un promedio de cobertura vegetal que varia
de 94 a 95%.

En conclusion, si queremos obtener una buena cobertura en la siembra de alfalfa la

opcion mas viable seria sembrar la variedad Francesa sin encalado ni tratamientos.
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Figura 8. Prueba de Tukey al 95% de confianza para la interaccion de los factores (Encalado x Variedad x Tratamiento) debido a la

significancia (p-valor<0.05) resultante en el ANOVA
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4.2.3 Resistencia a heladas

Tabla 24. Determinacion de la resistencia a heladas en la produccién sostenible de

variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

Estado Botdn Temperatura:
fenoldgico  floral 10°C
Tallos Hojas
Variedad  Encal. Trat. Dafio
(%) Clasf. Dario (%0) Clasf.
Francesa E Shin 2 Muy Resistente 5 Muy Resistente
Francesa E Urea 5 Muy Resistente 8 Resistente
Francesa E Shin + Azos 2 Muy Resistente 5 Muy Resistente
Francesa E Urea + Prod H 8 Resistente 11 Resistente
Francesa E Shin + Prod H 6 Resistente 13 Resistente
Francesa E Urea + Az0s 7 Resistente 10 Resistente
Francesa E Testigo 5 Muy Resistente 15 Resistente
Francesa SE Shin 5 Muy Resistente 8 Resistente
Francesa SE Urea 8 Resistente 11 Resistente
Francesa SE Shin + Azos 4 Muy Resistente 8 Resistente
Francesa SE Urea + Prod H 5 Muy Resistente 14 Resistente
Francesa SE Shin + Prod H 8 Resistente 15 Resistente
Francesa SE Urea + Azos 8 Resistente 16 Poco resistente
Francesa SE Testigo 5 Muy Resistente 18 Poco resistente
W-350 E Shin 7 Resistente 10 Resistente
W-350 E Urea 10 Resistente 10 Resistente
W-350 E Shin + Azos 4 Muy Resistente 7 Resistente
W-350 E Urea + Prod H 2 Muy Resistente 13 Resistente
W-350 E Shin + Prod H 5 Muy Resistente 17 Poco resistente
W-350 E Urea + Az0s 7 Resistente 15 Resistente
W-350 E Testigo 5 Muy Resistente 17 Poco resistente
W-350 SE Shin 7 Resistente 10 Resistente
W-350 SE Urea 10 Resistente 13 Resistente
W-350 SE Shin + Azos 7 Resistente 10 Resistente
W-350 SE Urea + Prod H 8 Resistente 16 Poco resistente
W-350 SE Shin + Prod H 8 Resistente 18 Poco resistente
W-350 SE Urea + Az0s 9 Resistente 18 Poco resistente
W-350 SE Testigo 8 Resistente 20 Poco resistente
W-450 E Shin 5 Muy Resistente 20 Poco resistente
W-450 E Urea 7 Resistente 10 Poco resistente
W-450 E Shin + Azos 2 Muy Resistente 5 Muy Resistente
W-450 E Urea + Prod H 9 Resistente 12 Resistente
W-450 E Shin + Prod H 5 Muy Resistente 15 Resistente
W-450 E Urea + Az0s 7 Resistente 14 Resistente
W-450 E Testigo 7 Resistente 16 Poco resistente
W-450 SE Shin 8 Resistente 11 Resistente
W-450 SE Urea 5 Muy Resistente 12 Resistente
W-450 SE Shin + Azos 7 Resistente 10 Resistente
W-450 SE Urea + Prod H 8 Resistente 15 Resistente
W-450 SE Shin + Prod H 5 Muy Resistente 25 Poco resistente
W-450 SE Urea + Az0s 9 Resistente 20 Poco resistente
W-450 SE Testigo 5 Muy Resistente 25 Poco resistente
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Figura 9. Resistencia a heladas de hojas y tallos de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).
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En la tabla 22 se tiene la evaluacion de resistencia a heladas tanto de las hojas como
de los tallos, la evaluacidn se realizé cuando la planta estaba en estado fisiologico de

botdn floral y una temperatura del ambiente de 10° C.

De las 10 plantas seleccionadas al azar se evalu6 el dafio causado a las hojas y tallos,
si tenia 10 hojas y una estaba dafiada pues habia un dafio del 10%. La escala disefiada
por la metodologia de Likert indica que si las heladas dafiaron de 0-5% pues las plantas

son muy resistentes; si hubo un dafio del 6-15% pues las plantas son resistentes, etc.

En la figura 10 se observa que los tratamientos que resistieron mejor a la helada y

recibieron menor dafio de sus tallos fueron:

= Variedad Francesa con encalado previo y con aplicacion de Sinorhizobium, Urea y
Sinorhizobium+ Azospirillum en la

= Variedad W-350 con encalado previo y Sinorhizobium+ Azospirillum, Urea+
BIOZYME y Sinorhizobium +BIOZYME.

= Variedad W-450 con encalado previo y Sinorhizobium+ Azospirillum.

Los tratamientos que resistieron mejor a la helada y recibieron menor dafio de sus hojas

fueron:

= Variedad Francesa con encalado previo y con aplicacion de Sinorhizobium, Ureay
Sinorhizobium+ Azospirillum en la

= Variedad W-350 con encalado previo y Sinorhizobium+ Azospirillum, Urea y
Sinorhizobium.

= Variedad W-450 con encalado previo y Sinorhizobium+ Azospirillum.

Estudios demuestran que con el uso de bacterias fijadoras de nitrégeno aumenta la
resistencia a las heladas.
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4.3 Calidad
4.3.1 Relacion Hoja/Tallo

Tabla 26. Andlisis de la variancia (ANOVA) de parcelas subdivididas, para la relacion
hoja/tallo con Sinorhizobium y Azospirillum en la produccion sostenible

de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

F.V. SC gl CM F  p-valor (Error)

Modelo. 5.50E-01 59 1.00E-02 155.3 <0.0001
Bloques 3.00E-02 3 1.00E-02 166.7 0.0008 (Enc*Bloq)
Encalado 4.00E-02 1 4.00E-02 604.9 0.0001 (Enc*Bloq)
Encalado*Bloques 1.80E-04 3 590E-05 0.99 0.4022
Variedad 2.00E-02 2 1.00E-02 202.2 <0.0001 (Enc>Blog*Var
Encalado*Variedad 1.30E-06 2 6.70E-07 0.01 0.9882 (Enc>Blog*Var
Encalado>Bloques*Variedad 6.80E-04 12 5.70E-05 0.94 0.5064
Tratamiento 450E-01 6 7.00E-02 1248 <0.0001
Encalado*Tratamiento 1.00E-02 6 1.10E-03 18.32 <0.0001
Variedad*Tratamiento 4.70E-03 12 3.90E-04 6.58 <0.0001
Encalado*Tratamiento*Variedad 2.60E-05 12 2.20E-06 0.04 0.9999

C1l:V1xe0(T1lvsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 101 <0.0001

C2: V1xe0 (T3vsT4) 4.,00E-02 1 4.00E-02 726.2 <0.0001

C3: V1 xe0 (T5vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 130.4 <0.0001

C4:V1xel(T1lvsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 120.2 <0.0001

C5: V1xel (T3vsT4) 4.00E-02 1 4.00E-02 751 <0.0001

C6: V1 xel (T5vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 120.2 <0.0001

C7:V2xe0(TlvsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 101 <0.0001

C8: V2 xe0 (T3vs T4) 4,00E-02 1 4.00E-02 701.8 <0.0001

C9: V2 x €0 (T5 vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 130.4 <0.0001

C10: V2xel (T1lvsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 130.4 <0.0001

C11: V2 xel (T3vs T4) 4.00E-02 1 4.00E-02 751 <0.0001

C12: V2 x el (T5 vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 120.2 <0.0001

C13: V3 xe0 (T1lvs T2) 1.00E-02 1 1.00E-02 101 <0.0001

C14: V3 xe0 (T3 vs T4) 4.00E-02 1 4.00E-02 726.2 <0.0001

C15: V3 x €0 (T5 vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 130.4 <0.0001

C16: V3xel (T1lvsT2) 1.00E-02 1 1.00E-02 130.4 <0.0001

C17: V3 xel (T3 vs T4) 4.00E-02 1 4.00E-02 726.2 <0.0001

C18: V3 xel (T5vs T6) 1.00E-02 1 1.00E-02 120.2 <0.0001
Error 1.00E-02 108 6.00E-05 CV (%)
Total 5.60E-01 167 5.28

(V1 = Francesa; Vo= W-350; V3=W-450), (e0=Sin encalar; el=Encalado), T1=Sinorhizobium, T,=Urea,
T3=Shino+Azosp. Ts=Urea+Prod. Horm. Ts=Shino + Prod. Horm. Tg=Urea + Azosp, T7 =testigo)
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Interpretacion: En el ANOVA realizado para la variable relacion Hoja/Tallo, se
observa que P es menor que el nivel de significancia a = 0.05, en los items
Encalado*Tratamiento (P = 0.0001) y Variedad*Tratamiento (P = 0.0001)
Entonces hay evidencia suficiente para sustentar la aseveracion de que las medias de
las areas foliares no son iguales. Usaremos la prueba Post Hoc (Tukey) para saber

cuéles son las medias que difieren una de otras.

Figura 10. Prueba de Tukey al 95% de confianza para la interaccion de los factores
Encalado x Tratamiento debido a la significancia (p-valor<0.05) resultante
en el ANOVA
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Interpretacion: En la figura se observa la prueba de Tukey al 95% de confianza,
donde los mayores indices de relacion hoja/tallo se presentan en aquellas plantas que
recibieron el tratamiento con Sinorhizobium+Azospirillum ya sea encalado o sin
encalar. Las plantas que recibieron el tratamiento con urea desarrollaron un poco mas
los tallos y una menor cantidad de hojas como se puede observar en el gréfico.

En conclusion, si queremos elevar la relacion hoja/tallo es necesario agregar

Sinorhizobium+Azospirillum al momento de la siembra.
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Figura 11. Prueba de Tukey al 95% de confianza para la interaccion de los factores (Variedad x Tratamiento) debido a la significancia (p-

valor<0.05) resultante en el ANOVA.
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Interpretacion: En la figura se observa la prueba de Tukey al 95% de confianza,

donde los mayores indices de relacion hoja/tallo son:

»  Variedad Francesa con Sinorhizobium+Azospirillum, con una relacion de 0.92
»  Variedad W-350 con Sinorhizobium+Azospirillum, con una relacion de 0.93
»  Variedad W-450 con Sinorhizobium+Azospirillum, con una relacion de 0.91

Aquellos que tienen una menor relacion hoja/tallo fueron las plantas que recibieron los

siguientes tratamientos:

= Variedad Francesa con urea, con una relacion de 0.76
=  Variedad W-350 con urea, con una relacion de 0.77

=  Variedad W-450 con urea, con una relacion de 0.75

En conclusion, para elevar los indices de relacion Hoja/Tallo en el cultivo de alfalfa,
es necesario aplicar al momento de la siembra las bacterias de Sinorhizobium y

Azospirillum.

Estos resultados fueron similares a lo obtenido por Belén etal., (2009), donde la

Relacién Hoja/Tallo fue de 0.95, en condiciones similares de siembra.
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4.3.2 Intensidad de color de hojas

Tabla 27. Determinacion de la intensidad de color de hojas en la produccion sostenible

de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

Estado fenoldgico: Botdn floral

variedad Encalado Tratamiento - Hojas .
Intensidad  Escala Conclusion
Francesa e Shin 47.66 Verde oscuro Planta sana
Francesa e Urea 50.13 Verde oscuro Planta sana
Francesa e Shin + Azos 49.11 Verde oscuro Planta sana
Francesa e Urea + Prod H 78.16 Verde normal Planta sana
Francesa e Shin + Prod H 62.15 Verde normal Planta sana
Francesa e Urea + Azos 84.16 Verde normal Planta sana
Francesa e Testigo 95.15 Verde normal Planta sana
Francesa se Shin 59.91 Verde normal Planta sana
Francesa se Urea 64.26 Verde normal Planta sana
Francesa se Shin + Azos 69.11 Verde normal Planta sana
Francesa se Urea + Prod H 88.34 Verde normal Planta sana
Francesa se Shin + Prod H 72.15 Verde normal Planta sana
Francesa se Urea + Azos 124.16 Verde normal Planta sana
Francesa se Testigo 138.15 Verdeclaro  Planta deficiente
W-350 e Shin 50.12 Verde oscuro Planta sana
W-350 e Urea 52.59 Verde oscuro Planta sana
W-350 e Shin + Azos 51.57 Verde oscuro Planta sana
W-350 e Urea + Prod H 80.62 Verde normal Planta sana
W-350 e Shin + Prod H 64.61 Verde normal Planta sana
W-350 e Urea + Azos 86.62 Verde normal Planta sana
W-350 e Testigo 97.61 Verde normal Planta sana
W-350 se Shin 62.37 Verde normal Planta sana
W-350 se Urea 66.72 Verde normal Planta sana
W-350 se Shin + Azos 71.57 Verde normal Planta sana
W-350 se Urea + Prod H 90.8 Verde normal Planta sana
W-350 se Shin + Prod H 74.61 Verde normal Planta sana
W-350 se Urea + Azos 95.25 Verde normal Planta sana
W-350 se Testigo 110.25 Verde normal Planta sana
W-450 e Shin 53.71 Verde normal Planta sana
W-450 e Urea 56.18 Verde normal Planta sana
W-450 e Shin + Azos 41.18 Verde oscuro Planta sana
W-450 e Urea + Prod H 84.21 Verde normal Planta sana
W-450 e Shin + Prod H 68.2 Verde normal Planta sana
W-450 e Urea + Azos 120.23 Verde normal Planta sana
W-450 e Testigo 112.36 Verde normal Planta sana
W-450 se Shin 78.26 Verde normal Planta sana
W-450 se Urea 70.31 Verde normal Planta sana
W-450 se Shin + Azos 75.16 Verde normal Planta sana
W-450 se Urea + Prod H 94.39 Verde normal Planta sana
W-450 se Shin + Prod H 78.2 Verde normal Planta sana
W-450 se Urea + Azos 98.84 Verde normal Planta sana
W-450 se Testigo 167.23 Verdeclaro  Planta deficiente
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Figura 12. Intensidad de color de hojas en variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).
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Tabla 28. Escala disefiada con la metodologia de Likert para la puntuacion de intensidad de color de hojas

Escala Intensidad Conclusion
Verde oscuro (35;55] Planta sana
verde normal [55;130] Planta sana
Verde claro [130;190] Planta deficiente
Verde Amarillento [190;210) Planta deficiente
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Interpretacion: En la figura 13 se observa la clasificacion de acuerdo a la intensidad
de color que presentan las hojas. Los tratamientos que resultaron con un color 6ptimo

(verde oscuro) y favorable (plantas sanas) fueron:

= Variedad Francesa con Encalado y Sinorhizobium. con 47.66 de valor en la escala
de grises

» Variedad Francesa con Encalado y Urea con 50.13 de valor en la escala de grises

» Variedad Francesa con Encalado y Sinorhizobium + Azospirillum 49.11 de valor
en la escala de grises.

= Variedad W-350 con Encalado y Sinorhizobium. con 50.12 de valor en la escala
de grises

» Variedad W-350 con Encalado y Urea con 52.59 de valor en la escala de grises

=  Variedad W-350con Encalado y Sinorhizobium + Azospirillum 51.57 de valor en
la escala de grises.

= Variedad W-450 con Encalado y Sinorhizobium. con 53.71 de valor en la escala
de grises

=  Variedad W-450 con Encalado y Urea con 56.18 de valor en la escala de grises

»  Variedad W-450 con Encalado y Sinorhizobium + Azospirillum 41.18 de valor en

la escala de grises.

Los tratamientos que resultaron con un color bajo (amarillento) y desfavorable

(deficiente) fueron:

» Variedad Francesa sin Encalado y sin ningln tratamiento (testigo) con 138.15 de
valor en la escala de grises

»=  Variedad W-450 sin Encalado y sin ningln tratamiento (testigo) con 167.23 de

valor en la escala de grises
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4.3.3 Contenido de proteina

Tabla 29. Determinacion del contenido de proteinas en la produccion sostenible de

variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

Contenido Proteico

Variedad Encalado Tratamiento 9% Nitrégeno %o Proteina

(C.P)
Francesa  Encalado  Shin 2.90 18.15 C.P. bueno
Francesa  Encalado Urea 2.64 16.52 C.P. medio
Francesa  Encalado  Shin + Azos 2.76 17.23 C.P. bueno
Francesa  Encalado Urea + Prod H 2.61 16.29 C.P. medio
Francesa  Encalado  Shin + Prod H 2.72 16.98 C.P. medio
Francesa  Encalado  Urea + Azos 2.55 15.94 C.P. medio
Francesa  Encalado  Testigo 244 15.26 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Shin 2.60 16.27 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Urea 2.45 15.32 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Shin + Azos 2.55 15.95 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Urea + Prod H 2.46 15.35 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Shin + Prod H 2.56 16.02 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Urea + Azos 2.44 15.26 C.P. medio
Francesa  Sin encalar Testigo 2.38 14.89 C.P. medio
W-350 Encalado  Shin 3.06 19.12 C.P. Excelente
W-350 Encalado  Urea 2.64 16.52 C.P. medio
W-350 Encalado  Shin + Azos 2.90 18.14 C.P. bueno
W-350 Encalado  Urea + Prod H 2.49 15.57 C.P. medio
W-350 Encalado  Shin + Prod H 2.60 16.26 C.P. medio
W-350 Encalado  Urea + Azos 2.63 16.45 C.P. medio
W-350 Encalado  Testigo 2.49 15.56 C.P. medio
W-350 Sin encalar Shin 2.56 16.02 C.P. medio
W-350 Sin encalar Urea 2.34 14.60 C.P. medio
W-350 Sin encalar Shin + Azos 2.44 15.23 C.P. medio
W-350 Sin encalar Urea + Prod H 2.34 14.63 C.P. medio
W-350 Sin encalar Shin + Prod H 2.45 15.30 C.P. medio
W-350 Sin encalar Urea + Azos 2.33 14.54 C.P. medio
W-350 Sin encalar Testigo 2.27 14.17 C.P. medio
W-450 Encalado  Shin 2.96 18.52 C.P. bueno
W-450 Encalado  Urea 2.66 16.65 C.P. medio
W-450 Encalado  Shin + Azos 2.79 17.45 C.P. bueno
W-450 Encalado  Urea + Prod H 2.56 16.02 C.P. medio
W-450 Encalado  Shin + Prod H 2.62 16.38 C.P. medio
W-450 Encalado  Urea + Azos 2.65 16.58 C.P. medio
W-450 Encalado  Testigo 2.44 15.26 C.P. medio
W-450 Sin encalar Shin 2.58 16.13 C.P. medio
W-450 Sin encalar Urea 2.36 14,72 C.P. medio
W-450 Sin encalar Shin + Azos 2.44 15.23 C.P. medio
W-450 Sin encalar Urea + Prod H 2.36 14.75 C.P. medio
W-450 Sin encalar Shin + Prod H 2.47 15.42 C.P. medio
W-450 Sin encalar Urea + Azos 2.35 14.66 C.P. medio
W-450 Sin encalar Testigo 2.29 14.29 C.P. medio
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Figura 13. Contenido proteico en variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).
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Tabla 30. Tabla disefiada con la metodologia de Likert, siguiendo la puntuacion de contenido proteico hecha por Ramos (1995).

Calidad Intervalo  Contenido Proteico (C.P)
Extra (19 C.P. Excelente

Primera [19;17] C.P.bueno

Segunda (17;14] C.P. medio

Tercera (14;11] C.P.bajo

Cuarta (11;08] C.P. deficiente

Quinta 08) C.P. malo
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Interpretacion: En la figura 14 se observa la clasificacion de acuerdo con el contenido

proteico que presentan las hojas.
El tratamiento con un contenido proteico excelente fue:

= Variedad W-350 con encalado + Sinorhizobium, con un contenido proteico de
19.12%

Los tratamientos con contenidos proteicos buenos fueron los siguientes:

» Variedad Francesa con encalado y Sinorhizobium+Azospirillum, con un contenido
proteico de 17.23%

= Variedad W-450con encalado y Sinorhizobium+Azospirillum, con un contenido
proteico de 18.14%

= Variedad W-350 con encalado y Sinorhizobium+Azospirillum, con un contenido
proteico de 18.52%

La mayor cantidad de tratamientos se encuentran con un nivel medio de contenido

proteico.
El menor porcentaje de proteina lo observamos en el tratamiento:
= Variedad W-350 sin encalar y sin ningun aporte (testigo).

El contenido de proteina maximo alcanzado en el presente trabajo fue de 19.52% |,
estos datos se asemejan a lo obtenido por Mendoza et al. (2007) quien en su analisis

proteico alcanzo un contenido de proteinas de 23% , en condiciones similares.
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4.4 Rendimiento
4.4.1 Rendimiento de materia seca (MS) de 4 cortes en (kg ha! afio™)

Tabla 31. Anélisis de la variancia (ANOVA) de parcelas subdivididas, para la variable
rendimiento con Sinorhizobium y Azospirillum en la produccién sostenible

de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L).

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)

Modelo. 1.62E+08 59 2742784.36  45.15 <0.0001
Bloques 1591043 3 530347.77 4209  0.006 (Enc*Bloq)
Encalado 56899347 1 56899346.6 4515.24 <0.0001 (Enc*Bloq)
Encalado*Bloques 37804.83 3  12601.61 0.21 0.8911
Variedad 2129069 2 1064534.61  20.02 0.0002 (Enc>Blog*Var
Encalado*Variedad 1341441 2 670720.37 12.61 0.0011 (Enc>Blog*Var
Enc>Bloques*Variedad 638176.8 12 53181.4 0.88 0.5739
Tratamiento 83407596 6 13901266.1 228.82 <0.0001
Encalado*Tratamiento 8387823 6 1397970.44  23.01 <0.0001
Tratamiento*Variedad 4415482 12 367956.85 6.06 <0.0001
Enc*Trat*Variedad 2976495 12 248041.23 4.08 <0.0001

C1:V1xe0(TlvsT2) 6616067 1 6616066.88  108.9 <0.0001

C2: V1xe0(T3vsT4) 2987645 1 2987645 4.92 0.0287

C3: V1xe0 (T5 vs T6) 564346.9 1 564346.88 9.29 0.0029

C4:V1ixel (TlvsT2) 4392944 1 4392944.41  72.31 <0.0001

C5: V1xel (T3vs T4) 2149701 1 2149701.13  35.38 <0.0001

C6: V1xel (TS vs T6) 50434.88 1  50434.88 0.83 0.3643

C7:V2xe0 (T1vs T2) 9411725 1 9411724.98 154.92 <0.0001

C8: V2 xe0 (T3 vs T4) 31752 1 31752 0.52 0.4713

C9: V2 xe0 (T5 vs T6) 194313.8 1 194313.78 3.2 0.0765

C10: V2xel (T1vs T2) 5710848 1 5710848.08 94 <0.0001

Cl11: V2 xel (T3 vs T4) 21632 1 21632 0.36 0.5519

C12: V2 x el (T5 vs T6) 914087.2 1 914087.21  15.05 0.0002

C13: V3 xe0 (T1vs T2) 9243280 1 9243280.08 152.15 <0.0001

C14: V3 xe0 (T3 vs T4) 2502 1 2592 0.04 0.8367

C15: V3 xe0 (T5 vs T6) 651397 1 651396.98 10.72 0.0014

C16: V3xel (T1vsT2) 5443680 1 5443680.08 89.6 <0.0001

C17: V3 xel (T3 vs T4) 35012 1 35912 0.59 0.4437

C18: V3 xel (T5vs T6) 616494.1 1 616494.08 10.15 0.0019
Error 6561304 108  60752.81 CV (%)
Total 1.68E+08 167 12.64

(V1 = Francesa; Vo= W-350; V3=W-450), (e0=Sin encalar; el=Encalado), T1=Sinorhizobium, T,=Urea,
T3=Shino+Azosp. Ts=Urea+Prod. Horm. Ts=Shino + Prod. Horm. Tg=Urea + Azosp, T7 =testigo)

80



Interpretacion: En el ANOVA realizado para la variable Rendimiento, se observa
que P es menor que el nivel de significancia a = 0.05, en el item
Encalado*Tratamiento*Variedad (P = 0.0001). Entonces hay evidencia suficiente
para sustentar la aseveracion de que las medias de los rendimientos no son iguales.
Usaremos la prueba Post Hoc (Tukey) para saber cuales son las medias que difieren

una de otras.

Interpretacion: En la figura 15 se observa la prueba de Tukey al 95% de confianza,
para el item Encalado*Tratamiento*Variedad donde los mayores rendimientos que se

obtuvieron estan ordenados de la siguiente forma:
Suelo con encalado previo (uso de dolomita):

» Variedad Francesa con Sinorhizobium+Azospirillum con un rendimiento de
11,629.00 kg ha* de materia seca en 4 cortes realizados.

= Variedad W-350 con Sinorhizobium y Sinorhizobium+Azospirillum con
rendimientos de 10,860. y 10,700.00 kg ha® de materia seca en 4 cortes
realizados.

= Variedad W-450 con Sinorhizobium y Urea+BIOZYME con rendimientos de
10,651 y 10,320 kg ha* de materia seca en 4 cortes realizados.

Suelo sin un encalado previo (uso de dolomita):

= Variedad Francesa con Sinorhizobium+Azospirillum y Sinorhizobium con
rendimientos de 9400 y 9331 kg ha* de materia seca respectivamente.

= Variedad W-350 con Sinorhizobium, con un rendimiento de 9229 kg ha® de
materia seca en 4 cortes realizados.

= Variedad W-450 con Sinorhizobium, con rendimientos de 9340, 9310 y 9291 kg

ha! de materia seca respectivamente.

En conclusion, si queremos elevar el rendimiento de la alfalfa en el campo de cultivo
debemos encalar el terreno con dolomita y luego sembrar la variedad Francesa con

Sinorhizobium+Azospirillum.
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En el trabajo de tesis realizado el mayor rendimiento que se obtuvo fue de 11.6 t ha?,
estos resultados son inferiores a lo obtenido por:

Somohano (2003) quien en su trabajo de investigacion utilizando riego por aspersion
reportd rendimientos de 15 t ha™* en cuatro cortes de alfalfa.

Godoy & Reyes (2004) con riego por aspersion alcanzaron rendimientos de 14 t ha?,
en cuatro cortes de alfalfa.

Cavero, Medina, & Martinez (2019), Obtuvieron rendimientos de 16.3 t ha™* en cuatro
cortes realizados.

Callizaya (2018) En su tesis de maestria uso tecnologia de riego por aspersion, y
obtuvo un rendimiento de 9.2 t ha, en cuatro cortes de alfalfa.

Tazola (2007) En su tesis uso tecnologia de riego por aspersion, y obtuvo un
rendimiento de 10.5 t hal, en cuatro cortes de alfalfa.
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Figura 14. Prueba de Tukey al 95% de confianza para la interaccion de los factores (Encalado x Variedad x Tratamiento) debido a la
significancia (p-valor<0.05) resultante en el ANOVA
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4.5 Resumen de Inoculacién, Implantacion y Calidad.
4.5.1 Resumen de resultados para la variable inoculacion.

Tabla 32. Tratamientos efectivos en los items; Peso Seco de Nédulos, Ubicacién de

los Nédulos y peso seco de las raices para verificar la eficiencia de la

Inoculacién.

. . P.S Ubic. P.S. INOCU
Variedad Enc Tratamiento N6d de N6d Raices LACION
i . Shin + + Optima
- - Shin + Azos + + Optima
- - Shin + PH + Buena
Francesa E Shin + + + Excelente
Francesa E Shin+Azos + + + Excelente
W-450 E Shin + + + Excelente
W-450 E Shin+Azos + + + Excelente

(+ = Buena; ++=Optima; +++=Excelente)

Interpretacion:

Si se quiere obtener una Inoculacién Buena (+); se deberia usar los siguientes
tratamientos:

= Cualquier variedad + Sinorhizobium + PH.

Si se quiere obtener una Inoculacién Optima (++); se deberia usar los siguientes

tratamientos:

= Cualquier variedad + Sinorhizobium

= Cualquier variedad + Sinorhizobium + Azospirillum.

Si se quiere obtener una Inoculacion Excelente (+++); se deberia usar los siguientes

tratamientos:

= Variedad Francesa + Encalado + Sinorhizobium
= Variedad Francesa + Encalado + Sinorhizobium + Azospirillum.
= Variedad W-450 + Encalado + Sinorhizobium

= Variedad W-450 + Encalado + Sinorhizobium + Azospirillum.
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4.5.2 Resumen de resultados para la variable implantacion.

Tabla 33. Tratamientos efectivos en los items; Cobertura, Area Foliar y Resistencia a

Heladas, para verificar la eficiencia de la Implantacion.

Area Res. IMPLAN

Variedad Enc. Tratamiento Cobertura foliar  heladas TACION

Francesa E Shin + Azos + + + Excelente
Francesa E Shin + + + Excelente
Francesa E  Shin+PH + - Optima
Francesa E Urea + Buena
Francesa E Urea + PH + Buena
Francesa SE  Shin + Buena
Francesa SE  Shin + Azos + Buena
W-350 E  Shin+ Azos + + Optima
W-350 E  Shin + + Optima
W-350 E  Shin+PH + + Optima
W-350 SE  Shin + + Optima
W-450 E  Shin+ Azos + + Optima
W-450 E Shin + Buena
W-450 E Shin+PH + Buena

(+ = Buena; ++=Optima; +++=Excelente)
Interpretacion:

Si se quiere obtener una Implantacion Buena (+); se deberia usar los siguientes

tratamientos:

= Variedad Francesa + Urea + suelo encalado.
» Variedad Francesa + (Sinorhizobium ¢ Sinorhizobium + Azospirillum).
= Variedad W-450 + (Sinorhizobium 6 Sinorhizobium + PH).

Si se quiere obtener una Implantacion Optima (++); se deberia usar los siguientes

tratamientos:

» Variedad Francesa + Encalado + Sinorhizobium + PH.
» Variedad W-350 + Encalado + (Sinorhizobium ¢ Sinorhizobium +

Azospirillum 6 Sinorhizobium + PH).
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Si se quiere obtener una Implantacion Excelente (+++); se deberia usar los siguientes

tratamientos:

= Variedad Francesa + Encalado + Sinorhizobium

» Variedad Francesa + Encalado + Sinorhizobium + Azospirillum

4.5.3 Resumen de resultados para la variable calidad.

. Rel. Int. Color de Anal. De

Tratamiento hoja/tallo hojas Nitrégeno CALIDAD
Shin + + + Excelente
Shin+PH + + Optima
Shin + Azos + + + Excelente
Urea + Buena
Urea + PH + Buena
Urea + Azos + Buena

(+ = Buena; ++=Optima; +++=Excelente)

Si se quiere obtener una Calidad Buena (+); se deberia usar los siguientes tratamientos:

= Urea
= Urea + BIOZYME
= Urea + Azospirillum

Si se quiere obtener una Calidad Optima (++); se deberia usar los siguientes
tratamientos:

= Sinorhizobium + BIOZYME

Si se quiere obtener una Calidad Excelente (+++); se deberia usar los siguientes
tratamientos:

= Sinorhizobium
= Sinorhizobium+ Azospirillum
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4.5.4 Regresion multiple para prediccion de rendimiento.

Tabla 34. Busqueda de la mejor ecuacion de regresion multiple

Items P.S Nod P.S. Raices Cobertura Areafoliar  Rel. hoja/tallo Int. Color de hojas Analis. De Nitrégeno Area foliar/ Int. Color de hojas
X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X5/X7
R2 (%) 37.10 37.67 47.20 61.30 39.60 55.90 78.20 68.27
R2 Ajustado (%) 36.60 37.12 46.70 60.90 39.10 55.50 78.00 67.46
Significancia General 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001

Figura 15. Regresion multiple con mejor prediccion
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La tabla 34 muestra los valores de R? y la significancia minima

(P<0.05) de las regresiones donde:
Y = Rendimientoy X1,X,,X3...Variables independientes.

Se puede notar que las variables con un mayor valor de R? son
Xs, X,y Xg. Tomaremos las variables X5 y X, debido a que los
datos de estas variables son mas faciles de obtener, dejaremos la
variable X5 ya que sus datos son costosos de obtener. Con las dos
variables Xz y X, graficamos la figura 15 donde se ve la variacion
del rendimiento frente a las variables Area foliar y Intensidad de

color de hojas.



4.6 Analisis econémico

Tabla 35. Rentabilidad anual por la venta de la alfalfa

. - Precio . Costode Ganancia
Descripcion del Rendimiento d t ingresos duccion anual
tratamiento (kg) € venta (S1) pro

(/) (/) bruta (S/.)

VF E Shin 10694.5 3 32083.5 24085.81 7997.69
VF E Urea 9809.7 3 29429.1 24285.81 5143.29
VF E Shin + Azos 11628.5 3 34885.5 24085.81 10799.69
VF E Urea+ProdH 9700.23 3 29100.69 24585.81 4514.88
VF E Shin+ Prod H 10308 3 30924 24385.81 6538.19
VF E Urea+ Azos 10023.9 3 30071.7 24305.81 5765.89
VF E Testigo 8989 3 26967 24045.81 2921.19
VF SE Shin 9330.5 3 279915 17585.81  10405.69
VF SE Urea 8397.2 3 25191.6 17785.81 7405.79
VF SE Shin + Azos 9400.2 3 28200.6 17585.81 10614.79
VF SE Urea + Prod H 8293.75 3 24881.25 18085.81 6795.44
VF SE Shin + Prod H 8116.7 3 24350.1 17885.81 6464.29
VF SE Urea + Azos 7957.9 3 23873.7 17805.81 6067.89
VF SE Testigo 7412.3 3 22236.9 17545.81 4691.09
W-350 E Shin 10860.2 3 32580.6 24085.81 8494.79
W-350 E Urea 9404.2 3 28212.6 24285.81 3926.79
W-350 E Shin + Azos 10700.3 3 32100.9 24085.81 8015.09
W-350 E Urea+ Prod H 10255.75 3 30767.25 24585.81 6181.44
W-350 E Shin+ Prod H 9290.45 3 27871.35 24385.81 3485.54
W-350 E Urea+ Azos 9602.15 3 28806.45 24305.81 4500.64
W-350 E Testigo 8543.25 3 25629.75 24045.81 1583.94
W-350 SE Shin 9228.7 3 27686.1 17585.81 10100.29
W-350 SE Urea 7937.95 3 23813.85 17785.81 6028.04
W-350 SE Shin + Azos 8671.75 3 26015.25 17585.81 8429.44
W-350 SE Urea+ Prod H 8188.2 3 24564.6 18085.81 6478.79
W-350 SE Shin + Prod H 8567.75 3 25703.25 17885.81 7817.44
W-350 SE Urea + Azos 7902.2 3 23706.6 17805.81 5900.79
W-350 SE Testigo 7403.25 3 22209.75 17545.81 4663.94
W-450 E Shin 10650.9 3 31952.7 24085.81 7866.89
W-450 E Urea 9327.45 3 27982.35 24285.81 3696.54
W-450 E Shin + Azos 10205.25 3 30615.75 24085.81 6529.94
W-450 E Urea+ Prod H 10320.3 3 30960.9 24585.81 6375.09
W-450 E Shin+ Prod H 9036.7 3 271101 24385.81 2724.29
W-450 E Urea+ Azos 9607.4 3 28822.2 24305.81 4516.39
W-450 E Testigo 8509 3 25527 24045.81 1481.19
W-450 SE Shin 9290.5 3 278715 17585.81 10285.69
W-450 SE Urea 8477.2 3 25431.6 17785.81 7645.79
W-450 SE Shin + Azos 9310.2 3 27930.6 17585.81 10344.79
W-450 SE Urea + Prod H 8487.5 3 25462.5 18085.81 7376.69
W-450 SE Shin + Prod H 9340.3 3 28020.9 17885.81 10135.09
W-450 SE Urea + Azos 8476.7 3  25430.1 17805.81 7624.29
W-450 SE Testigo 7700.2 3 23100.6 17545.81 5554.79
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INTERPRETACION

En la tabla 35 se observa las ganancias anuales que se obtienen por la venta de alfalfa,
el precio por kilo es de 3 soles, los costos de produccion varian de acuerdo a los
insumos que se apliquen en la siembra, los detalles de los costos de produccion se
describen en los anexos 3 y 4; ahora se describiran las ganancias mas importantes

obtenidas con un menor costo y un mejor margen:

La mayor ganancia anual es de S/.10,799.69 correspondiente a la variedad Francesa
con un encalado previo del terreno y agregando inoculante con Sinorhizobium +
Azospirillum; tratamiento que obtuvo un rendimiento de 11,628.5 kg de materia seca

por afio y un costo de produccion de S/.24085.81

En segundo lugar, tenemos una ganancia de S/.10,614.79 con la siembra de la variedad
Francesa sin encalar el terreno y agregando el inoculante con Sinorhizobium +
Azospirillum; con un rendimiento de materia seca anual de 9,400 kg y un costo de
produccion de S/.17,585.81.

En conclusion, pese a que existe una diferencia considerable en cuanto a rendimiento
(11,628Kkg frente a 9,400 kg) 2,228 kg de diferencia que con un costo de 3 soles seria
S/.6,684; también existe una diferencia de costos de produccion (S/.24085.81 frente a
S/.17,585.81) 6500 soles. Lo que nos lleva a obtener ganancias netas similares. Se
tiene entonces q al encalar el suelo se obtiene un rendimiento superior, pero con costos
elevados de produccion. Lo cual sera beneficioso al pasar los afos; ya g en el segundo

afio tendras mas produccion, pero ya los gastos se habran reducido.
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Conclusiones

Para la hipotesis general

Se concluye que la co-inoculacion con Sinorhizobium-Azospirillum y el encalado del
suelo incrementan la produccién de variedades de alfalfa (Medicago sativa, L.) en la
comunidad de Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814 msnm.

Para las hipotesis especificas

1.- La co-inoculacion incrementa el rendimiento de la alfalfa, como se ve en los
resultados obtenidos, donde la variedad Francesa tratada con Sinorhizobium y
Azospirillum obtiene un rendimiento de 11,629 kg haque es superior a todas las

demas.

2.- La co-inoculacion mejora la calidad de la alfalfa, como se observa en los analisis
de nitrégeno realizadas donde la variedad w-350 con Sinorhizobium tiene un contenido
protéico de 19.12% que es superior a las demas.

3.- La co-inoculacion mejora la implantacion de la alfalfa, como se observa en los
resultados donde para obtener una excelente calidad del cultivo se debe usar en la
siembra el Sinorhizobium 6 Sinorhizobium + Azospirillum independientemente de la

variedad de alfalfa utilizada.

4.- La inoculacion con Sinorhizobium reemplaza el uso de la urea (46% N), se
demuestra en el rendimiento obtenido; en la variedad Francesa tratada con
Sinorhizobium se obtiene un rendimiento de 10,695 kg ha™, y en la misma variedad

usando urea se obtiene un rendimiento de 9810 kg ha™.

5.- La inoculacién con Azospirillum reduce el uso de BIOZYME como se observa en
los rendimientos obtenidos, donde el Azospirillum cumple la funcién hormonal en la

planta potenciando su crecimiento desarrollo, produccion y calidad.

6.- El uso de inoculantes disminuye los costos de produccion del cultivo de alfalfa, ya
que para suplir la deficiencia de nitrogeno en la siembra de una hectarea de alfalfa se

utiliza 500g de inoculante con un precio de 20 soles, mientras que Si usamos
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fertilizante nitrogenado (Urea) gastariamos 348 soles como se indica en los gastos de

produccién.
Recomendaciones

El presente trabajo de investigacion se realizé a 3814 msnm, por lo que el encalado
del suelo es muy importante, ya que a esa altitud el suelo es relativamente acido y

muchos nutrientes se encuentran fijados.

Se recomienda el uso de las bacterias Sinorhizobium y Azospirillum para ayudar en el
crecimiento y desarrollo de la planta ya que son amigables con el medio ambiente y

disminuyen notablemente el uso de fertilizantes nitrogenados.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

VARIABLES

INVESTIGACION

Problema General

= ;Influiran la co-inoculacién
Sinorhizobium-Azospirillum y el encalado
en la produccién sostenible de variedades
de alfalfa (Medicago sativa, L.) en
Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814
msnm?

Problemas especificos

= ¢la co-inoculacion Rhizobium-
Azospirillum influird en el rendimiento de
la materia seca de la alfalfa?

= ¢la co-inoculacion Rhizobium-
Azospirillum influird en el contenido
proteico de la alfalfa?

= ¢la co-inoculacion Rhizobium-
Azospirillum influird en la implantacién de
la alfalfa?

= ¢El encalado del suelo influird en el
rendimiento de la materia seca y contenido
proteico de la alfalfa?

= ;La inoculacion con  Sinorhizobium
influird en el menor uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados?

= ;La inoculacién con Azospirillum influird
en el menor uso auxinas, citoquininas y
giberelinas?

= ;La produccién de la alfalfa sera rentable
con el uso de la co-inoculacién y el
encalado?

Obijetivo General

= Evaluar la eficiencia de la co-inoculacién
Sinorhizobium y Azospirillum y el encalado
en la produccién sostenible de variedades de
alfalfa  (Medicago sativa, L.) en
Llachoccmayo-Chiara-Ayacucho a 3814
msnm.

Objetivos Especificos

= Evaluar la influencia de la co-inoculacion en
el rendimiento de materia seca de la alfalfa.

= Evaluar la influencia de la co-inoculacién en
la calidad de la alfalfa.

= Evaluar la influencia de la co-inoculacién en
la implantacién de la alfalfa.

= Evaluar el efecto del encalado del suelo y su
influencia en el rendimiento de las variedades
de alfalfa.

= Evaluar si la inoculacién con Sinorhizobium
influye en el menor uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados

= Evaluar si la inoculacion con Azospirillum
influye en el menor uso de productos
hormonales que contengan  auxinas,
citoquininas y giberelinas.

= Evaluar los costos de produccion y la
rentabilidad econémica.

Hipotesis general

= La co-inoculacién con Sinorhizobium-
Azospirillum y el encalado del suelo
incrementan la produccion de variedades de
alfalfa (Medicago sativa, L.) en la
comunidad de Llachoccmayo-Chiara-
Avyacucho a 3814 msnm.

Hipotesis Especificos

= La co-inoculacion  incrementa el
rendimiento de la alfalfa

= La co-inoculacién mejora la calidad de la
alfalfa

= La co-inoculacién mejora la implantacion
de la alfalfa

= El encalado del suelo incrementa el
rendimiento y calidad de la alfalfa

= La inoculacién con Sinorhizobium reduce
el uso del fertilizante quimico nitrogenado

= La inoculacién con Azospirillum reduce el
uso de BIOZYMEes que contengan
citoquininas, auxinas y giberelinas.

= El uso de inoculantes disminuye los costos
de produccion del cultivo de alfalfa.

Variable
independiente

[ Co-
inoculacion.
Variables

dependientes

= Rendimiento
= Calidad
= Implantacién

Variables
intervinientes

. Semilla

. Encalado

. Hormonas

. Fertilizacion

1.Linea de investigacion
Desarrollo sostenible

2. Tipo de investigacion

21 Por su proposito
fundamental

Aplicada

22 Por su  funcién
cientifica

Descriptiva-explicativa

3. Nivel
Explicativo

4, Poblacion

Plantas de alfalfa

(clasificado segin el autor:
José Supo)
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Anexo 2. Operacionalizacion de las variables

Variables dependientes

dimensiones

Indicador

Valores finales

Tipo de variable

Peso de la materia seca Kilogramos Cuantitativa continua
Rendimiento Toneladas por hectarea

Numero de cortes por afio Cuantitativa continua

Intensidad de color de Escala 0-250 donde O es la
hoias intensidad mas alta y 250 la mas Cuantitativa discreta

! baja

Calidad Crecimiento y desarrollo Contenido de clorofila - - PEsca(;a R Cuantitativa continua
Relacién hoja/tallo oclente de etzcl)loe oja/reso de Cuantitativa continua
Analisis de nitrégeno % de proteina Cuantitativa continua
Cobertura Porcentaje (%) Cuantitativa continua
Implantacion Resistencia y desarrollo Area foliar Expresado en cm? Cuantitativa continua

Resistencia a heladas

Segun escala de Likert

Cuantitativa discreta

Variable independiente

dimensiones

Indicador

Valores finales

Tipo de variable

Co-Inoculacién

Sinorhizobium

Peso seco de nddulos

gramos

Cuantitativa continua

Ubicacion de los nédulos

1. Corona
2. Raiz principal
3. Raices secundarias

Cualitativa nominal

Azospirillum

Altura de planta

Centimetros

Cuantitativa continua

Peso de raices

gramos

Cuantitativa continua
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Anexo 3. Costo de instalacion de una hectarea de alfalfa

COSTO DE PRODUCCION DEL CULTIVO DEL ALFALFA (INSTALACION)
Clase de semilla Certificada
Sistema de siembra Surcos
Nivel tecnoldgico alto
UNIDAD No VALOR COSTO
ACTIVIDAD DE DE UNITARIO | TOTAL
MEDIDA | UNIDAD (S (S.)
I.-COSTOS DIRECTOS
A. GASTOS DE CULTIVO
1. Mano de Obra:
1.1 Preparacion de terreno
- Limpieza de terreno Jor. 2 35 70
- Preparacion de camas Jor. 10 35 349
1.2 Siembra
- Distribucion de semilla Jor. 5 35 174
1.3 Abonamiento
- Abonamiento Jor. 3 35 105
1.4 Labores Culturales
- ler. Deshierbo Jor. 5 35 174
- 2do. Deshierbo Jor. 5 35 174
- 3er. Deshierbo Jor. 5 35 174
- Riegos Jor. 1 35 35
1.5 Control Fitosanitario
- Aplicacidn pesticidas Jor. 5 35 174
1.6 Cosecha
- ler. Corte (5 meses) Jor. 5 35 174
- 2do. Corte Jor. 5 35 174
- 3er al 5vo. Corte Jor. 15 35 523
SUB-TOTAL DE MANO DE OBRA 66 35 2302
- Instalacién sistema de riego presurizado uid 1 5000 5000
2. Maquinaria Agricola:
- Pasada dos rejas cruzadas H/IM 4 130 520
- Rastra H/M 3 130 390
- Mullido (roto-vector) H/M 2 130 260
SUB-TOTAL MAQUINARIA AGRICOLA 9 6169
3. Insumos:
3.1 Inoculante bolsa 4 10 40
3.2 Semilla Kg. 25 27 672
3.3 Fertilizantes (40-160-30)
- Urea Kag. 150 2 240
- Abono orgénico t 3 500 1500
- Cloruro de Potasio Kg. 50 2 80
3.4 BIOZYME UND 2 150 300
3.4 Pesticidas
- Agridex Lt. 1 29 29.12
3.5 Agua m3 450 0.2 81.36
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SUB-TOTAL DE INSUMOS 2942.48

Imprevistos (2%) 228.3

COSTOS DIRECTOS 11414
TOTAL DE COSTOS DIRECTOS 11642.1

Anexo 4. Costo de mantenimiento de la alfalfa (Medicago sativa, L.)

COSTO DE PRODUCCION DEL CULTIVO DEL ALFALFA (MANTENIMIENTO)

Clase de semilla Certificada
Sistema de siembra Surcos
Nivel tecnoldgico alto
UNIDAD Ne° VALOR COSTO
ACTIVIDAD DE DE UNITARIO | TOTAL
MEDIDA [ UNIDAD (Sl (Sl
1.-COSTOS DIRECTOS
A. GASTOS DE CULTIVO
1. Mano de Obra:
1.1 Abonamiento
- Abonamiento Jor. 2 35 70.2
1.4 Labores Culturales
- Deshierbos (3) Jor. 30 35| 1053.0
- Riegos Jor. 15 35 526.5
1.5 Control Fitosanitario
- Aplicacion pesticidas Jor. 6 35 210.6
1.6 Cosecha
- Cortes (5) Jor. 60 35| 2106.0
SUB-TOTAL DE MANO DE OBRA 3966.3
2. Insumos:
2.1 Inoculante
- Sinorhizobium Unid. 4 10.0 40.0
2.1 Fertilizantes (20-80-30)
- Urea Kg. 80 14 108.0
- Abono organico t 3 500.0( 1500.0
- Cloruro de Potasio Kg. 40 1.6 64.8
2.2 Pesticidas
- Agridex Lt. 2 27.2 54.4
- Kenyo Lt. 1 182.0 182.0
2.3 Agua m3 750 0.181 135.7
SUB-TOTAL DE INSUMOS 2084.83
Imprevistos (5%) 302.56
COSTOS DIRECTOS 6353.69
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Anexo 5. Ubicacion del experimento
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Anexo 6. Anélisis de suelo

Ps%  MULTISERVICIOS AGROLAB
i

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES
ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

ASESORIA Y CAPACITACION EN:

- EVALUACION Y MUESTREQ DE SUELOS.

- INTERPRETACION DE RESULTADOS DEL ANAUSIS AGRICOLA.
- USO, MANEJO Y CONSERVACION DE SUELOS.

- ESTUDIOS DE IMPACTO AMBIENTAL.

- AGRICULTURA SUSTENTABLE.

1052189
Solicitante: Sr (a). John Mufioz Guzman
Departamento: Ayacucho Provincia: Huamanga Distrito: Chiara
Fecha: 10/12/2018
Numero de muestra Analisis Mecanico Clase cic [ Cationes cambiables %
Lab Campo pH [ C.E [CO™| Nt [ MmO | P K [Arena] Limo JArcilla] Textural [Ca™ T Mg™ T K" T Na* TAI'"+H"| sat.pe
(1:) [dS.m”'f % % ppm | ppm % l % | % Cmol (+).kg™" Bases
8307 Llachoccmayo-JIMG 5.10 | 0.10 | 0.00 | 0.49 |10.04]|21.86| 232 ORGANICO 19.34| 7.87 l 321 | 090 | 024 | o052 63

A = arena, A.Fr = Arena franca; Fr.A. = Franco arenoso; Fr = Franco; Fr.L = Franco limoso; L = Limoso; FrArA = Franco arcillo arenoso; FrAr = Franco arcilloso;
FrArL =Franco arcillo limoso; ArA = Arcillo arenoso; ArL = Arcillo limoso; Ar = Arcilloso.

Urb. Mariscal Caceres Mz. “G-12" - Ayacucho / & (066) 312049 - .\V'966938028 - 966631889 / RPM: *758028; *751889 / & 982781298 ¢ agrolab01@yahoo.es
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Anexo 7. Analisis de proteina

VALLE GRANDE 5 O ANOS

Laboratorio de Quimica Agricola 1965-2015

SOLICITANTE : MUROZ GUZMAN, John Wilmer ANALISIS N.2 : 2330-02‘.FﬂUT'JIFmW-Iow‘3
PREDIO : MUNOZ GUZMAN, John Wilmer LUGAR : AYACUCHO
MATRIZ : ALFALFA (Medicago sativa, L.) FECHA DE RECEP. : 05/01/2020
INFORME DE ANALISIS DE FRUTO-ESPECIAL
PARAMETRO: NITRGOGENO TOTAL
| Encalado Tratamiento | Rest e |
Shin 2901 % |
Urea 2.64 %
Shin + Azo. 2.76 %
Encalad Urea + Prod H 2.61 %
Shin + Prod H 2.72 %
Urea + Azos 2.55 %
Testigo 244 %
Francesa Shing 560 o
Urca 2.45 %
Shin + Azos 2.55 %
Sin encalar | Urca + Prod H 246 %
Shin + Prod H 2.56 %
Urea + Azos 2.44 %
Testigo 238 %
Shin 2.06 %.
Urea 2.64 %
Shin + Azos 2.90 %
Encalado Urea + Prod H 2.49 %
Shin + Prod H 2.60 %
Urea + Azos 2.63 %
W-350 e B AR
Urea 2.34 Y%
Shin + Azos 2.44 %
Sin encalar | Urea + Prod H 2.34 %
Shin + Prod H 2.45 %
Urea + Azos 2.33 %
Testigo 227 %
Sl 2.96 %o
Urea 2.66 %
Shin + Azos 2.79 %
Encalado Urea + Prod H 2.56 %
Shin + Prod H 2.62 %
Urca + Azos 2.65 %
W50 Tesligo 2.‘!4 %
Shin 2% Yo
Urca 236 Y%
Shin + Azos 2.44 %
Sin encalar | Urea + Prod H 2.36 %
Shin + Prod H 247 %
Urea + Azos 235 %
Testigo 2.29 %

Los resultados estan expresados en muestra seca
Donde: %: masa/masa

JEFEDE \TORIO

Promotora de Obras Sociales y de Instruccion Popular

g : . 144, San Vicente de Cafiete, Lima-Perd
Celular: 991 692 563

| Web: www.vallegrande.edu.pe
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Anexo 8. Semilla certificada
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Anexo 10. Inoculante turfoso con bacterias de Sinorhizobium, obtenido del
laboratorio AD-205 Horticultura y semillas UNSCH.

Anexo 11. Inoculante liquido con bacterias de Azospirillum. obtenido del laboratorio
AD-205 Horticultura y semillas UNSCH.
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Anexo 12. Semillas pelletizadas listas para la siembra

Anexo 13. BIOZYME
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Anexo 14. Encalado del suelo (Dolomita)

109



Anexo 16. Siembra

Emergencia

Anexo 17.

Anexo 18. Emergencia en todo el campo

AN CRISTOBAL DE
@ onering @
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FACULTAD DE CIENCIAS AG!

NACIONAL S

,

S
s
E

ALEALEA (Medicigo saive 1) EN LLACHOCCMAYO — CHIARA A 3806 menm.

Tesista

MUROZ GUZMAN, John Wiler.

Asesor

AVACUCHO-PERY;

2019
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Anexo 19. Evaluacion de la cobertura
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Anexo 20. Evaluacién de nodulacién
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Anexo 21. Deshierbo
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Anexo 22. Riego por aspersion
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Anexo 23. Corte de nivelacién
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Anexo 24. Inicio de floracién y evaluacién de rendimiento
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Anexo 25. Evaluacién del area foliar
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Anexo 26. Evaluacion de rendimiento




Anexo 27. Midiendo la intensidad de color con ImageJ

4 Image) - 0
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o| A4\ Al o0 Qlefs|e]|s] | |»
d 1.png — U
2757x3845 pixels; RGB; 40MB
d Histogram of 1 - 0 B
300x240 pixels; RGB; 281K
0 Intensity (unweighted) 255
Count: 11374 Min: 26
Mean: 47.664 Max: 81
StdDev: 6.162 Mode: 45 (764)
value=30
List Copyl Log[ Livel RGBl
count="7
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Anexo 28. Simbiosis Sinorhizobium - planta.
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