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RESUMEN

El presente trabajo, pretende evaluar el efecto de la fertilizacion quimica y de la
biofertilizacion por Bradyrhizobium y Glomus, en el contenido de proteinas, aceite,
acidos grasos y fosforo en la semilla, asi como en el peso de la misma, aspectos que
determinan la calidad de la soya (Glycine max (L.) Merrill),

Este trabajo constituye una etapa mas de un proyecto de investigacion con
biomejoradores del suelo que se lleva a cabo en el Departamento de Edafologia del
Instituto de Geologia de la UNAM. El material biologico empleado en el presente
trabajo se obtuvo como resultado de un trabajo experimental realizado, a nivel de
campo, en el que se evaluo el efecto de la doble inoculacion
(Bradyrhizobium-Glomus) en la produccion de semilla de soya.
(Gomez-Hemandez, R. y Rodriguez-Guerrero, R, 1992).

Para lograr los objetivos antes mencionados se utilizaron métodos oficiales para
el analisis de la semilla de esta oleaginosa. El estudio consistio en el analisis del
contenido de proteina por el método de espectroscopia de infrarrojo cercano,
comparando con el analisis por macrokjeldahl. Asimismo, el aceite se determind
por el método de espectroscopia de infrarrojo cercano y por el método de
resonancia magnética nuclear, La separacion y cuantificacion de acidos grasos se
realizO por cromatografia de gases. El contenido de fosforo, por el método
tradicional del vanado-molibdato, variando unicamente la via de oxidacion que, en
un primer término, se realizo por via seca hasta obtencion de cenizas y, el segundo,
por oxidacion humeda con el ataque de la muestra por una mezcla ternaria de los
acidos: HNO,, H,SO, y HCIO, El andlisis de humedad se realizo por
espectroscopia de infrarrojo cercano y, por ultimo, se pesaron 1000 semillas de
soya en balanza analitica digital.
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Los resultados se sometieron a un analisis estadistico de varianza y prueba de
Tukey para establecer las diferencias significativas entre los tratamientos y poder
observar, de una manera mas clara y con un sustento estadistico, los efectos de la
fertilizacion quimica y biofertilizacion en los diferentes elementos analizados en
todos los tratamientos,

Los resultados mostraron que la fertilizacion quimica probada en los
tratamientos: 2 (40 kg/ha de (NH,),SO,), 3 (80 kg/ha de Ca,(PO,),), y 4 (40 kg/ha
de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),) no provoco una variacion significativa en el
contenido de proteina, aceite, acidos grasos y peso de las semillas, sin embargo, se
observo un aumento altamente significativo (P=0.01) en el contenido de fosforo por
hectarea en el tratamiento 4.

La aplicacion simple del biofertilizante Bradyrhizobium japonicum, propicio un
aumento altamente significativo en el contenido de proteinas, asi como una
disminucion, igualmente significativa, en el contenido de aceite, mientras que las
demas variables analizadas no se vieron influenciadas.

Con los tratamientos: 6 (Bradyrhizobium japonicum + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), 7
(Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),S0,), y 8 (Bradyrhizobium
Japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), se observo un
aumento significativo en el contenido de proteina, asi como una disminucion,
significativa en el contenido de aceite. Los tratamientos 7 y 8 muestran una
disminucion significativa (P=0.05), respecto al testigo, en el contenido de dcido
linolénico. El analisis estadistico no mostrd variaciones significativas en los analisis
de fosforo y humedad, pero se observo un aumento altamente significativo en el
peso de las semillas, esto ultimo se debid principalmente, al aumento en el
contenido de proteinas en estos mismos ensayos.

La doble inocualcion (Bradyrhizobium - Glomus), propicid un aumento
altamente significativo, en el contenido de proteina y peso de las semillas, asi como
un decremento significativo en el contenido de aceite. En cuanto al contenido de
acidos grasos, humedad y fosforo en la semilla, no se observaron diferencias
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estadisticamente significativas.

En los tratamientos: 10 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum +
40 kg/ha de (NH,),S0,), 11 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum +
80 kg/ha de Cay(PO,),), y 12 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum +
40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),) se observé un aumento
significativo en el contenido de proteina, y un decremento también significativo en
el contendio de aceite en la semilla, verificandose la relacion inversa entre estas dos
variables, seflalada por Markley (1959). Entre otros autores, Vejsadova er. al.
(1993a) observo que el aumento en el peso de la semilla se debe, entre otras causas,
al aumento en el contenido de proteinas. En el presente ensayo, se observé un
aumento significativo en el contenido de proteinas y el consiguiente aumento en el
peso de la semilla. El tratamiento 11 presenté una disminucion significativa en la
concentracion de acido linolénico. La doble biofertilizacion combinada con
fertilizantes quimicos nitrogenados y fosfatados propiciaron un aumento
estadisticamente significativo, en los contenidos de humedad y fosforo,

Las conclusiones del presente trabajo fueron:

1. La biofertilizacion con Bradyrhizobium japonicum, mostré un aumento
significativo (P=0.05) en rendimientos de proteina y peso de las semillas, superando
los efectos propiciados por la fertilizacion quimica. Sin embargo, sucede lo
contrario en cuanto al rendimiento de aceite; manteniéndose estadisticamente
inalterable, la calidad del aceite.

2. La inoculacion simple (Bradyrhizobium japonicum) puede igualar los
rendimientos obtenidos con la doble inoculacion (Bradyrhizobium-Glomus), en el
contenido de proteina, aceite, fosforo y peso de las semillas, conservando la calidad
del aceite estadisticamente inalterable.

3. En relacion a la interaccion de los fertilizantes quimicos con los tratamientos
inoculados, se observé que, en la mayoria de los casos, el rendimiento en proteina
fue inferior a la fertilizacion quimica unicamente, sin la utilizacion de los
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estadisticamente significativas.

En los tratamientos: 10 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum +
40 kg/ha de (NH,),S0,), 11 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum +
80 kg/ha de Ca,(PO,),), y 12 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum -+
40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),) se observd un aumento
significativo en el contenido de proteina, y un decremento también significativo en
el contendio de aceite en la semilla, verificandose la relacion inversa entre estas dos
variables, seiialada por Markley (1959). Entre otros autores, Vejsadova ef. al.
(1993a) observo que el aumento en el peso de la semilla se debe, entre otras causas,
al aumento en el contenido de proteinas. En el presente ensayo, se observo un
aumento significativo en el contenido de proteinas y el consiguiente aumento en el
peso de la semilla. El tratamiento 11 present6 una disminucion significativa en la
concentracion de dcido linolénico. La doble biofertilizacion combinada con
fertilizantes quimicos nitrogenados y fosfatados propiciaron un aumento
estadisticamente significativo, en los contenidos de humedad y fésforo.

Las conclusiones del presente trabajo fueron:

1. La biofertilizacion con Bradyrhizobium japonicum, mostré un aumento
significativo (P=0.05) en rendimientos de proteina y peso de las semillas, superando
los efectos propiciados por la fertilizacion quimica. Sin embargo, sucede lo
contrario en cuanto al rendimiento de aceite; manteniéndose estadisticamente
inalterable, la calidad del aceite.

2. La inoculacién simple (Bradyrhizobium japonicum) puede igualar los
rendimientos obtenidos con la doble inoculacion (Bradyrhizobium-Glomus), en el
contenido de proteina, aceite, fosforo y peso de las semillas, conservando la calidad
del aceite estadisticamente inalterable.

3. En relacién a la interaccion de los fertilizantes quimicos con los tratamientos
inoculados, se observo que, en la mayoria de los casos, el rendimiento en proteina
fue inferior a la fertilizacion quimica Gnicamente, sin la utilizacion de los
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biofertilizantes. El contenido de aceite, por lo tanto, fue mayor en los tratamientos
fertilizados en comparacién con los tratamientos inocualdos.

4. La utilizacion del Bradyrhizobium japonicum mas la aplicacion de sulfato de
amonio, propicié un incremento de 22.5 % en el contenido de proteinas respecto al
testigo, asi como un disminucion significativa (14.4%) en la concentracion de acido
linolénico, siendo este dcido la principal causa de la baja calidad sensorial de la
soya.

5. Los tratamientos quimicamente fertilizados (sulfato de amonio y superfosfato
de calcio simple) o combinados con la doble inoculacion (Bradyrhizobium
Japonicum + Glomus fasciculatum) propiciaron un aumento significativo en el
contenido de fésforo en la semilla.

o nand
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INTRODUCCION

La soya (Glycine max (L) Merrill) es considerada a nivel mundial, como una
fuente de proteinas y aceites de buena calidad y bajo costo. La demanda mundial de
soya ha ido en aumento debido, principalmente, a su importancia industrial como
oleaginosa y como materia prima en la produccion de proteina vegetal hidrolizada,
texturizados, aglutinantes de grasa y agua, emulsificantes y alimentos balanceados
para animales, entre otros usos.

Actualmente, se han manifestado en la sociedad diversas corrientes
ecologicas que postulan la agricultura organica, es decir, aquella que propicia el
incremento en el rendimento y calidad de las cosechas con la aplicacion de recursos
organicos y microbiologicos, para estimular el desarrollo de las plantas. Un ejemplo
de ello lo constituye la inoculacion de las leguminosa con bacterias simbioticas
fijadoras de nitrogeno que, al establecerse en las raices de estas plantas, les
proporcionan el nitrogeno necesario.

Por otra parte, debido a que la fijacion biologica del nitrogeno es un fenémeno
en el que el consumo de energia en forma de ATP, es elevado, la inoculacion con
hongos endomicorrizicos VA puede constituir un mecanismo que ayude a la planta
en la absorcion de fosforo y otros nutrimentos, que el hongo toma del suelo.

Esta doble inoculacion constituye una opcion biotecnologica para estimular
el crecimiento y rendimiento de leguminosas, abatiendo los costos econdmicos y
ecologicos que implica el uso exhaustivo de fertilizantes quimicos.
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Al respecto, diversos autores han comprobado un aumento en la produccion de
semilla de soya, por hectarea, al utilizar esta biotecnologia. Sin embargo, no ha sido
suficientemente valorado el contenido de proteinas, aceite y fosforo en la semilla,
como resultado de la utilizacion de la biofertilizacion, en comparacion con la
fertilizacion quimica. Se espera que la fertilizacion bioldgica incremente el
contenido de proteina en la semilla de soya, en igual o superior magnitud que con la
aplicacion de fertilizantes quimicos.

Este trabajo es la continuacion de otro trabajo previo en el cual se experimento,
a nivel de campo, el efecto de la doble inoculacion en la produccion de semilla
(Gomez y Rodriguez 1992; y Palacios ef. al., 1994). Los excelentes resultados de
esa investigacion, constituyeron la principal motivacion para la realizacion de este
trabajo en el cual se evaluara el aporte de nitrogeno y fosforo, a través del
contenido de proteina, aceite, acidos grasos, fosforo en la semilla por hectérea y
peso de las semillas, como respuesta de la planta a la simbiosis (Bradyrhizobium -
Glomus).
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Hipétesis

Se espera que la fertilizacion biologica incremente el contenido proteinico de la
soya, en igual o superior magnitud que con la aplicacion de fertilizantes quimicos.
Este incremento debera, a su vez, repercutir en el contenido total de aceite y de

dcidos grasos.

1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la biofertilizacion por Bradyrhizobium japonicum y Glomus
Jasciculatum, en comparacio®con la fertilizacion quimica, a través del contenido
total de proteinas, aceite, cidos grasos y fosforo en la semilla de soya (Glycine max
(L.) Merril) variedad BM,, comparando diferentes métodos analiticos.
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2. Objetivos particulares
A) Determinacion del contenido total de proteinas por espectroscopia de infrarrojo
cercano y macrokjeldahl.

B) Determinar el contenido total de aceite por espectroscopia en el infrarrojo
cercano y resonancia magnética nuclear.

C) Determinar el porcentaje de acidos grasos por cromatografia de gases.
D) Determinar el contenido de fosforo por el método de Vanado-Molibdato,
utilizando dos diferentes procedimientos de digestion de la muestra; a) oxidacion

por via humeda, y b) oxidacion por via seca.

E) Realizar el analisis estadistico que permita encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos evaluados bajo diferentes métodos analiticos.
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I. Antecedentes

A. Aspectos Generales

La soya o soja es originaria del oriente asidtico. La palabra soya proviene del chino
"chiang-yiu", y al pasar a Japon, se pronunci6 "show-yu". Con el paso del tiempo,
la palabra se contrajo, hasta ser actualmente "so-ya" o "soya". La soya, también, se
conoce como, frijol de soya, frijol Chino o frijol de Manchuria (Markley, 1950).

En el afio 2838 A.C., bajo el mandato del Emperador Sheng-Nung, se
escribieron los libros, Pen Ts'ao Kong Mu, en los que se encuentra el primer
registro de la soya. El libro religioso "Wu-Ku", consigna a la soya como uno de los
cinco granos sagrados, junto con el arroz, trigo, cebada y mijo. Se le consideraba,
en esa época, como la leguminosa cultivada mas importante e indispensable para la
existencia de la civilizacion China (Markley, op cit., Caldwell, 1973).

Engelbert Kaempfer, botanico aleman, dio a conocer la soya en Europa, en el
afio 1712. En Estados Unidos, Mease dio a conocer la soya en el afto 1804. Pero
fue hasta 1854, cuando se empezo a cultivar a partir de 2 variedades importadas de
Japon (Markey, op. cit., Caldwell, op. cit.).

En México, las primeras noticias sobre el cultivo de la soya datan de 1911, afio
en que la Secretaria de Agricultura y Fomento la introdujo en forma experimental,
"En el afio 1928, en la Escuela Nacional de Agricultura de Chapingo, se logré la
adaptacion de cuatro variedades” (Crispin, 1970). Sin embargo, no fue sino hasta
1958 cuando se logro introducirla, en forma comercial, en el estado de Sonora y,
posteriormente, difundirla con bastante éxito en otras regiones de la Republica.
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Durante el verano de 1975, en el Instituto Superior Agropecuario del estado de
Guerrero, en Iguala, Gro. México, el Dr. Nuren Banafunzi libero la variedad BM,,
como resultado de un programa de fitomejoramiento. "Esta variedad se originé de la
cruza de la variedad Kahala del grupo V con la variedad Lee 68 del grupo 1V... La
variedad BM, alcanza mayores rendimientos por hectirea que sus antecesoras”
(Banafunzi, 1981).

Por su importancia nutricional, ... se ha propuesto utilizar 1a soya para
enriquecer la dieta de pueblos cuya alimentacion se basa en el maiz, que
es deficiente en triptofano y en lisina. En el siguiente cuadro se observa el
aumento de la relacion de eficiencia proteinica que experimenta este
cereal, al afladirle diferentes cantidades de la oleaginosa; es evidente la
complementacion que existe ya que, con solo aftadir a la masa 8% de
proteina de soya aislada o 10% de harina, el valor de la relacién de
eficiencia de proteina (REP) de la tortilla aumentade 1.8 2 2.5.

Valor mutritivo de la tortilla eleborada con mezclas de soya y maiz. (DelValle, 1974)

Enriquecimiento % REP de la % UNP de la
(% de soya) REP caseina caseina
0 1.8 59 46
8 2.5 84 65
16 2.6 86 70
Cascina 3.0 100 100

Nota: REP = Relacién de eficiencia de proteina, UNP = Utilizacion neta de proteina.

En general, la proteina de soya presenta una deficiencia de
aminodcidos azufrados que se acentita mas en los aislados proteinicos, ya
que la concentracion de metionina y cistina se reducen durante el proceso
de manufactura de estos productos. Sin embargo, el porcentaje de lisina
es elevado lo que hace que la soya sea muy adecuada para complementar
las proteinas de los cereales. Ademas, su patron de aminoacidos es, en
ciertos aspectos, comparable al de la FAO (Badui, 1990).
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Los estudios sobre la composicion y valor nutricional de la vaina de esta variedad,
indican que la concentracion de proteina, aceite, fibra cruda y aziicares totales
aumenta al madurar el ejote de soya. Las vainas son una buena fuente de tiamina y
riboflavina pero, sorpresivamente, se encontrd que es una fuente pobre en acido
ascorbico.

Se encontrd que los niveles de inhibidores de tripsina estan por encima de los
limites aceptables, por lo que interfieren con la digestibilidad de las proteinas. Por
esta razon, se requiere de una inactivacion térmica para hacer su consumo inocuo.

Los resultados de las pruebas REP y UNP, realizadas con soya sometida a un
tratamiento térmico previo, para eliminar los inhibidores de tripsina, mostrados en
la siguiente tabla, revelan que la vaina de soya de la variedad BM, es una buena
fuente de proteina de alta calidad, aceite, tiamina y riboflavina. Sin embargo, para
su consumo es necesario someter los ejotes a un cocimiento para reducir los
inhibidores de tripsina a menos de 20,000 UTV/g (Bourges, 1981).

Tabla de REP y UNP de vaina de soya variedad BM,, en diferentes etapas de madure:z.

Fuente

de REP REP como % UNP UNP como %
proteina de caseina de caseina
Caseina 25 £043 0 ceeeene- 600 £ 86 @ ~emeenemen.
* 65 dias  1.73+£0.21 69.2 5683+ 7.5 94.7
*75 dias  1.73+£0.21 69.2 5731+ 82 95.5
*85 dias  2.35+0.48 94.0 569 + 7.7 948

*Vaina de 65, 75 y 85 dias despucs de la floracion.

Actualmente, la produccion mundial de soya se estima en 60 millones de
toneladas de semilla. Los principales paises productores son Estados Unidos,
China, Brasil, Rusia, Indonesia, Corea, Canadd, Rumania, México y Colombia
(Sanchez, 1982).
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1. Composicién quimica de 1a soya

La soya (Glycine max (L.) Merrill) pertenece a las leguminosas y, por su elevado
contenido de aceite se incluye, junto con el cartamo, el girasol, la aceituna y el
cacahuate, en las oleginosas.

La soya tiene un contenido de proteina que fluctia en un intervalo entre 30 y
42%y de aceite entre 18 y 25% (Badui, op. cif., Raboy, 1984, Markley, op. cit.).

Badui Dergal (1990) comenta, a proposito de la composicion quimica de la soya
que:

Como sucede con la mayoria de los alimentos provenientes del campo, su
composicion quimica depende de muchos factores, tales como el tipo de
suelo, irrigacion, fertilizacion, temperatura ambiental, etc. Se conocen
algunas variedades cuyo contenido de proteina es mayor, pero a expensas
de 1a grasa y de los hidratos de carbono, asi como del rendimiento por

hectarea.
Composicion de la soya y de sus partes (%)

Proteina Hidratos de -~ Constituyentes

(N*6.25) Grasa carbono Cenizas _ de la semilla
Soya total 40 21 34 49 e
Cotileddn 43 23 29 50 %9
Cascarilla 9 1 86 44 8
Hipocotilo 41 11 43 43 2

En forma general, la semilla de soya esta anatdmicamente constituida por
tres fracciones principales: la cascarilla, que representa 8% del peso total
de la semilla, el hipocotilo (2%) y el cotiledon (90%); en este ultimo, se
localiza ¢l aceite en unos pequeiios compartimientos, llamados
esferomas, de 0.2 a 0.3 p y que, a su vez, estan dispersos entre los
cuerpos proteinicos (denominados aleuronas) de mayor tamafio (2 a 20p)
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integrados por, aproximadamente, 98% de proteinas y algo de lipidos y
de 4cido fitico (Wolf, 1979). Por esta razon, en las alueronas se encuentra
casi toda la proteina, (Tombs, 1967) cuya funcién basica es constituir
una fuente de reserva que le sirva a la planta en la germinacion y el
crecimiento.

Las proteinas de la soya y de otras oleagionosas son una mezcla
heterogénea de globulinas (60-75% del total) y de albuminas con pesos
moleculares muy variados, solubles en soluciones salinas y en agua;
precipitan en su punto isoeléctrico, generalmente en el intervalo de 4.2 a
4.8. Su aminograma difiere del de los cereales en que las cantidades de
metionina, acido glutdmico, arginina, leucina, isoleucina y valina son
menores pero, en cambio, es mas rico en lisina.

La fraccion lipidica esta integrada por triacilglicéridos que contienen
el 14% de acidos grasos saturados, el 22% de acido oleico, el 55% de
acido linoleico y el 8% de acido linolénico, con un punto de solidificacion
aproximado de -16°C y un indice de yodo de 130. También, se
encuentran fosfolipidos, esteroles y tocoferoles; cabe indicar que de la
refinacion del aceite se obtiene lecitina, ampliamente utilizada por sus
propiedades funcionales. La acumulacion de lipidos en las olegionasas va
acompafiada de un decremento de los hidratos de carbono, lo que
significa que es muy probable que éstos sean los precursores en la
sintesis de grasas (Badui, op. cit.).

El color del aceite de soya dependera de la variedad, estado de madurez y
condiciones de crecimiento y maduracion. Sin embargo, generalmente se puede
concluir que estd comprendido entre el amarillo 70, con 10 unidades de rojo
(70Y-10R), al amarillo 70, con 30 unidades de rojo (70Y-30R), en la escala N de
colores (Markley, 1950).

La densidad se encuentra entre 0.922 2 0.934 a 15 °C y 0.920 a 25 °C. El indice
de refraccion esta en el intervalo de 1.47084 a 1.47243 unidades. El punto de humo
(smoke point) de un aceite de buena calidad, se tiene a los 385°F (358.33°C) y el
punto de ignicion (fire point) a 677°F (367.22°C) (Markley, op. cit.).
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La temperatura es la variable ambiental que incide de manera mas directa en la
composion quimica de la soya. Viljoen (1937) citado por Markley, op. cit., calculo
el coeficiente de regresion para el contenido de aceite y proteina, y encontré que
por cada grado de incremento en la escala de temperatura se tiene un 0.44% de
variacion en el contenido de aceite y, en proteinas, una variacion de 0.39%.

El contenido de proteinas se aumenta con las temperaturas elevadas. Valuta
(1938) citado por Markley op. cit., observé que 1a soya sembrada en zonas cilidas
de Rumania presentaba un incremento en el contenido de proteina en un 6 a 7%,
con respecto a la cultivada en lugares frios en Alemania. El contenido de aceite se
aumenta por el efecto de la la alta temperatura en 8.1%.

El contenido de acidos grasos se ve afectado por la temperatura de cultivo, esto
ha sido demostrado por diversos autores (Howell, 1957, Rennie, 1989, Cherry,
1985). Howell (1957) encontré que el contenido de acido linolénico fluctiia del 5 a
8.5% y el acido linoleico del 46 a 54%, en soya de una misma variedad; en su
estudio, este autor establece que ambos acidos grasos se correlacionan de manera
inversa con la temperatura.

Otros autores concluyen que, al aumentar la temperatura, disminuye la
concentracion de acido linolénico y aumenta el acido linoleico, influyendo esta
condicion en el aumento del contenido del dcido oleico y acido palmitico (Carver,
1986, Dombos, 1989 y 1992). "Esto se debe, principalmente, a que el acido
linoleico y el dcido linolénico son sintetizados por la desaturacion consecutiva del
acido oleico, durante el desarrollo de las semillas, la actividad de la enzima
desaturasa oleica puede ser inhibida por la temperatura alta durante el llenado de la
semilla” (Harris, 1969 y Wilson, 1980). E! coeficiente de correlacion de -0.59, -0.83
y 0.66 entre el acido linolénico y dacido estearico, oleico, y linoleico,
respectivamente, concuerda con la actividad de la enzima desaturasa oleica.

Al respecto, Cherry et al. (1985) demostraron que el contenido de acido oleico
presente, en una misma variedad, aumenta con la temperatura.
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Hawkins (1983), en su estudio del contenido de acidos grasos insaturados en
diversas lineas de soya, ubica el porcentaje de acido palmitico en un intervalo que
vade 10.2 a11.9; de 2.9 a 4.2% para acido estearico; de 18.6 a 27.9% para el acido
oleico; 50.0 a 58.6% para el 4cido linoleico y 6.8 a 9.3% para el acido linolénico.

En cuanto al tipo de variedad, se han establecido intervalos maximos y minimos
para el contenido de humedad (5.02-9.42%), cenizas (3.30-6.35%), aceite crudo
(14.95-22.95%), fibra cruda (4.34-7.60%) y proteinas cruda (36.62-53.19%), de las
10 variedades de soya mas comunes en los Estados Unidos (Markley, op. cit.). Por
otra parte, Raboy (1984), establecio, al analizar 163 lineas de soya, un intervalo
para el contenido total de fosforo (5.8-9.1 g/kg); acido fitico (13.9-23.0 g/kg), zinc
(38-67 mg/kg); calcio (1.8-3.2 g/kg), magnesio (2.2-3.4 g/kg) y proteina (364-496
g’kg) en la semilla de esta leguminosa. Por otra parte, Lolas (1976), realiz6 un
analisis de 15 variedades de soya y determino, como resultado de su estudio, un
coeficiente de correlacion entre el contenido total de fosforo y el acido fitico igual a
0.9852.

El genotipo es un factor de suma importancia en la calidad del aceite y
contenido de acidos grasos en la semilla de soya. La investigacion genética en soya,
durante la pasada década, se orient6 a reducir los porcentajes de acido linolénico en
forma significativa, por ser el causante del mal sabor y olor, asi como de la baja
estabilidad del aceite. También, se busco el aumento en el contenido de acido
oleico, estedrico y palmitico, ya que al presentarse en elevadas concentraciones se
reduce la necesidad de realizar modificaciones quimicas al aceite durante su
procesamiento, con el fin de mejorar sus cualidades sensoriales (Bubeck, 1989).
Entre otras variedades que se siembran en México, la Jupiter tiene 11. 5 % de acido
palmitico, 3.0 % de acido estearico, 21.0 % de acido oleico, 58.5 % de acido
linoleico y 6.0 % de éacido linolénico; o variedades como la Tapachula con 10.3 %
de 4cido palmitico, 3.7 % de acido estearico, 21.7 % de 4cido oleico, 57.5 % de
acido linoleico y 6.8 % de acido linolénico. Sin embargo, paises con un nivel
tecnologico importante en la produccién de soya como Estados Unidos, han logrado
obtener genotipos con 4 % de acido linolénico, con el objetivo de lograr una mayor
estabilidad y mejorar el sabor y olor del aceite de soya. Algunas industrias buscan
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que la semilla de soya tenga un elevado porcentaje de acido palmitico ya que este
acido es de gran utilidad para las industrias productoras de margarinas (Fehr, 1991).

Autores como Erickson (1988) y Rennie (1988) proporcionan, informacion
esencial para desarrollar estrategias eficientes de cruzas con el proposito de liberar
variedades que contengan entre 2 y 4 % de 4cido linolénico. Se han desarrollado
variedades con bajo contenido de acido linoleico, como la PI361088B, Sin
embargo, se observd que las condiciones ambientales, como son las bajas
temperaturas, influian contrariamente en la obtencion de los resultados esperados.
Actualmente, se sigue investigando sobre la variabilidad atribuida a las
interacciones genotipo-condiciones ambientales, asi como en el desarrollo de
variedades mas estables a interacciones ocasionadas por el lugar y afio de siembra
(Carver, 1986).

El grado de madurez es otro factor determinante en la composicion quimica de
la semilla de la soya. Conforme aumenta la madurez, disminuye el contenido de
humedad y aumenta el contenido de proteina, aceite, fibra cruda y cenizas
(Bourges, op. cit., Chavez, 1983 y Markley, op. cit). De la misma manera,
conforme la soya madura, los granulos de alinidon desaparecen y cuando casi no
hay evidencia de ellos, la soya ha llegado a su grado maximo de madurez. Roehm y
Privett (1967) citados por Caldwell (1973), mencionan que los mayores cambios en
la concentracion de dcidos grasos se tienen durante los primeros 52 dias después de
la floracion. El acido palmitico decrece en su concentracion de 13.9 a 10.6%; el
acido estedrico permanece constante en 3.8 %; el acido oleico se incrementa de
11.4 a 25.5%; el acido linoleico también se incrementa de 37.7 a 52.4% vy, por
ultimo, la concentracion de acido linolénico pasa de 34.2 a 7.6% (Caldwell, 1973).

Es bien sabido que la sequia es un factor que influye en la germinacion,
rendimiento y tamaiio de la semilla de soya, por lo que es de esperar que la
composicion quimica también se vea afectada por este factor. Al respecto, se ha
observado que la soya sometida a sequia severa contiene un 4.4 % mas de proteina,
mientras que el aceite decrece en 2.9 % con respecto al testigo. Conforme el estrés
por sequia se incrementa, el contenido de proteina aumenta en forma lineal, y el
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contenido de aceite decrece en la misma forma. Ademas, las plantas expuestas a 35
°C durante el periodo de engrosamiento o llenado de la semillas dentro de la vaina,
presentaron un 4.0% mas de proteinas y un 2.6% menos de aceite, que aquellas
sometidas a 29 °C. La sequia afecta ligeramente la composicion de los acidos
grasos del aceite, pero las altas temperaturas reducen la proporcion de los acidos
grasos poliinsaturados (Dumbos, 1992).

Por 1ltimo, es necesario comentar acerca de los factores antifisiologicos que
produce la soya. Estos son metabolitos que, en ocasiones, pueden ser muy dafiinos
para el hombre,

Se ha observado que al alimentar a ciertos animales de laboratorio con soya
cruda, con o sin grasa, éstos presentan problemas de inhibicion de crecimiento,
reduccion de la digestibilidad de la proteina y de la disponibilidad de los
aminoacidos, vitaminas y minerales, ademds de una hipertrofia pancreatica.

Entre los factores antifisiologicos presentes en la soya estan: los promotores de
flatulencia, inhibidores de proteasas (inhibidores de tripsina y quimotripsina),
fitohemaglutininas  (hemaglutininas o lectinas), saponinas, bociogénicos,
compuestos fendlicos estrogénicos y el acido fitico. Sin embargo, algunos de estos

factores antifisiologicos se eliminan mediante tratamientos térmicos (Badui, 1990 y
Valle, 1991).
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B. Efecto de la fertilizacion quimica en la
composicion quimica de la soya

El fertilizante es toda aquella sustancia que contiene uno o mas de los elementos
quimicos aplicados a los vegetales, en forma tal, que puedan ser absorbidos por la
planta y que favorezcan el desarrollo de las mismas (Mercado, 1985).

La fertilizacién quimica influye, de una forma mas evidente en el rendimiento,
que en la composicion quimica de 1a semilla de soya.

Gomez y Rodriguez (1992) demostraron en su trabajo de investigacion, que el
rendimiento de semillas de soya por hectdrea, en "los tratamientos fertilizados
quimicamente con fosforo y nitrogeno mas fosforo, resultaron ser estadisiticamente
iguales, pero superiores a los tratamientos testigo, sin fertilizacion quimica y con
nitrogeno unicamente" (Gomez y Rodriguez, op. cit.).

En ensayos con varias cepas de Bradyrhizobium japonicum y la aplicacion de 1a
formula quimica (00-40-20), bajo condiciones de temporal en campo, alcanzo un
rendimiento maximo de 2,450 kg/ha (Delgado, 1990). Asimismo, se ha observado
un incremento en el rendimiento de semilla por hectdrea al inocular la soya y
adicionar una formula quimica (15-60-00) (Jimenez, 1991).

La soya es una leguminosa que, al presentar una buena nodulacion, raramente
necesita adiciondrsele fertilizante nitrogenado inorganico para obtener buenos
rendimientos. Weber (1966) citado por Caldwell (1973) compar6 las respuesta de
lineas de soya inoculada y no inoculada, a la fertilizacion nitrogenada encontrando
que, mientras la soya no nodulada respondio ampliamente a la fertilizacion
nitrogenada al presentar un aumento en el rendimiento, las lineas de soya nodulada
presentaron una respuesta muy pequeila a la fertilizacién y un rendimiento igual o
supenior a las lineas no noduladas y fertilizadas (Caldwell, 1973).
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Al respecto, se ha desmostrado que la soya inoculada con Bradyrhizobium y
abonada con estiércol, produce un aumento en el rendimiento de la semilla. La
adicion de fertilizante quimico nitrogenado y estiércol a la semilla inoculada, ha
dado como resultado un aumento en el rendimiento pero no estadisticamente
significativo al 5 % de probabilidad (Sekhon, 1984).

El fésforo es el segundo elemento mas importante en la nutricion vegetal, de aqui
que su carencia sea doblemente importante, puesto que las plantas sin él, no
aprovechan otros nutrimentos y, por consiguiente, se afecta el crecimiento
vegetativo normal (Chavez-Paredes, 1983). Es sabido que la deficiencia de fosforo
trae como resultado una alteracion en la asimilacion del nitrogeno. El fosforo es,
probablemente, el nutrimento mas importante en el crecimiento y nodulacion de las
leguminosas.

Pongsakul y Jensen (1991) encontraron, en su trabajo sobre fijacion biolégica del
nitrogeno, que la fertilizacion quimica con fosforo aumenta la capacidad de la
simbiosis Glycine max-Bradyrhizobium japonicum.

La falta de fosforo respercute en un menor contenido de semiilas por vaina y, por
lo tanto, en un menor rendimiento de la cosecha. Grabau (1986) apoyado en las
observaciones de otros autores, comenta que una falta de potasio hace que el
proceso de envejecimiento de la planta sea prematuro. Un retraso en el
envejecimiento origina mayor tiempo de translocacion de nitrogeno a la semilla y,
por consiguiente, un aumento en el contenido de proteinas. De esta manera, una
suplementacion adecuada de fosforo retrasara el envejecimiento, lo que favorecera
el aumento del contenido de proteinas, tamafio y peso de las semillas de soya.

Fredeen, et. al. (1989) al estudiar la influencia de dos diferentes concentraciones
de fosforo (alta y baja) sobre el crecimiento de soya, concluyeron que las plantas
sembradas y fertilizadas con bajas concentraciones de fosforo redujeron, en 7 dias,
el crecimiento del primer retoiio, "los resultados sugieren que bajas concentraciones
de fésforo provocan la reduccion del crecimiento primario de la soya, e incrementan
las concentraciones de almidon y sacarosa en las hojas maduras, presentando una
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reduccion del 85 % en el area total de las hojas, asi como una reduccion del 78 % en
el peso seco de los retofios."

"La aplicacion de fosforo y nitrogeno combinados incrementa, de manera
significactiva, el contenido de proteina en la semilla, comparada con la aplicacion de
fosforo y potasio o simplemente fosforo" (Markley, op. cit). La utilizacion de
fésforo para la asimilacion del nitrégeno por las leguminosas es universalmente
reconocido (Chavez-Paredes, 1983).

Por otra parte, se ha observado que "las aplicaciones de P incrementan el
rendimiento, nimero de vainas y cantidad el nitrégeno total absorbido en el grano”
(Bueno, 1981),

Pal (1989) observo que, "en general, las plantas sin fertilizacion quimica
fosfatada fueron mas pequefias, con un crecimiento deprimido, comparadas con
aquellas que si fueron fertilizadas con fosforo." Este autor observé, también, un
incremento significativo en el rendimiento de semilla de soya, del 45 al 102 % sobre
el control, al aplicar 13.2 kg P/ ha. Finalmente, la aplicacion de fosforo tuvo como
resultado un incremento en la concentracion de fosforo en las hojas de 27.5 a 33.0
%.

Sin embargo, se ha observado que la aplicacion del fertilizante fosfatado o fosforo
en combinacion con potasio, incrementa significativamente el contenido de aceite en
la semilla, en comparacion con la aplicacion de fosforo y nitrogeno (Markley, op.
cit).

Estudios sobre niveles de fertilizacion en tres variedades de soya han permitido
concluir que el contenido de proteina y aceite esta determinado tanto por el genotipo
especifico como por la dosis de fertilizacién nitrogenada; dosis altas aumentan el
contenido de proteinas pero disminuyen el de aceite en la semilla. Por otra parte,
dosis bajas disminuyen las proteinas pero aumentan el contenido de aceite,
independientemente de la variedad de soya (Mercado, op. cit.).
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Niveles bajos de fertilizacion fosfatada han significado rendimientos menores en
vainas y semilla, en comparacion con niveles de fertilizacion mas altos. Los
resultados muestran que el tamafio de la semilla no depende del fosforo presente en
el suelo o aplicado. La concentracion de fosforo en la semilla dependera del nivel de
fertilizacion (Crafts-Brander, 1992). Estos resultados concuerdan con los de Garner,
el. al. (1914) citados por Markiey, op. cit. Ademads, estos autores encontraron que
la aplicacion de fosforo aumenta el contenido de aceite, y este aumento no se ve
afectado por la aplicacion simultanea de potasio.

Alten y Gottwick (1939) citados por Markley, op. cit., encontraron que la
semilla de soya, cosechada de plantas que recibieron una fertilizacion completa,
presenta menor contenido de aceite y mayor proteina cruda que aquellas que
recibieron una fertilizacion con nitrégeno y fosforo unicamente. La fertilizacion con
potasio no afecto el contenido de potasio y fosforo en la semilla.

En experimentos sobre la fertilizacion quimica en plantas noduladas y no
noduladas, se ha encontrado que la utilizacion de fertilizantes quimicos con N, P y
K aumentan el contenido de estos nutrimentos en la planta y que, aproximadamente,
el 50 % de los nutrimentos (N, P y K), requeridos por la semilla para su formacion y
desarrollo, son traslocados de las hojas y tallos, mientras que el otro 50 % son
obtenidos del suelo por las raices durante el periodo de su desarrollo (Hanway y
Weber, 1971).

Asimismo, se ha observado que la fertilizacion completa incrementa el contenido
de minerales en las semillas, detectable al analizar las cenizas, mientras que la
aplicacion de un solo tipo de fertilizacion, nitrogenada o fosfatada, no se traduce en
aumento del contenido de estos minerales (Mecek, 1941, citado por Markley, op.
cit.).

Por lo que respecta al efecto de la dosificacion de nitrogeno se aprecian
diferencias significativas cn cl peso de la semilla, mientras que para los niveles de
fosforo y variedades de soya no existen diferencias significativas (P=0.05)
(Mercado, op cit.).

PO
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Parece ser que el efecto de la fertilizacion quimica en la composicion quimica de
la semilla de soya, se debe a la influencia de la fertilidad, condiciones edéficas del
suelo, clima y del balance en la elaboracion de los intermediarios bioquimicos en la
planta durante todo el periodo vegetativo, su translocacion a la semilla, y la
conversion en aceite y proteina.

En relacion a la influencia que tienen diferentes niveles de fertilizacion quimica
fosfatada en la triple simbiosis Glycine-Glomus-Rhizobium, Asimi et al., (1980)
demostraron que la fertilizacion fosfatada incrementa la actividad total de la
nitrogenasa, por lo que la fijacion biologica del nitrogeno se ve también estimulada.
El rendimiento de semilla y el porcentaje de fosforo en la semilla se aumenta, no asi
el contenido de nitrogeno. Por otra parte, la aplicacion de 0.5 g de KH,PO, por Kg
de suelo elimina el efecto de la micorriza, y la actividad de la nitrogenasa en el
nodulo se elimina al adicionar 1.0 g de KH,PO, por kg de suelo.
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C. Efecto de la biofertilizacion en la composicion
quimica de la soya

Ha sido ampliamente demostrado que la doble inoculacion de la soya con la
micorriza vesiculo-arbuscular (MVA) y Bradhyrhizobium contribuye a la obtencion
de mayores rendimientos en semilla; aumento en la cantidad y nimero de vainas,
aumento en el peso de la semilla, asi como al enriquecimiento del suelo con
nitrogeno y otros nutrimentos, tanto en condiciones de invernadero como en campo.
Asimismo, se ha demostrado que la doble inoculacion produce efectos mucho mas
grandes que la inoculacion simple, en la planta. Por lo tanto, estos hallazgos
demuestran que al establecerse una relacion sinergética entre estos dos
microorganismos y la planta, se favorece ampliamente la simbiosis (Asimi, 1980,
Bagyaraj, 1979; Bueno-Jaquez, 1981; Chavez-Paredes, 1983; Palacios-Mayorga et.
al. 1994; Gomez y Rodriguez, 1992; Hoque, 1993; Kawai, 1986; Lynch, 1993,
Pacovsky, 1988; Pongsaku, 1991; Sekhon, 1984, Vejsadova et. al. 1989; Vejsadova
et. al. 1992; Vejsadova et. al. 1993; Wiersma, 1992). Sin embargo, sélo algunos
autores han verificado el aporte de esta biofertilizacion a la calidad de semilla.

Diversos autores han demostrado que los hongos endomicorrizicos
vesiculo-arbusculares favorecen la nodulacion de la soya por la bacteria
Bradyrhizobium. El fenomeno de la fijacion biologica del nitrégeno (Smith, 1994)
asi como las concentraciones de N, P, K y Mg en las plantas, también, se ven
favorecidos por estos hongos (Vejsadova et. al. 1993).

Bagyaraj ef al. (1979) en su estudio sobre la interaccion entre la micorriza VA y
la bacteria Rhizobium, asi como los efectos de éstos en la soya en condiciones de
campo, concluyeron que, en la plantas inoculadas unicamente con Rhizobium, se
incremento el contenido de nitrogeno en la planta y en la semilla. Las plantas
inoculadas unicamente con G. fasciculatum registraron aumento en el contenido de
fosforo, peso seco y rendimiento de grano frente a las no inoculadas. Sin embargo,
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (P=0.05). La doble
inoculacion, MV A-Rhizobium incremento, el peso seco y el contenido de nitrogeno
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de las raices, en comparacion con las plantas inoculadas con uno sélo de los
simbiontes, Glomus o Rhizobium. El peso de 100 semillas de soya fue
significativamente mayor (P=0.05) en plantas inoculadas con Rhizobium sélo o
combinado con Glomus. Estos resultados sugieren que la MVA colabora
grandemente en la nodulacion y fijacion biologica del nitrogeno de las plantas
inoculadas con Rhizobium.

En experimentos con doble inoculacion MVA y MVA-Bradyrhizobium se ha
observado que la masa de las semillas aumenta 17 y 28 %, respectivamente, frente
a los testigos. La inoculacion con MVA resulta en un aumento del nimero de
semillas y vainas. Sin embargo, al analizar las semillas, no se encontré un aumento
significativo en la concentracién de nitrégeno en las mismas. Asimismo, no se
observaron diferencias en la composicion de los aminodcidos de la semilla de
plantas inoculadas con Rhizobium al compararse con las semillas de plantas
inoculadas con MVA-Rhizobium (Vejsadova et. al., op. cit.).

Vejsadova et. al. en otro estudio realizado en 1992, determiné que "la doble
inoculacion, también, produce un aumento de la biomasa hasta en un 25 % con
respecto al testigo”. Encontrd, ademds, que la planta aumenta su capacidad para
utilizar elementos como P, Zn y Cu, en suelos deficientes en P y N, bajo
condiciones de campo.

En cuanto al efecto de la biofertilizacion en el contenido de fosforo en la planta,
Pacovsky ef al. (1986) relizaron estudios sobre los efectos de la inoculacién de soya
con MVA (Glomus fasciculatum), Rhizobium japonicum y los dos endofitos juntos,
bajo condiciones de invermadero. La soya fue sembrada en arena deficiente en
nitrogeno y fosforo. Todas los grupos recibieron solucién nutritiva, N y P, Al
finalizar el experimento se encontré que las plantas noduladas alcanzaron de 4 a 5
veces mas fitomasa que las plantas control, no inoculadas. Las plantas colonizadas
por los dos endofitos, MVA y Rhizobium, obtuvieron 18 % mas peso seco que las
plantas noduladas nicamente con Rhizobium. La fijacion biologica del nitrogeno
fue 80 % mayor en la simbiosis tripartita, debido a que estas plantas presentaron 20
% mas masa en los nédulos y un incremento en la actividad especifica de los
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mismos. La colonizaciéon por MVA y el desarrollo de las vesiculas incrementaron
significativamente la nodulacion.

Este mismo autor observo que la concentracion de fosforo en las hojas y flores
fue significativamente mas alta en plantas colonizadas Unicamente con MVA
(P=0.05). Las plantas noduladas presentaron la concentracion mas baja de fosforo
en hojas y flores, y la concentracion de fosforo en los nddulos fue tres veces mayor
que la de las hojas. El contenido total de fosforo fue significativamente mayor para
las plantas colonizadas por MVA e inoculadas con Rhizobium. Esto demuestra que
el fésforo adicional que provee la micomriza fue utilizado por la planta para
incrementar la biomasa.

Una baja disponibilidad de fosforo trac como consecuencia un bajo nivel de
nodulacidén y fijacion biologica del nitrogeno en las legumniosas. "Una vez mas
quedd de manifiesto que la nodulacién y la fijacion del nitrégeno depende de la
disponibilidad del fosforo para la simbiosis, y que la presencia de MVA incrementa
esa disponibilidad" (Mullen, 1988, Pacovsky, op. cit). Las interacciones
sinergéticas entre los microsimbiontes sugiere que la respuesta del huésped a la
doble colonizacion dependerd del equilibrio entre las tres partes de la simbiosis
(Pacovsky, 1989),

Sobre el efecto que tiene la aplicacion de biofertilizantes en el contenido de
nitrogeno y fosforo en la semilla, Emiliano Bueno en 1981, realiz6 estudios en los
que evaluo la eficiencia de tres simbiontes para fijar el nitrégeno. En estos estudios,
realizados en Chapingo, Edo de México, con soya Glycine max y Bradyrhizobium
Japonicum, bajo condiciones de invernadero, se concluye que, "En relacién a la
inoculacion con las cepas de Bradyrhizobium japonicum y mezclas de cepas de
Bradyrhizobium japonicum, se obtuvo mayor rendimiento de grano, mayor nimero
de vainas, mayor cantidad de nitrogeno total y fosforo absorbido en el grano en
comparacion con el tratamiento sin inoculacion. Las aplicaciones de fosforo quimico
incrementaron el rendimiento, nimero de vainas y cantidad de nitrogeno total
absrobido en el grano".
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Bajo condiciones de campo, Flores-Roman y Palacios-Mayorga en 1987, al
evaluar el efecto de la fertilizacion e inoculacion de soya, variedad BM,, con
Rhizobium, en el rendimiento y calidad de la semilla de soya, en condiciones de
riego y temporal, concluyeron que los rendimientos promedio mas altos en grano
obtenidos con los tratamientos inoculados, utilizando las cepas de Rhizobium 145y
147, fueron del orden de 1,921 y 1,839 kg/ha, respectivamente, al compararlos con
los tratamientos fertilizados (00-40-00), (40-60-00) y (40-00-00), los cuales
solamente alcanzaron rendimientos de 1,311, 1412 y 1363 kg/ha, respectivamente,
Ademas encontraron que los tratamientos inoculados alcanzaron los valores mas
altos, en relacion a los fertilizados, en todas las variables de estudio: de 1.723 a
1.921 t/ha de semilla, con incremento de rendimiento promedio de 34 %,; y de 35.5
a 37.3% de proteina cruda en semilla, con un incremento de 15 %; de 129 a 13.3
vainas por planta, con un incremento de 18 %; y de 14.3 a 15.3 g por 100 semillas,
con incremento de 10 %.

Otros investigadores, al experimentar la fertilizacion nitrogenada e inoculacién
de soya, con seis diferentes cepas de Rhizobium, encontraron que, "en todos los
ensayos y condiciones ambientales, las plantas respondieron a la inoculacién con
Rhizobium. La inoculacion aumento el rendimiento del grano entre 1.7 %y 41.0% y
el peso de la semilla entre 1.8 y 18.0 %. La adicion de fertilizante nitrogenado (168
kg/ha), aumentd significativamente (P=0.05) el peso de la semilla y la
concentracion de nitrogeno en el grano con respecto a la inoculacion simple
(Wiersma, 1992).

Sobre el contenido de minerales y lipidos en la simbiosis
Glycine-Glomus-Bradyrhizobium; Pacovsky et al. (1986a) sembraron un grupo de
soya (Glycine max var. Amsoy 71), inoculada con MVA (Glomus fasciculatum),
solamente con Bradyrhizobium japonicum y otro con los dos simbiontes juntos,
ademas de los respectivos grupos control. El grupo de plantas no inoculadas fue
fertilizado con P (KH,PO,) y N (NH,NO;) quimico para compensar las aportaciones
por Glomus y Bradyrhizobium. Este autor encontro que: (a) las diferencias en la
asimilacién de N y P, durante el crecimiento, por la plantas noduladas o
micorrizadas, indicé que Glomus es mucho mas eficiente durante la parte mas
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temprana del crecimiento de la planta de soya (Pacovsky, 86a), y Bradyrhizobium
es mas activo hasta la etapa en que la vaina empieza su llenado; (b) en forma
general, la soya colonizada por Glomus contiene mas Cu, pero menos Mn y P que
las correspondientes plantas fertilizadas con fésforo (KH,PO,); (c) las plantas de
soya noduladas con Bradyrhizobium japonicum contienen mas acidos grasos totales
en vaina y semilla que las plantas fertilizadas con nitrégeno quimico (NH,NO,); (d)
las plantas de soya noduladas contienen niveles mas altos de 4cido palmitoleico
(16:0) en vainas, en comparacion con las no noduladas; (e) las plantas noduladas
presentaron un contenido, en semilla, mas alto del 4cido graso palmitoleico (16:0) y
estearico (18:0) que las no noduladas; (f) las plantas noduladas presentaron en la
semilla mas acido oleico (18:1), linoleico (18:2) y linolénico (18:3), que las plantas
fertilizadas quimicamente con nitrogeno (NH,NO,); (g) las plantas micorrizadas
contienen menos 4cido linoleico (18:3) y araquidénico (20:0) pero,
comparativamente, mas behénico (22:0) que las plantas fertilizadas quimicamante
con fosforo (KH,PO,). Los resultados de este experimento sugieren que las calidad
de la semilla puede ser alterada debido a los cambios fisiolégicos resultantes de la
colonizacion por bacterias fijadoras de nitrégeno y/o por los hongos
endomicorrizicos VA (Pacovsky, 1988).

1. Bradyrhizobium japonicum vy la fijacién
biologica del nitrégeno

Bradyrhizobium japonicum es un microorganismo fijador de nitrégeno capaz de
establecer simbiosis especificamente en soya (Glycine max (L) Merrill). Es una
bacteria gram negativa, de forma bacilar y de dimensiones medias (0.5-0.9 * 1.2-3.0
pm). Movil por la presencia de flagelos peritricos o polares. Carece totalmente de
formas especiales de resistencia, como esporas o quistes, aunque se ha citado la
posibilidad de formar capsulas (Walker, 1975).
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En los medios de cultivo, los rizobios, producen un polisacarido extracelular que
da un aspecto mucilaginoso a sus colonias y que parece tener importancia en el
proceso de colonizacion de la leguminosa huesped.

Su metabolismo es heterotrofo, al menos en las condiciones normales de vida, y
aerobio. El pH 6ptimo de crecimiento se encuentra proximo a la neutralidad (6.8 -
7.0), y la temperatura optima de crecimento fluctia entre 30 y 35 °C.

La simbiosis que establece Bradyrhizobium Japonicum con la planta es a través
de la formacion de nodulos en la corteza radical de la misma, los cuales se forman
por un proceso de colonizacién de la raiz de la planta por la bacteria que,
normalmente existe en el suelo, o bien, se aplica a manera de in6culo en la semilla,
al momento de la siembra.

Los nodulos son las estructuras donde se lleva a cabo el fendmeno de la fijacion
biologica del nitrogeno.

La reaccion quimica total de la fijacion biologica del nitrogeno involucra el
rompimiento del triple enlace de la molécula de nitrogeno (N,) y la subsecuente
union de tres atomos de hidrogeno a cada atomo de nitrégeno. Estos dtomos de
hidrogeno se obtienen de las bacterias fijadoreas a través del metabolismo de los
carbohidratos de la planta. El medio acuoso de las células aporta los protones o
iones hidronio que se combinan con los electrones que son transportados
activamente y, de esta manera, la glucosa es oxidada y el nitrégeno es reducido.

La clave molecular en la fijacion bioldgica del nitrogeno es la enzima
microbiana nitrogenasa, "se trata de una enzima compleja, formada por dos tipos de
subunidades, incapaces de actuar por si solas, requiriéndose ambas para que tenga
lugar el proceso" (Postgate, 1981).

La primera subunidad esta constituida, a su vez, por cuatro componentes, y la
segunda por dos componentes proteicos.
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Una peculiaridad del sistema de la nitrogenasa es que las dos subunidades
proteicas de la enzima son desnaturalizadas por el contacto con el oxigeno. La
simbiosis Leguminosa - Bradyrhizobium sintetiza, en el nodulo, una substancia
llamada leghemoglobina, la cual regula la tension del oxigeno y protege a la
nitrogenasa de un posible dafio. La nitrogenasa necesita, ademas, la presencia del
Mg?* para su adecuado funcionamiento (Orive, 1983).

La energia utilizada en este proceso, generalmente, procede de la luz solar y del
proceso de fotosintesis de la planta. La conversion de una molécula de nitrégeno en
dos moléculas de amoniaco requiere de 12 a 24 moléculas de ATP (Postgate, 1981).

Bethlenfalvay comenta que la relacion existente entre la fijacion del nitrégeno en
el nodulo y la actividad fotosintética que la fijacion del nitrogeno en el nodulo
guarda una estrecha relacion con la actividad fotosintética de la planta, ya que se
necesita de los fotosintatos para el mantenimiento y desarrollo del nédulo, y para la
fijacion y evacuacion del amoniaco fijado, en forma de aminodcidos. Una
disminucion de la fotosintesis se traduce, generalmente, en una menor fijacion
(Bethlenfalvay, 1977).

La nodulacioén es un fenomeno sumamanete complejo y se ve influido por un
gran numero de factores, tanto ambientales como genéticos. La existencia de
nodulacion, la abundancia o escasez de nodulos, su tamafio y el momento de
aparicion, entre otras caracteristicas, dependen de la planta huésped, o de las
caracteristicas genéticas de la bacteria. De una adecuada seleccion de las cepas de
Bradyrhizobium, dependera la maxima fijacion de nitrégeno por la plantay los
maximos rendimientos en la cosecha (Brill, 1978; Champion, 1992; Hume, 1990;
Lynch et al., 1993; Ravuri, 1992; Vasilas, 1993).

Lynch et al. (1993), en su estudio sobre la actividad simbidtica entre diferentes
cepas de Bradyrhizobium, demuestran que la inoculacién con dos cepas de alta
capacidad simbidtica pueden mejorar los rendimientos de semilla y fijacion
biologica de nitrogeno, con respecto a la inoculacion simple, en condiciones
climatologicas adversas.
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Entre los factores ambientales que afectan a la nodulacion, cabe destacar la
temperatura, el pH, la humedad, la presencia de nitrogeno combinado y los
microorganismos del suelo, especialmente hongos y actinomicetos (Orive, op. cit.).

La concentracion de la bacterias de Bradyrhizobium utilizada en la inoculacion,
es otro factor determinante en el rendimiento y calidad de la cosecha. Se ha
determinado que, incrementando la concentracion de bacterias de 10° a 10, en

inoculantes comerciales, se aumenta el rendimiento en la cosecha en un 24 %
(Hume, 1990).

La fijacion biologica del nitrogeno atmosférico llevada a cabo por la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, contribuyen con un considerable ahorro en cuanto a la
utilizacion de fertilizantes nitrogenados, ya que el costo de éstos ha aumentado
considerablemente en los 1ltimos afios incidiendo, a su vez, en un mayor costo de la
produccion. Otra ventaja de la inoculacion es la disminucién de la demanda de
nitrégeno en el suelo, pues parece ser que las leguminosas utilizan de una manera
mas efectiva el nitrogeno fijado, que el aplicado directamente del suelo como
fertilizante (Hemandez, 1987).

e d
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2. Micorrizas vesiculo-arbusculares

Actualmente, se han encontrado diversos problemas en la agricultura tradicional,
tales como los altos costos de produccion y la contaminacion causada por la
utilizacién indiscriminada de agroquimicos. La agricultura orgdnica se presenta
como una opcion para preservar al medio ambiente. En este tipo de tecnologia, los
microorganismos presentes en el suelo juegan un papel determinante. Entre los
microorganismos mas importantes utilizados en este tipo de agricultura estdn los
hongos micorrizicos. Estos hongos establecen una simbiosis mutualista con la raiz
de las plantas superiores. En esta simbiosis, el hongo coloniza, de forma biotréfica,
la corteza de la raiz. La planta le suministra sustratos carbonados procedentes de la
fotosintesis, mientras que el micosimbionte heterétrofo ayuda al vegetal a captar
nutrimentos minerales del suelo (Olivares, 1991; Bolan, 1991).

Existen varios tipos de micorrizas, pero la mas extendida es la denominada
vesiculo-arbuscular (MVA), en virtud de las estructuras tipicas que el hongo
desarrolla en la corteza de la raiz (Olivares, op. cit.). Sin embargo, en algunos
trabajos muy recientes sobre su caracterizacion, se propone la denominacion de
micorrizas arbusculares, considerando éste el caracter mas estable (Rosendahl,
1994). Estas micorrizas se establecen en mas del 90 % de las especies vegetales.

Las MVA constituyen, en la préctica, raices fisiolégicamente modificadas por la
presencia del hongo. El hongo solamente coloniza la epidermis y el parénquima
cortical de la raiz.

En una micorriza bien establecida se distinguen dos fases claramente
diferenciadas, la intrarradical y la extrarradical. La primera estd compuesta por las
hifas del hongo que colonizan la raiz, y crecen por entre los espacios intercelulares
pero que, cuando alcanzan la zona mas interna de la corteza, emiten frecuentes
proyecciones laterales que penetran las células y, mediante ramificaciones
dicotomicas repetidas, dan lugar a los arbusculos... "En estas estructuras tienen
lugar, preferentemente, el intercambio de nutrimentos entre los dos simbiontes"



40

(Cooper, 1984). "Con posterioridad a la formacién de los arbusculos, y por un
engrosamiento de las hifas, se originan las vesiculas, inter o intracelulares, que
tienen funcion de almacenamiento de reservas, de tipo lipidico” (Cooper, 1978). La
fase extrarradical, o micelio extemo, estd constituido por un conjunto de hifas que
se desarrollan en el suelo, y son las encargadas de la captacion de nutrimentos y
agua. "Las hifas del micelio externo constituyen una superficie adicional para la
captacion de nutrimentos, y son: capaces de explorar microhébitats del suelo
inasequibles a la raiz propiamente dicha" (Abbott, 1984). "Los nutrimentos captados
por el hongo son traslocados hacia el micelio interno y, una vez en los arbisculos,
son transferidos mediante mecanismos activos..."

Las esporas producidas por el hongo Glomus, para su propagacion, se
denominan clamidosporas y son esporas de resistencia, de paredes gruesas,
originadas, asexualmente, en los extremos de hifas vegetativas, que se distubuye
entre las particulas del suelo (Walker, 1987; Olivares, op. cit.).

El nutrimento mas importante que el hongo trasloca del suelo a la planta es el
fosforo, de manera secundaria el azufre, cobre, estroncio, potasio y zinc (Asimi et
al., 1980, Bolan, 1991, Marschener, 1994; Pacovsky et al., 1986(a,d); Vejsadova et
al., 1993; Wellings, 1991).

Mosse explica, como resultados de sus investigaciones, que el crecimiento de las
plantas se debe, principalmente, al incremento de la absorcion de fésforo. La
concentracion de fosforo es mas grande en las plantas micorrizadas que en las no
micorrizadas, y que la micorrizacion y la adicion de fertilizantes fosfatados tienen
efectos similares sobre el crecimiento de la planta (Mosse, 1981).

Nava, (1983) concluye, en su trabajo, que "la inoculacion de maiz con
Glomus  fasciculatum, incremento el contenido de fosforo en follaje en una escala
que va de 36 a 65% con respecto a las plantas no micorrizadas. Se demostro,
ademas, que con la inoculacion se pueden igualar e incluso superar, los efectos de la
aplicacion de fertilizantes fosfatados".
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Se ha demostrado que la micorriza incrementa la capacidad de fijacion del
nitrogeno en la leguminosa por la accion simbidtica con Bradyrhizobium japonicum
(Bagyaraj et al., 1979, Balbuena, 1980; Vejsadova et al., 1989).

La experimentacion con plantas de soya inoculadas con micorrizas VA; se ha
traducido en una gran estimulacion de la actividad de la nitrogenasa...

...de las plantas de soya noduladas con Rhizobium spp., (140 - 170 %)
por lo tanto, ésto indica una gran fijacion de nitrogeno. Se ha observado
en el analisis estadistico de la actividad total de la nitrogenasa, que las
plantas micorrizadas presentaron una diferencia signficativa (P=0.05)
frente a las no micorrizadas. El aumento en la actividad de la nitrogenasa
fue acompafiado por una estimulacion en el crecimiento de la planta.
Después de 58 dias, la diferencia entre las plantas micorrizadas y no
micorrizadas era evidente. Al momento de la cosecha, el rendimiento en
grano y peso de las raices, follaje y nddulos fue significativamente mayor

en las plantas micorrizadas con respecto a las no micorrizadas (Asimi ef
al., 1980).

En diversos estudios se ha puesto de manifiesto que la MVA mejora las
relaciones hidiricas de las plantas, incrementado la resistencia al estrés hidrico y
aumentando la conductividad hidraulica (Barea op. cit., Azcon, op. cit., Cooper, op.
cit.). Las hifas externas del hongo, tienen la capacidad de captar agua (debio a su
longitud) de lugares mds lejanos de la zona de deficiencia de agua, que normalmene
rodea la raiz. De esta forma, la hifa sobrepasa la zona de sequia y conecta la planta
con el suelo menos deficitario en agua y, la MVA contribuye a que la planta resista
mds la sequia.

La respuesta favorable de soya a la inoculacion con hongos endomicorrizicos
VA, también fue demostrada por Shenck (1973) al encontrar un mayor peso seco en
las semillas de soya, con mayor contenido de aceite y proteinas, que los
tratamientos testigos sin inocular.
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D. Métodos Analiticos

1. Métodos para analisis de proteinas

Existen diversos métodos para la cuantificacion de las proteinas, todos ellos
basados en algunas de sus propiedades tipicas, como pueden ser: los patrones de
absorcion de las radiaciones electromagnéticas de los grupos aromaticos, la
reactividad del enlace peptidico, su contenido de nitrogeno, etc.

Los métodos mas comunes para la determinacion de proteinas estan basados en
la determinacion de un elemento como el nitrogeno, o grupo especifico como la
hemoglobina en la proteina. Posteriormente, se calcula la cantidad de proteina que
rodea a ese elemento o grupo, mediante un factor de proporcionalidad.

La determinacién de nitrogeno en una muestra de proteina, es el método mas
comun. Se ha determinado que una mezcla pura de proteinas contiene 16 % de
nitrégeno. De esto se desprende que el contenido de proteina en una muestra se
obtiene al multiplicar la determinacion de nitrogeno por un factor igual a
6.25=(100/16). Se han determinado factores mas aproximados como son: 5.70 para
trigo, 6.38 para leche y 5.55 para gelatina.

A continuacion se presenta un resumen de los métodos mas conocidos.

MacroKjeldahl. En el afio de 1883, el Danés Kjeldahl trabajé en un método
para la determinacion del nitrogeno en las proteinas para la industria cervecera. El
método ha sufrido varias modificaciones desde la primera vez que se publico.
Basicamente, con este método se determina el nitrogeno total, tanto proteico como
no proteico. El método consiste en la digestion de la muestra con acido sulfurico.
Las proteinas y demas materia organica son oxidadas por el icido sulfurico; el
nitrégeno que se encuentra en forma organica se fija como sulfato de amonio. Al
hacer reaccionar esta sal con una base fuerte, como hidroxido de sodio, se
desprende amoniaco que se destila y se recibe en un volumen conocido de acido
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clorhidrico valorado. Por la titulacion del acido no neutralizado, se calcula la
cantidad de amoniaco desprendido y, asimismo la cantidad de nitrégeno de la
muestra. El porcentaje de nitrégeno multiplicado por le factor 6.25 nos da el
porcentaje de proteina.

El método de Kjeldahl es el mas comiin y, por lo tanto, permite comparar

facilmente resultados con otros laboratorios. Una de sus principales limitaciones es.

que puede haber pérdidas de nitrogeno debido a la temperatura de digestion y al
catalizador. El contenido de nitrogeno en la proteina puede variar
considerablemente y, por lo tanto, el factor usado para convertir nitrégeno a
proteina. También, el nitrégeno no proteico se debe tomar en cuenta, ya que éste se
mide junto con el proteico. Se usan reactivos y condiciones un tanto peligrosas. El
proceso es largo.

Dumas. En el método clasico de Dumas (1831), el nitrégeno es liberado por
pirdlisis de la muestra (700-900°C). La medicion de nitrogeno elemental
desprendido se hace volumétricamente en un nitrometro. Actualmente, los mayores
adelantos en la tecnologia garantizan una mayor precision en la pirdlisis y en la
determinacion de nitrégeno en materiales organicos.

Se puede hacer un andlisis hasta en 10 minutos, con los equipos automatizados
existentes en el mercado. Existen aparatos que incluyen para la determinacion,
cromatografos de gases, con lo que reducen el tiempo de analisis hasta dos minutos,

Este analisis ofrece dos limitaciones: una que los equipos son muy costosos, y la
otra que la presencia de nitrogeno no proteico interfiere en las determinaciones.

Los siguientes métodos se basan en el desarrollo de color para, posteriormente,
relacionar el contenido de proteina mediante una curva patron,

Método espectrofotométrico. Absorcion en el ultravioleta (280 nm). La
mayoria de las proteinas absorben en el UV a 280 nm debido, basicamente, a
grupos cromoforos de tirosina y triptofano. Si se considera que la cantidad de estos
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dos aminoacidos es siempre constante, la absorbancia debe ser proporcional a la
concentracion de proteina. Solo los amino4cidos aromaticos: tirosina, triptofano y
fenilalanina, contienen dobles ligaduras que absorben energia radiante del
ultravioleta, en forma maxima a 274.5, 278 y 260 nm, respectivamente. Al hacer
esta determinacion hay que recordar que todos los aminodciodos, por su estructura
quimica, absorben a 210 nm.

Este método es muy rapido, requiere de muy poca cantidad de proteina y es un
método que no destruye la muestra, por lo que ésta puede ser utilizada en otros
andlisis. Las determinaciones se pueden hacer bajo condiciones en las que otros
métodos fallarian, como puede ser la presencia de iones amonio y algunas sales. Sin
embargo, los resultados deben ser interpretados con cuidado.

Método de Biuret. El método de Biuret fue propuesto por Riegler en 1914, Las
sustancias que contienen dos o mas enlaces peptidicos forman un complejo
plrpura-violeta con sales de cobre en soluciones alcalinas. Es posible que el color
se desarrolle por la formacion de un ion coordinado tetracuprico con dos grupos
-CO-NH- adyacentes. La intensidad del color es determinada
espectrofotométricamente a 540 nm con una curva patron.

Este método es el mas simple para medir proteina total. En este método, existen
muy pocas interferencias de otros compuestos en el desarrollo de color. Sin
embargo, los lipidos e hidratos de carbono por formacion de complejos con el ion
coordinado, causan interferencias. La presencia de NH," interfiere con la reaccion.
Una limitacion mas es que se necesitan entre 20 y 40 mg de proteina. Otra
desventaja es que se necesita mas material de laboratorio que en otros métodos.
Pinckney, en 1949, realizo algunas modificaciones al método original para
determinar proteina en cereales. En el método modificado, el color se evalia
después de un periodo de reaccion y se utiliza hidroxido de potasio, tartrato de
sodio y sulfato ciprico aplicado directamente para obtener simultineamente la
extraccion y reaccion colorida. Los resultados correlacionan bien con la
determinacion de proteina por el método de Kjeldahl.

ey
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Método Lowry. Es el método mas sensible, 100 veces mas sensible que el
Biuret. Relativamente rapido, ya que se hacen los andlisis en una hora. Se basa en
el desarrollo de un color azul, debido a: (1) reaccion de Biuret, y (2) reduccion del
reactivo de fosfomolibdeno-volframato por aminoacidos, como tirosina y triptofano,
presentes en las proteinas. La absorbancia se mide a 750 nm (alta sensibilidad) para
proteinas concentradas. Se requiere de una curva patrén, que es recomendable
hacer con la misma proteina. La sensibilidad va desde 0.2 a 300 microgramos.

Los inconvenientes de este método son: (1) que se requiere de mucho cuidado
en la estandarizacion; (2) la intensidad de color varia entre proteinas; (3) el color no
es siempre proporcional a la concentracion. Este método presenta, ademas,
interferencia de sacarosa, lipidos, amortiguadores de pH, monosacaridos y
hexosaminas, ya que reaccionan con los reactivos de Lowry. El sulfato de amonio,
los sulfhidrilos y los fosfatos, también, interfieren en la determinacion (Badui,
1990).

2. Métodos para analisis de aceite

Los métodos para la determinacion de aceite se dividen, generalmente, en dos
grupos: aquellos para determinar el contenido y la composicion de los lipidos en el
alimento, y los relativos al andlisis de las propiedades fisicas y quimicas de los
aceites extraidos.

El propésito de este estudio fue hacer un analisis del contenido de aceite en la
semilla de la soya. Para lograr este fin, la bibliografia refiere muchos métodos para
la determinacion no instrumental del contenido de aceite en la harina de soya. Por
tal motivo, solamente se hara referencia a los mas comunes.

Soxhlet. Método gravimétrico en el que se usa un extractor de Soxhlet que
consta de tres partes: un extractor, un matraz y un refrigerante unidos por juntas
esmeriladas. La muestra previamente molida y homogeneizada se pesa en un
cartucho especial de celulosa. Se conecta el matraz al extractor y éste al
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refrigerante. A continuacion, se agrega eter etilico por el refrigerante, y se procede a
calentar el matraz en parrilla eléctrica. Después de cuatro horas, se saca el cartucho
con la muestra desengrasada y se sigue calentando hasta la casi total eliminacion
del éter, recuperando el cartucho antes de que descargue. Se quita el matraz y se
calienta bajo la campana hasta la total evaporacion del éter. Secar el extracto a 100
°C por 30 min., enfriar en un desecador y pesar (Pomeranz, 1982).

Goldfisch. Este también es un método gravimétrico que consiste en pesar en un
cartucho de celulosa, 4 a 5 g de muestra previamente molida y homogenizada, tapar
con algodon y colocar en un sostenedor o recipiente con el fondo perforado. El
sostenedor se coloca en el aparato de Goldfisch. Por otro lado, en el vaso ya pesado
se ponen aproximadamente 40 ml de éter dietilico y se coloca en el aparato de
Goldfisch mediante un anillo de fierro con empaque de hule. Se sube la parrilla.
Calentar durante 4 horas comprobando que la extraccién haya sido completa. Al
finalizar se cambia el sostenedor con el cartucho por otro recipiente cerrado sin
perforacion y se vuelve a calentar para recuperar el éter del vaso, éste se quita del
aparato y se mete 30 min. a la estufa. Se enfria en el desecador y se pesa (Aragén y
Villa, 1994; Pomeranz y Meloan, op. cit.).

Bésicamente, los dos métodos antes mencionados son similares. Ambos, se
basan en la extraccion del aceite de la muestra por un solvente, aprovechando la
propiedad de ser "una sustancia insoluble en agua, pero soluble en disolventes
organicos, tales como cloroformo, hexano y éter etilico” (Badui, 1990).

Estos métodos tienen la desventaja de que son destructivos, ya que requieren
moler la muestra y extraer el aceite para determinar su contenido. Ademas de ser
métodos que consumen mucho tiempo. Sin embargo, son métodos muy comunes y,
por lo tanto, permiten comparar ficilmente resultados con otros laboratorios
(Pomeranz y Meloan, 1982).

Ademads, existen otros métodos como el de Wemer-Schmid y el de
Roese-Gottlieb (Pomeranz y Meloan, 1982).
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Cromatografia de gases. "La base comun para todas las técnicas
cromatograficas es la migracion diferencial de un soluto, debida a una fase
estacionaria que propicia una atraccion con una fase en movimiento" (Hamilton,
1981). Aunque existe esta base en comun, hay muchas diferencias entre los
diversos métodos cromatograficos,

La separacion se realiza utilizando las diferentes polaridades de los lipidos y
acidos grasos. Al inyectarse una muestra de material en la corriente de un gas inerte
(gas acarreador), este gas pasa a una columna que contiene un medio apropiado
para que se efectie la separacion, retardando el flujo de los componentes de la
muestra. Los compuestos separados emergen a diferentes intervalos, pasan a través
de un detector, y se registran en un papel, obteniéndose asi el cromatograma.

La cantidad de soluto es directamente proporcional al pico que se registra en el
cromatograma. Para obtener un resultado mas exacto, se mide el area del pico.
Existen diferentes métodos para medir el area: (a) planimetro, (b) triangulacion, (c)
corte y peso de papel y (d) con la ayuda de un integrado digital electronico.

Existen otros métodos instrumentales para la determinacion indirecta del aceite,
como es la resonancia magnética nuclear, que es un método no destructivo y
altamente eficiente.

Resonancia magnética nuclear (RMN). La aplicacion reciente de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, para el analisis del aceite en
semillas, ha abierto nuevas oportunidades para los genetistas y los productores de
semillas mejoradas (Collins, 1967; Pomeranz y Meloan, 1982). El método no es
destructivo, y la semilla mantiene la capacidad de germinar, por lo que es una
herramienta que colabora en el desarrollo de nuevas variedades de semillas
(Collins, op. cit.). Es un método rapido, y puede ser usado para determinar el
contenido de aceite en una semilla o en un lote de semillas. La humedad superior al
4 % interfiere con la determinacion.

oyt
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Bésicamente, el método se basa en "la absorcion de energia en la zona de la
radiofrecuencia por parte de los nucleos de algunos atomos, cuando se colocan
éstos en un campo magnético interno de alta homogeneidad" (Watty, 1982). Los
elementos que se determinan, generalmente, por RMN son 'H, ''B, *C, “F y *'P.

El espectrometro de RMN estd compuesto de las siguientes unidades basicas:
magneto, oscilador de radio frecuencia y un detector de radio frecuencia.

Este método, también, se utiliza para la determinacion de las propiedades fisicas
y quimicas de los aceites. Por este método se puede determinar la proporcion de los
acidos grasos presentes en el aceite.

La espectroscopia de RMN es el método analitico rival de la espectroscopia de
infrarrojo cercano (IRC) para el anélisis de alimentos. El método de RMN permite
realizar analisis proximales de los alimentos, de manera confiable. Este método
requiere de una minima preparacion de la muestra, obteniéndose resultados rapidos
y con un alto grado de precision (Osborne, 1987).

Espectroscopia de infrarrojo (IR). Actualmente, las técnicas de infrarrojo
estan ampliamente reconocidas en diferentes sectores de la industria de los
alimentos debido, principalmente, a la rapidez en los andlisis proximales.
Particularmente, en la industria de las semillas, la espectroscopia en el infrarrojo
cercano (IRC) es aceptada como un método para el analisis de proteina y aceite. La
razon principal, por la cual el método de analisis por infrarrojo es poco utilizado, es
porque presenta algunas limitaciones dentro de los analisis cuantitativos de los
alimentos.

A partir de 1973, la utilizacion de la espectroscopia de infrarrojo en el analisis
de alimentos aumento, en forma sorprendente, con la aplicacion de una modalidad
mas moderma de la espectroscopia de infrarrojo cercano. Karl H. Norris logré
obtener, de cereales y semillas, espectros en infrarrojo cercano, los cuales fueron
interpretados, dando un nuevo impulso a esta tecnologia. Actualmente, la técnica de
Norris es la que se utiliza en la fabricacion y disefio de los analizadores de
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infrarrojo cercano (Osborne,op. cit.).

Miller en 1979, demostré las ventajas que presenta la utilizacion de la
espectroscopia en el infrarrojo cercano en el analisis proximal de cereales. Sus
principales ventajas son rapidez y precision.

Otra ventaja de este método es que se pueden hacer determinaciones sin tener
que preparar la muestra, Es un método no destructivo. Los analizadores IRC
permiten que las muestras sean rapidamente analizadas. Los resultados obtenidos
proporcionan informacion para la toma de decisiones en cuanto a calidad y precio
que debe ser pagado por cada lote. Ademas de proporcionar criterios para el
almacenamiento de las semillas. La desventaja principal es que es un método
empirico, ya que no usa ninguna ley matematica que describa las interacciones
fielmente. Es preciso utilizar patrones conocidos al calibrar los intrumentos lectores
de los analizadores de infrarrojo cercano. Sin embargo, en los analizadores
modernos, el proceso de calibracion es muy rdpido gracias a la existencia de
programas computarizados o software que facilitan esta tarea.

El método Kjeldahl, para la determinacion de proteinas, es el método frente al
cual se verifican y calibran las lecturas del IRC, sin embargo, el IRC es un método
mucho mas rapido que el Kjeldahl.

El método IRC se utiliza para la determinacion de humedad, proteina, aceite,
carbohidratos, fibra dietética, d4cidos organicos, alcoholes, constituyentes
inorganicos, dafio mecanico en almidén, pureza de harinas y dureza del trigo, etc.

_ (Osborne. op. cit.).

Espectrofotometria en ultravioleta. Este método permite la deteccion de los
acidos grasos mas comunes. Para su determinacion ¢s preciso que los acidos grasos
polinsaturados, sean convertidos en isdmeros conjugados por la accion del calor en
presencia de alcalis. El método es empirico y presenta limitaciones en los
procedimientos analiticos no estequiométricos (Pomeranz y Meloan, 1982).
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El desarrollo de equipos 6pticos y métodos basados en las diferencias de las
presiones de vapor, coeficientes de particion, adsorcion, y patrones de
fragmentacion por métodos degradantes y resonancia de electrones, son
herramientas muy poderosas que proporcionan informacion especifica muy valiosa
sobre los contenidos de aceite y acidos grasos.

3. Métodos para analisis de fosforo

Método del Vanado-Molibdato: El método del Vanado-Molibdato es el método
sugerido por el A.O.A.C. para la determinacion de fosforo en harina de soya. Este
método es el mas confiable y utilizado por la gran mayoria de los laboratorios de
analisis de alimentos.

El método colorimétrico para la determinacion de fosforo se basa en la formacion
de heteropolicomplejos, mediante 1a coordinacion de grupos molibdato, actuando el
foésforo como atomo central del complejo, remplazando los grupos molibdato a los
atomos de oxigeno del grupo PO,

H3P04 + ]2 H2M004‘_———_= H3P(M0010)4 + 12 Hzo

Los heteropolicompuestos, antes de su reduccion, imparten a las disoluciones
acuosas que los contienen, tonalidades amarillas. El color amarillo del compuesto
vanadomolbdofosforico se intesifica considerablemente por la presencia del
vanadio.

LLa naturaleza del compuesto cromogeno amarillo del sistema
vanadomolibdofosforico se atribuye a la sustitucion de los atomos de O del radical
PO,™ por radicales oxivanadio y oximolibdeno, para dar un heteropolicompuesto

‘que es cromogeno. Las ventajas del método son su extrema simplicidad y una

sensibildad de 1 a 20 ppm de P. Otra ventaja es que el color amarillos es estable
con el paso del tiempo, asi como la independencia de interferencias por parte de un
gran namero de especies idnicas, hasta concentraciones de 1000 ppm y la
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adaptabilidad a medios acidificados con HNO, , HCI, H,SO, y HCIO,. Los iones
que no interfieren en concentraciones de hasta 1000 ppm son: Mg, Ca, Ba, Al, K,
Na, Mn, Cu, Zr, cianuro, sulfato, sulfito, citrato, oxalato y benzoato.

Bdsicamente, existen dos vias para realizar el analisis de fosforo. Estas dos son
oxidacion de la muestra por via seca 6 humeda. En el apartado referente al analisis
de fosforo del Capitulo 2, Materiales y Métodos, se explicaran con detalle estos dos
métodos (AOAC, 1980).

Espectroscopia de absorcién atémica. En un analisis de absorcién atomica, la
muestra que contiene el fosforo se vaporiza y reduce a su estado atémico. Un rayo
luminoso de una longitud de onda caracteristica, producido por una lampara
especial, se dirige a través del eje longitudinal de una flama, hacia un
espectrofotdmetro. Al mismo tiempo, la solucion de la muestra, previamente
dispersada en forma de niebla, pasa por una flama, donde se evapora secando la
sal, y el vapor de ésta se disocia en los atomos del elemento en estudio, los cuales
absorben parte de la luz emitida por la lampara. Dicha absorcion se mide y se
relaciona con la concentracion. Cada elemento emite o absorbe luz a longitudes de
onda caracteristicas, que se pueden utilizar para su identificacion y cuantificacion.

La técnica se ha aplicado en el andlisis de bebidas y alimento. Sus ventajas son:
(1) una muy alta sensibilidad, (2) un limite de deteccion muy bajo. Ademas, se
pueden analizar y obtener resultados, con precision en concentraciones del orden de
ppm, ppb o picogramos. Es facil de operar, y los analisis son muy rapidos. Como
desventaja principal, se tiene el que sea un método destructivo. Se necesitan
estandares para comparar el problema y, solamente, se puede determinar un
elemento a la vez (Watty, 1982; Hamilton et al., 1981).

Espectroscopia en el infrarrojo cercano: Este método instrumental permite el
analisis de los constituyentes inorganicos de los alimentos. Por este método es
posible la deteccion de contenido de fosforo en la semilla de soya. El ser un método
no destructivo es una gran ventaja sobre otros métodos. Otra ventaja es su rapidez y
sensibilidad (Osbome, 1987).
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IT Materiales y Métodos

A. Material biologico

1. Variedad BM,

Se analizé soya Glycine max (L.) Merrill variedad BM,. Esta soya se obtuvo como
resultado de un trabajo experimental previo titulado "Efecto de la inoculacion de la
soya (Glycine max (L.) Merrill) variedad BM,, con Bradyrhizobium japonicum y
Glomus fasciculatum, en comparacion con la fertilizacion quimica, en suelo
calcimorfico del estado de Morelos, bajo condiciones de temporal" (Gémez y
Rodriguez, 1992).

Este trabajo de campo, dirigido por el M. en C. Sergio Palacios Mayorga, en el
"Municipio de Miacatlan, Morelos, se ubico geograficamente a los 18°46’ de latitud
norte y 99°21' de longitud oeste del meridiano de Greenwich, con una elevacion
promedio de 1,100 m.s.n.m., en un suelo de naturaleza calcimagnésica muy pobre
en fosforo disponible” (Gémez y Rodriguez, 1992).

2. Cepas bacterianas

Para la inoculacion se utilizo un cultivo liquido de Bradyrhizobium japonicum, con
una poblacion de 10 ® células/ml. Se utilizé 1a cepa RCR 3407 de la coleccion de
cepas del Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia de la UNAM.

3. Aislados fungicos

El inoculante de Glomus fasciculatum, estuvo compuesto por 8.5 g de una mezcla
de suelo con raices de maiz (2.5 g) cortadas en segmentos de 0.5-0.8 cm de largo,
con un promedio de infeccién del 70 % y 50 esporas, en promedio, por gramo de
inoculante, base humeda por tratamiento. Se utilizo la cepa E3 de la coleccion de
cepas del Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia de la UNAM.
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4, Fertilizacion quimica

"Como fuente de nitrogeno se aplicé sulfato de amonio, (NH,),SO, al 20.5%, y
como fuente de fosforo se utilizo superfosfato de calcio simple, Ca,(PO,), al 20 %"
(Gémez y Rodriguez, 1992).

5. Tratamientos

El experimento desarrollado por Gomez y Rodriguez, "se establecié en una
superficie de 496.8 m? con base en un disefio experimental de bloques al azar,
considerando 12 tratamientos y 4 repeticiones" (Gémez y Rodriguez, 1992).

Los tratamientos fueron los siguientes:

1. 00-00-00 (Testigo absoluto).

2. Fertilizado con 40-00-00 (N,P,K).

3. Fertilizado con 00-80-00 (N,P,K).

4. Fertilizado con 40-80-00 (N,PK).

5. Inoculado con Bradyrhizobium japonicum.

6. Inoculado con Bradyrhizobium japonicum + 00-80-00 (N,P K).

7. Inoculado con Bradyrhizobium japonicum + 40-00-00 (N,P,K).

8. Inoculado con Bradyrhizobium japonicum + 40-80-00 (N,P,K).

9. Inoculado con B. japonicum + Glomus fasciculatum.

10. Inoculado con B. japonicum + G. fasciculatum + 40-00-00 (N,P,K).
11. Inoculado con B. japonicum + G. fasciculatum + 00-80-00 (N,P,K).
12. Inoculado con B. japonicum + G. fasciculatum + 40-80-00 (N,P K).
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B. Analisis de proteina.

El analisis del contenido de proteinas en la semilla de soya se hizo por
espectroscopia de infrarrojo cercano y por el método de Kjeldahl. La finalidad de
realizar el analisis por estos dos métodos fue el verificar la exactitud de los datos
obtenidos.

A continuacion se describe el procedimiento de acuerdo a los métodos
utilizados:

1. Espectroscopia de infrarrojo cercano

Los analisis de proteina, aceite y humedad por el método de infrarrojo cercano se
realizaron con el analizador INFRATEC, modelo 1255 "Food and Feed Analyzer"
(Figura 1, al final del capitulo de resultados). Este analizador se basa en la
espectroscopia por transmitancia en el infrarrojo cercano. Estos analisis se
realizaron en el Laboratorio de Oleaginosas, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP), de la Secretaria de
Agricultura y Recursos Hidraulicos (SARH), en Chapingo, Estado de México.

Fundamento. La regiéon del espectro de infrarrojo cercano comprende el
intervalo de los 700 a 3000 nm. La incidencia de un haz de energia infrarroja
radiante atraviesa la muestra provocando un cambio en los movimientos
rotacionales y vibratorios de la moléculas de la muestra, presentandose por lo tanto
un cambio de momento dipolar en las moléculas. Al absorber la energia las
moléculas cambian la amplitud y frecuencia de su vibracion. La medicion de los
diferentes tipos de vibraciones, debido al tipo de enlace caracteristico de la
molécula sera el objetivo del analisis de infrarrojo cercano. Estas mediciones de las
seilales eléctricas o bandas son los elementos que caractrizaran los grupos

- funcionales y estructuras quimicas que componen la molécula, por lo que es factible

identificar un elemento en base a la posicion que ocupa la banda dentro del
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espectro. Este método instrumental de analisis es aplicado exitosamente en las
determinaciones cualitativas y su aplicacion se ha extendido a determinaciones
cuantitativas con la utilizacion de métodos computarizados de calibracion,
reduciendo al minimo los errores que se producian debido a que, frecuentemente, el
método de infrarrojo no cumple con la ley de Beer (Osbome, 1987, Skoog, 1992).

Procedimiento. Mediante un programa computarizado especial, se calibra el
analizador para trabajar con semilla de soya. Una vez calibrado, se seleccionan la
celdas segun se indica en el manual de operacion del autoanalizador. Estas celdas
se colocan en el compartimento destinado para la muestra. Se distribuyen las
semillas de soya dentro de la serie de 5 celdas, cada anillo o celda tiene una
capacidad de muestra entre 6 y 8 g. Una vez rasadas las celdas a su capacidad se
cierra el compartimento dispuesto para la muestra y, automaticamente, se inicia el
analisis. Después de 1 minuto, se obtienen los resultados.

2. Método de Macrokjeldahl

Los analisis por el método de Kjeldahl se realizaron en el Laboratorio de Biologia

~de Suelos del Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia de la UNAM.

Fundamento. Las proteinas y demas materia organica son oxidadas por el acido
sulfiirico durante el proceso de digestion; el nitrogeno que se encuentra en forma
organica se fija como sulfato de amonio. Durante el proceso de destilacion se hace
reaccionar esta sal con una base fuerte, se desprende amoniaco que se destila y se
recibe en un volimen conocido de acido valorado. Por titulacion del acido no
neutralizado se calcula la cantidad de amoniaco desprendido y asi, la cantidad de
nitrogeno de la muestra. (Aragén y Villa-Novoa, 1994).

Procedimiento. Se pesa en balanza analitica 1 g de harina de soya
homogeneizada, dentro de un papel blanco, y se introduce en un matraz de Kjeldahi
de 800 ml; se agregan 0.3 g de sulfato de cobre pentahidratado, 5 g de sulfato de
potasio o sulfato de sodio, 15 ml de acido sulfirico concentrado; y pedazos de plato

.......
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poroso, 6 perlas de vidrio, para regular la ebullicion en la destilacion. Lo anterior se
hace con el fin de oxidar las proteinas y la demas materia organica. Se coloca el
matraz en el digestor del aparato de Kjeldahl y se inicia la digestion a una
temperatura constante, hasta la total destruccion de la materia organica; Ia solucion
debe quedar completamente cristalina. Este proceso se lleva a cabo en una o dos
horas. Enfriar y diluir con 350 ml de agua destilada; enfriar sobre hielo. Durante la
digestion, el nitrogeno que se encuentra en forma organica y se fija como sulfato de
amonio. Se requiere hacer un blanco con todos los reactivos para utilzarlo en la
correccion de los calculos.

Aiiadir 40 ml de una solucion concentrada de hidroxido de sodio 1:1 (100 g de
NaOH en 100 ml de agua) que, también, ha sido enfriada sobre hielo, haciéndola
resbalar lentamente por la pared del matraz, de manera que se estratifiquen las dos
soluciones, evitando agitacion para no propiciar el desprendimiento prematuro de
amoniaco. Se adiciona granalla de zinc 6 0.2 g de zinc en polvo y se conecta
inmediatamente el matraz a la trampa de Kjeldahl, unida al refrigerante que, a su
vez, esta conectado a una alargadera que va sumergida en 50 ml de HCi 0,1 N
(medidos con pipeta volumétrica), contenidos en un matraz Erlenmeyer de 500 ml,
adicionados en 5 gotas de indicador rojo de metilo 0.1 % en alcohol. Al hacer
reaccionar el sulfato de amonio, con una base fuerte, se desprende amoniaco que se
destila y se recibe en un volimen conocido de acido valorado. Las conexiones
deben ser de un ajuste perfecto para evitar las fugas.

Una vez conectado el matraz, agitar vigorosamente para mezclar las dos capas e,
inmediatamente, colocar en la parrila (ya caliente) del destilador, regulando la
ebullicion. Se destila, aproximadamente, hasta un volumen de 250 ml. Suspender la
destilacion, retirando primero el matraz con el destilado de manera que la
alargadera quede por encima del nivel y, antes de apagar la parrilla, dejar destilar
unos minutos con el objeto de lavar la alargadera por dentro y después lavarla por
fuera recogiendo el liquido de los lavados en el mismo matraz.
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Titular el exceso de acido con solucion valorada de NaOH 0.1N, hasta que vire
al amarillo del indicador. La titulacion del dcido no neutralizado permite conocer la
cantidad de amoniaco desprendido y, asi, la cantidad de nitrogeno de la muestra
(AOAC, 1980, Aragon y Villa-Novoa, 1994).

El porcentaje de proteina cruda se calcula como sigue:

% Nitrogeno = [ (mlblanco-mlproblema)*N(NaOH)*0.014*100] / peso de la muestra en gramos.
meq Nitrogeno = 0.014

El porcentaje de nitrégeno multiplicado por el factor 6.25 da el porcentaje de
proteina cruda (Aragon y Villa-Novoa, 1994).
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C. Analisis de aceite

1. Espectroscopia de infrarrojo cercano:

La técnica y el fundamento de la espectroscopia de infrarrojo cercano fueron
descritos en el apartado correspondiente al analisis de proteina.

2. Resonancia magnética nuclear:

El analisis del contenido de aceite en la semilla de soya se realiz6 en el laboratorio
de oleaginosas del INIFAP. Se utilizo un analizador de resonancia magnética
nuclear (RM.N.) de banda ancha, NEWPORT ANALYSER, modelo MK-III
(Figura 2, al final del capitulo de resultados).

Fundamento. Es un método espectrofotométrico de analisis no destructivo, el
cual estd basado en la absorcion de energia en la zona de radiofrecuencia de los
nicleos de algunos atomos, cuando se colocan éstos en un campo magnético interno
de alta homogeneidad. El espectro obtenido es un grafico que ofrece la intensidad
de la absorcion de la energia en funcion de la intensidad del campo magnético (Hart,
1991).

Procedimiento. El método para el analisis del contenido de aceite en la semilla se
realiz6 por el método de R.M.N. El analisis se inicia con el secado de 1a muestra en
estufa a 100 °C, con el fin de retirar la mayor cantidad de humedad posible de la
semilla, ya que las moléculas de agua interfieren con el analisis.

Se pesa una muestra, aproximadamente, de 27 g dentro de una celda. Se registra
el peso y se introduce dentro del aparato de resonancia magnética nuclear, se
obtiene una lectura y se calcula el porcentaje de aceite en la muestra segun el
procedimiento indicado en el siguiente apartado.



59

Calculos:
Factor para aceite de soya puro (F) = (Peso de la muestra / Lectura por RMN) * 100

El factor utilizado es la lectura que se obtiene del aparato de RMN para una muestra
patron del aceite de soya puro. El factor utilizado fue 29.68 = (24.9596 / 84.1) * 100

% de aceite en la muestra = [(Lectura de la muestra por RMN * F) / Peso de la muestra )}

3. Cromatografia de gases

El analisis del contenido de acidos grasos en el aceite de la semilla de soya se
realizo en el Laboratorio de oleaginosas del INIFAP, en Chapingo, Estado de
Meéxico.,

El método utilizado para la separacion y cuantifiacion de dcido grasos fue el de
cromatografia de gases utilizando metilato de sodio, para obtener los ésteres
metilicos de los acidos grasos. La separacion se efectué mediante columna de acero
inoxidable de dos metros de largo empacada con Dietilen glicol succinato (DEGS)
al 15% en Chromosorb W.A.W. con malla 80/100.

El detector para este caso fue ionizacion de flama, el equipo de cromatografia es
marca VARIAN, modelo 3700.

Fundamento. La cromatografia de gases es un proceso en el cual la mezcla
problema se separa en sus partes constituyentes, por una fase gaseosa mévil que
pasa sobre un adsorbente sdlido fijo. La muestra es inyectada y vaporizada
rapidamente por efecto de una alta temperatura, la cual una vez mezclada con un
gas acarreador pasa por la columna. Un detector cuantifica el paso de la sustancias
eluyentes en el gas acarreador, a medida que salen de la columna. Todos los
detectores estan diseflados para producir una seflal eléctrica, como resultado de un
efecto fisico causado por la sustancia eluyente. Se amplifica la sefial y se aplica a
un registrador que hace una trazo referente a la sustancias que se eluyen, o se aplica
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a un integrador electronico y a un equipo de procesamiento de datos. Para el anlisis
de alimentos, el detector mas utilizado es el de ionizacion de flama, el cual es muy
sensible y tiene unos limites de respuesta lineal muy amplios (Gordon, 1990, Egan
etal., 1987).

Procedimiento. Se moli6 la semilla de soya, en un molino de aspas por 30
segundos. Se tomd una muestra de 0.5 g y se coloco en un tubo de ensayo. Se la
agregaron 2 ml de hexano y se agitd por 30 segundos. Se sometié a centrifugacion
durante 10 minutos a 15,000 rpm, en una centrifuga IEC, modelo K, serie
71651846. Después, se tomo una alicuota, se paso a un tubo de ensayo con rosca y
se aftadieron 2 gotas de metilato de sodio, para obtener los ésteres metilicos. Se
agitd y se dejo reposar por unos minutos.

Se agité y se tomaron de 1 a 2 microlitros de muestra con una jeringa, para
inyectarlos en el cromatdgrafo. La temperatura de la columna fué de 180° C. El
receptaculo donde se inyectd se encontraba a 220° C y el detector a 230° C. Por
ultimo, al cabo de unos minutos, se obtuvieron los resultados en un graficador
VARIAN, modelo 9176 (Grafica 16).

Célculos. La concentracion de los acidos grasos se obtuvo por el método de
normalizacion de dreas con la ayuda del método de triangulacion.

-on b
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D. Anélisis de fésforo

Los analisis de fosforo se realizaron en el Laboratorio de biologia de suelos, del
Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia de la UNAM.

El fosforo presente en la semilla se determiné por el método oficial y tradicional
del Vanado-Molibdato, via seca, propuesto por el AOAC (1980), y se verificaron
los datos por el método del Vanado-Molibdato, via humeda.

Fundamento. El método del Vanado - Molibdato para el analisis de fosforo se basa
en la reaccion de Misson. La solucion acida que contiene ortofosfato se trata con un
reactivo que contiene acido molibdico y dcido vanadico, para formar un complejo
estable de color amarillo naranja del acido vanadomolibdofosforico (H,PO,,
VO;M, 11 MoO,, nH,0). La absorcion maxima es a 330 nm, sin embargo, se han
publicado trabajos en los que se han obtienido resultados satisfactorios en el
intervalo de 420-480 nm, si se tiene el cuidado de que la luz sea monocromatica. A
continuacion, se describen los métodos empleados (Ayres, 1970, Egan, et al,
1987). !

1. Método del Vanado-Molibdato, via seca

Material y Equipo. Matraces volumétricos de 100 ml, pipetas volumétricas de 1 y
10 ml, probeta de 50 ml y espectrofotometro.

Reactivo compuesto de vanado-molibdato. Disolver 20 g de molibdato de amonio
en 400 m] de agua desionizada caliente (50° C) y enfriar. Disolver en un matraz
aforado de 1 litro, 1 g de vanadato de amonio en 300 ml de agua hirviendo; enfriar
y adicionar 140 ml de 4cido nitrico concentrado; agitar, en seguida se agrega la
solucion de molibdato a la solucion de vanadato, poco a poco agitando, para luego;
aforar a 1 litro, con agua destilada.
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Solucion tipo de fosfato. Preparar una la solucién que contenga 3.3834 g de
KH,PO, por litro. Tomar 25 ml de ésta solucion y llevarlos a 250 ml de agua
destilada. 1ml = 0.2 mg de P,O;.

Preparacion de la curva patron. A una serie de matraces volumétricos de 100 ml,
afiadir las siguientes alicuotas de la solucion diluida de fosfato, 0, 2.5, 5, 10, 20 y
30 ml. Agregar de 50 a 60 ml de agua destilada en cada matraz. Afladir unas gotas
de la solucion de NH,OH a cada matraz y acidificar con HNO, (1:2).
Posteriormente, agregar 25 ml del reactivo de vanado-molibdato, diluyendo al aforo
y homogeneizar. Dejar reposar 10 minutos, y leer en el espectrofotometro a 470
nm.

Procedimiento. Colocar 1 g de la muestra en un crisol de porcelana; afladir 3 ml de
una solucién saturada de Mg(NO,),, mezclar bien con una agitador de vidrio.
Limpiar el agitador con un pedazo pequeiio de papel filtro y dejar ese pedazo de
papel en el crisol. Secar [a muestra en estufa por dos horas, a 100° C. Transferir el
crisol a una mufla y calcinar a 550° C por 6 a 8 hr., hasta obtener cenizas blancas.
Si las cenizas no son blancas, después de este tiempo, dejar enfriar el crisol y,
posteriormente, humedecer las cenizas con unas gotas de acido nitrico (1+2). Secar
en la estufa a 100° C, y volver a calcinar a 550° C hasta obtener cenizas blancas.
Enfriar el crisol y cubrirlo con un vidrio de reloj. Hervir las cenizas con 10 ml de
HCl (1+4), para disolverlas. Aftadir 5 ml mas de acido clorhidrico. Transferir
cuantitativamente la solucion sobre un matraz volumétrico de 100 ml, lavando con
agua destilada. Filtrar, si fuera necesario. Neutralizar con NH,OH hasta pH 7-7.2 (
el volumen de NH,OH, en este paso, debera ser entre 50 y 60 ml), y luego,
acidificar con HNQO; (1:2). Tomar una alicuota de 10 ml y agregar 25 ml del
reactivo de vanado-molibdato, aforando después al volumen del matraz (AOAC,
1980, Aragon y Villa-Novoa, op. cit.). Tomar 10 ml, colocarlos en un celda del
espectrofotometro y medir la densidad optica a 470 nm, después de dejar reposar 10
minutos. Se utilizo un espectrofotométro marca SPECTRONIC, modelo 20, serie
563245.

.......
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Calculos:
Obtener la concentracion en mg del pentoxido de fosforo interpolando de la
curva patron.

(Cong. en mg de P,O, *Factor de dilucion * 100) = mg de P,O,/ 100 mg de muestra

Peso de la muestra

1. Método del Vanado-Molibdato, via himeda

Material y Equipo. Matraces Erlenmeyer de 500 ml para realizar las digestiones,
placa eléctrica con termostato, buretas, matraces aforados de 50 ml, y un
espectrofotometro.

Reactivos. Disolucién ternaria de los acidos: HNO,, H,SO, y HCIO,. Se prepara
mezclando 100 ml de HNO, concentrado, 10 ml de H,SO, concentrado y 40 ml de
HCIO, al 60 % (cualquier cantidad en la proporcién en volumen 10:1:4), dejando
que se enfrie antes de utilizarla.

Procedimiento: |

Precauciones. La digestion previa de la harina con HNO;, antes de la adicion de
HCIO,, es muy importante para eliminar el peligro de explosiones e incendios. Si el
acido perclorico es de concentracion superior al 60 % nunca debera ser afladido
directamente sobre 1a harina.

Predigestion. Se coloca la muestra de harina en un matraz Erlenmeyer de 500 ml
y 5 ml de HNO, concentrado por cada gramo de harina. Se imprime al frasco un
movimiento giratorio con el fin de humedecer toda ia muestra, se coloca el matraz
sobre una placa eléctrica a una temperatura de 180 a 200° C. El frasco se conecta al
sistema de aspirado con el fin de eliminar los 6xidos de nitrogeno y condensar los
vapores acidos que no hayan reaccionado. Se hierve la suspension hasta que se
reduzca casi a sequedad. Esta predigestion requiere unos 45 minutos.

-ty
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Digestion. Una vez frio el matraz, después de la predigestion, se afladen 5 ml de
la mezcla temaria (HNO, -H,SO, - HCIO,) por cada gramo de harina. La digestion
se prolonga a temperatura de 180 a 200 °C hasta que aparezcan los humos blancos
de H,SO, y HCIO,. El proceso de digestion se continia hasta que quede una
disolucion clara después de la volatilizacion de los 4cidos, y se haya evaporado en
su mayor parte.

Determinacion: una vez digerida la muestra, se afiaden 30 ml de acido
clorhidrico que no exceda la normalidad de 0.8. Posteriormente, se afladen 10 mi
del reactivo de vanadomolibdato y se diluye la disolucién hasta 50 ml con agua
destilada, mezclando bien. El color se desarrolla rapidamente pero, usualmente, se
lee una vez transcurridos 10 minutos, con el fin de asegurar que se alcance la
intensidad maxima. El color se mide en el colorimetro en un intervalo de
absorbancia de 400 a 490 nm. Generalmente, se utiliza un filtro de 470 nm (AOAC,
1980, Aragon y Villa-Novoa, op. cit). Se usé un espectrofotometro marca
SPECTRONIC, model 20, serie 563245.

Célculos. Obtener la concentracion en mg del pentdxido de fosforo interpolando de
la curva patron.

(Conc. en mg de P,O, *Factor de dilucion * 100) = mg de P,0, / 100 mg de muestra
Peso de la muestra

-t
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E. Anaélisis estadistico

Desde el punto de vista del planteamiento estadistico se proponen dos hipétesis
estadisticas.

H,, No existe diferencia significativa (P=0.01) entre los tratamientos
experimentados, en cuanto al contenido de humedad, peso de 1000 semillas,
contenido de proteina y aceite en semilla, concentracion de acidos grasos, fosforo
total en semilla.

H,: Si existe diferencia significativa entre los tratamientos experimentados, en
cuanto a estas mismas variables.

En cuanto a la normalidad de los datos experimentales, obtenidos para cada uno
de los analisis de cada tratamiento, se supone que cumplen con una distribucién

“normal o del tipo gaussiana; llamada asi en honor de Karl F. Gauss, quien dedujo

una ecuacioén para la descripcion de este tipo de distribuciones..

Para el andlisis de los datos, y con base en la normalidad de los mismos, se
utilizo una prueba de hipotesis paramétrica. Esta prueba de hipdtesis es el analisis
de varianza. El andlisis de varianza es, ademas, una técnica por la cual la variacion
total es dividida en componentes en algun sentido, es decir, establece grupos de
tratamientos con medias comprendidas dentro de un intervalo de variabilidad.

Por altimo se utilizo 1a prueba de Tukey para determinar si existen diferencias
significativas entre cada grupo.

El nivel de significancia se define como la probabilidad de cometer un error de
tipo I, es decir, la probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando ésta es
verdadera. En otras palabras, el nivel de significancia es el parametro maximo que
se puede permitir para equivocarse 0 cometer un error en la toma de decisiones con

.......



respecto a la hipotesis nula. Para el analisis, se establecié un nivel de significancia
de 0.05. Una de las razones principales por las que se eligio este nivel de
significancia es porque durante la experimentacion en campo, existid una gran
cantidad de variables dificiles de controlar, como pueden ser una posible mutacion
de los microorganismos utilizados en la biofertilizacion; 1a pureza de los fertilizantes
quimicos; y la respuesta de la planta a las condiciones de cultivo. Sin embargo, para
fines de investigacion, y con la intencion de mostrar una estudio estadistico mas
completo y de utilidad, se presentan los resultados a un nivel de confiabilidad del 1
% (Galdeano B., Federico, comuniacion personal, 1994, y Walpole, 1989).

El analisis estadistico se realizo con la ayuda del programa estadistico para
computadora STATGRAPHICS 5.0, en el Departamento de Edafologia del Instituto
de Geologia de la UNAM.

-
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II1. Resultados y Discusion

A. Efecto de la fertilizacion quimica

Los tratamientos fertilizados con agroquimicos fueron: el 2 (40 kg/ha de
(NH,),SO,), 3 (80 kg/ha de Ca,(PO,),), y 4 (40 kg/ha de (NH,),SO,) + 80 kg/ha de
Ca,(PO,),). Los resultados de los analisis se muestran en el apartado de los cuadros
de resultados, al final del capitulo.

1. Contenido de proteina

El anélisis de varianza y prueba de Tukey, muestran que al comparar los
tratamientos fertilizados con agroquimicos, T2, T3 y T4, frente al testigo absoluto;
no existen diferencias significativas en el contenido de proteina (P=0.05 y P=0.01)
(Tabla 1 y 2 del apéndice). Los resultados de este experimento muestran que la
fertilizacion quimica, por si sola, no provocé un aumento estadisticamente
significativo en el contenido de proteina en la semilla (Grafica 2 al finalizar el
presente capitulo). Sin embargo, en en el anélisis por IRC, se puede observar que,
numéricamente, el tratamiento 4 presenté un contenido mayor de proteinas
(36.2%), que el T3 (35.5%), y éste, a su vez, mayor que el T2 correspondiente a
35.4% (Graficas 4 y 7). Las observaciones de Markley (1957) y Chavez (1983),
concuerdan con estos resultados, demostrando que la fertilizacion quimica completa
provoca un aumento en el contenido de proteina, en mayor proporcion que la
fertilizacion parcial, con nitrogeno 6 fosforo (Cuadro 1 al finalizar el presente
capitulo).

El analisis de proteinas se realizo, también, por el método de macrokjeldahl.
Este andlisis muestra una diferencia numérica entre los tratamientos 4 y 1, sin
embargo, no se observa, en el andlisis estadistico, una diferencia significativa
(P=0.05y 0.01) entre el tratamiento 4 y el testigo absoluto (Cuadro 1 y Tablas 3 y 4
del apéndice).
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2. Contenido de aceite

Sobre el contenido de aceite, no se detectaron diferencias significativas (P=0.05), al
comparar los tratamientos 2 (40 kg/ha de (NH,),SO,); 3 (80 kg/ha de Ca,(PO,),) y 4
(40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), frente al testigo; tanto en los
analisis realizados por RM.N. como por IRC (Cuadro 2 y Tablas 5 y 8 del
apéndice). Es importante hacer notar que el testigo absoluto presento,
numéricamente, un contenido mayor de aceite en comparacion con los tratamientos
fertilizados con agroquimicos. De esta manera se observa que, de los tratamientos
fertilizados con agroquimicos, el tratamiento 4 presenté el menor contenido de
aceite (Cuadro 2). Los resultados de este experimento indican que la fertilizacion
quimica completa aplicada en el T4, se relaciona con un contenido menor de aceite
en comparacion con los tratamientos 2 (inicamente con nitrégeno) y 3 (inicamente
con fosforo).

Markley (1992) y Crafts-Brandner (1992), observaron que la aplicacion de
fertilizante fosfatado incrementa el contenido de aceite en la semilla, en
comparacion con la aplicacion de fosforo y nitrogeno combinados. Estas
observaciones son similares a los resultados en este experimento, ya que al
comparar los resultados de los tratamientos 2 y 4 se puede observar, que el
contenido de aceite aumento en forma numérica, sin embargo, este aumento no fue
estadisticamente significativo.

3. Contenido de acidos grasos

En cuanto al contenido de dcidos grasos, la fertilizacion quimica, en este
experimento, no influyo de manera significativa en el contenido de los acidos:
palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico, ya que en el analisis de varianza
y prueba de Tukey, los resultados de los tratamientos 2, 3 y 4, frente al testigo
absoluto, no mostraron diferencias significativas (P=0.05 y P=0.01) (Cuadro 3 y
Tablas de la 9 a 14 del apéndice). Se ha observado que la variacion en la calidad del
aceite, en cuanto al contenido de acidos grasos se da, principalmente, en funcion de
la temperatura de cultivo y del genotipo (Cherry et al., 1985; Dombos et al., 1992,
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Howell y Collins, 1957; Hawkins ef al., 1983; Rennie ef al., 1988 y Wilson et al.,
1980).

4. Contenido de fosforo en la semilla

Por lo que respecta al contenido de fosforo en la semilla por hectarea, el analisis de
la semilla, fertilizada con agroquimicos, mostro que los tratamientos 2 (40 kg/ha de
N) y 3 (80 kg/ha de P), no presentaron diferencias significativas frente al testigo, en
el contenido de fosforo. Sin embargo, se observa que la utilizacion de fertilizante
fosfatado, inicamente, provoca un aumento de 23.86 % frente al testigo (Cuadro 4).
Pal et al. (1989), observo un aumento de 27.5 a 33.0 % en el contenido de fosforo
en las hojas bajo las mismas condiciones de fertilizacion.

La evaluacion del contenido de fosforo en el tratamiento 4 (40 kg/ha de
(NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),, mostré un aumento altamente significativo
(P=0.01), al compararse frente al testigo absoluto (Grafica 12 y Tabla 16 del
apéndice). Asimismo, €l T4 mostro el contenido de fosforo en la semilla por
hectarea, mas alto de todos los tratamientos quimicamente fertilizados (46.0 %)
(Cuadro 4). De esta manera, se puede observar por los resultados obtenidos en este
experimento, que la fertilizacion completa aumenta significativamente, el contenido
de fosforo en la semilla por hectarea (Grafica 7). Es importante hacer notar que la
aplicacion de la fertilizacion quimica completa (T4), incrementd, de manera
altamente significativa (P=0.01), el contenido de fosforo en la semilla por hectarea,
comparada con la aplicacion del fertilizantes fosfatado, inicamente, probada en el
tratamiento 2,

5. Contenido de humedad

En la evaluacion del contenido de humedad en la semilla de soya, no se observaron
diferencias significativas (P=0.05), al comparar los tratamientos, 2, 3 y 4, frente al
Tl (Cuadro 5 y Tabla 19 del apéndice). Esto se debio, probablemente, al tipo y
condiciones de almacenaje, ya que permanecicron en un ambiente seco por un
tiempo prolongado, desde la cosecha hasta el analisis cuantitativo.
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6. Peso de las semillas

Los resultados del peso de 1000 semillas no mostraron diferencia significativa
(P=0.05 y P=0.01), los tratamientos 2 (40 kg/ha de N), 3 (80 kg/ha de P) y 4 (40
kg/ha de N + 80 kg/ha de P) al compararlos con el Tl (Tablas 21 y 22 del
apéndice).

Las diferencias solo fueron numéricas, alcanzando el mayor peso las semillas del
tratamiento 4 con fertilizacion quimica (138.23g), siguiendo el tratamiento 3 con
fertilizacion fosfatada (135.7g) y, por ultimo, el tratamiento 2 (128.3g) con
fertilizacidon nitrogenada, tinicamente (Cuadro 5). Tanto en el presente ensayo,
como en el trabajo de Grabau, (op. cit.) se pudo observar que la aplicacion de
fosforo, favorecio el aumento en el peso de 1000 semillas. Cabe hacer notar que en

el tratamiento 2 se encontrd el menor peso, ain menor que en el testigo, con un
peso de 128.86 g.

Se observo, que con la aplicacion de la fertilizacion quimica completa,
experimentada en el tratamiento 4, se favorece el aumento en el contenido de
proteina, disminuyendo el contenido de aceite (Grafica 7). En los tratamiento, 2 y 3,
con fertilizacion individual, nitrogenada y fosfatada, respectivamente, se observa
una disminucion en el contenido de proteina y un aumento en el contenido de
aceite. Por ultimo, se puede ver que el T1 presenta la mayor concentracion de aceite
y la menor concentracion de proteina respectivamente (Grafica 1). Es importante
hacer notar que, tanto en los trabajos de Mercado-Pineda, 1985 como en el presente
ensayo, se observd una relacion inversa entre el contenido de proteina y el de
aceite.
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B. Efecto de la biofertilizacion con Bradyrhizobium japonicum

La biofertilizacion con Bradyrhizobium japonicum, tnicamente, se probo en el
tratamiento 5.

1. Contenido de proteina

Se puede observar que la aplicacion de Bradyrhizobium japonicum tuvo un efecto
altamente significativo (P=0.01) en el contenido de proteinas en la semilla, al
comparar el tratamiento 5 (41.4%) con al testigo absoluto (33.8%) (Cuadro 1y
Tablas 1 y 2 del apéndice). Este tratamiento junto con los tratamientos 7 y 9
(Bradyrhizobium - Glomus), presentaron la concentraciéon maxima de proteinas en
semilla. El porcentaje de incremento del TS frente al testigo (T1) absoluto es de
22.5 % (Grafica 7).

Entre otros autores que coinciden con los resultados de este ensayo, esta Bueno
(1981), quien experimenté bajo condiciones de invernadero, y Flores-Roman y
Palacios-Mayorga (1987), bajo condiciones de campo. Estos autores encontraron
que el Bradyrhizobium japonicum tiene un efecto positivo en el contenido de
proteinas aumentandolo, de manera significativa, y alcanzando aun valores iguales
0 mas altos que los tratamientos fertilizados con agroquimicos.

Los porcentajes de incremento de los tratamientos 4 (40 kg/ha de (NH,),SO, +
80 kg/ha de Cay(PO,),), y 5 (Bradyrhizobium japonicum, inicamente), frente al
testigo, es de 8.9 %y 22.5 %, respectivamente. Esta diferencia muestra que, en este
experimento, la inoculacion con Bradyrhizobium japonicum, ademas de tener un
efecto altamente significativo (P=0.01), supera 3.3 veces a la fertilizacion quimica,
en la obtencion de proteinas (Graficas 3 y 7).
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2. Contenido de aceite

En cuanto al contenido de aceite, los resultados del andlisis de varianza y prueba de
Tukey muestran que existe una diferencia significativa (P=0.05), al comparar el T5
con el testigo absoluto (T1), tanto para el aceite determinado por RMN, (21.0%)
como por IRC (20.9%) (Tabla 5 y 7 del apéndice). El tratamiento 5 contiene menor
cantidad de aceite que el testigo absoluto (23.9% por RM.N. y 23.7% por IRC)
(Cuadro 2). El porcentaje de decremento del tratamiento 5 (Bradyrhizobium
Jjaponicum, inicamente) es de 12.1 % por lo que, en este experimento, se observa
que la inoculacién con Bradyrhizobium japonicum, tiene como efecto el
decremento en el contenido de aceite, (Grafica 7) pero a su vez, provoca un
aumento de proteina;, de esta manera se mantiene la relacion inversa sefialada por
Markley, 1950 (Grifica 1).

3. Contenido de acidos grasos

Los resultados del analisis de varianza relativos al contenido de acidos grasos, no
presentan diferencias significativas, al comparar el tratamiento S con el testigo
absoluto (Cuadro 3). Por lo tanto, el contenido de acidos: palmitico, estearico,
oleico, linoleico y linolénico, no muestran una variacion significativa. De esta
manera se puede observar que, en este experimento, la utilizacion de
Bradyrhizobium japonicum no influyo6 en la calidad del aceite (Grafica 8).

Sin embargo, tanto los hallazgos de Pacovsky (1988), como los del presente
trabajo muestran que las plantas del TS5, noduladas con Bradyrhizobium japonicum,
presentaron un mayor porcentaje de acido oleico, en la semilla, al compararse con
las plantas del T2, fertilizadas con nitrégeno quimico, sin embargo, este aumento no

pudo ser comprobado en el caso de los acidos linoleico y linolénico (Cuadro 3 y
Graficas 8 y 9).

4. Contenido de fosforo en la semilla

Algunos autores como Bueno, op. cit, indica que la inoculacion con
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Bradyrhizobium japonicum, aumenta la absorcion de fosforo en la semilla. Sin
embargo, en el presente ensayo, el aumento en el contenido de fosforo en semilla
por hectarea, por el efecto de la inoculacion de B. japonicum no fue
estadisticamente significativo (P=0.05), ya que unicamente se observaron
diferencias aritméticas principalmente entre los tratamientos 1y 5, con 27.8 y 33.94
kg/ha respectivamente. (Grafica 12, Cuadro 4 y Tablas 15 y 16 del apéndice).

5. Contenido de humedad

En el contenido de humedad en la semilla, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P=0.05), al comparar el tratamientos 5 con el Tl
(Cuadro 5). Esto se debi6 principalemente, al tipo y condiciones de almacenaje, ya
que se almacenaron en un ambiente seco por un tiempo prolongado, desde la
cosecha hasta el momento del analisis cuantitativo.

6. Peso de las semillas

Al comparar el efecto de la biofertilizacion simple con Bradyrhizobium japonicum,
con el testigo absoluto, no se observo diferencia significativa (P=0.05) en el peso de
1000 semillas, sin embargo, si se pudo observar un aumento numérico, que va de
128.86 gen el T1; a 145.3 g en el TS, lo que representa un incremento del 12.7%
(Grafica 14 y Tabla 21 del apéndice). Flores y Palacios-Mayorga, (1987) en su
experimento bajo condiciones de campo, indican que la inoculacion con
Bradyrhizobium japonicum propicia un aumento en el peso de 100 semillas en un
10 %; en el presente ensayo, el aumento registrado fue numéricamente mayor.

El porcentaje de incremento del tratamiento 4 (40 kg/ha de (NH,),SO, + 80
kg/ha de Ca,(PO,),), y 5 (Bradyrhizobium japonicum, inicamente), frente al testigo
absoluto, es de 7.3 %y 12.8 %, esto muestra que la utilizacion del Bradyrhizobium
Japonicum provocd, en este experimento, un aumento del peso en 1.7 veces mas
que la fertilizacion quimica (Grafica 7).
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C. Efecto de la biofertilizacion con Bradyrhizobium japonicum'y
fertilizacion quimica

El efecto de la biofertilizacion Bradyrhizobium japonicum y fertilizacion quimica,
se experimentd en los tratamientos 6 (Bradyrhizobium japonicum + 80 kg/ha de
Cay(PO,),), 7 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO,), y 8
(Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Cay(PO,),).

1. Contenido de proteina

El maximo contenido de proteinas, en el presente ensayo, se obtuvo con el
traramiento 7 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),S0O,), con 41.5 %
(Cuadro 1). Este tratamiento presentd la concentracion numéricamente mas alta.
Asimimo, el porcentaje de incremento fue de 22.5 %, 14.7%, 0.14%, 1.8%, 0.14%
y 1.7 %, con respecto a los tratamientos 1, 4, 5, 8,9 y 12, respectivamente (Grafica
7). No obstante, este tratamiento, fue estadisticamente similar a los tratamientos 4
(40 kg/ha de (NH,),SO,) + 80 kg/ha de Cay(PO,),, 5 (Bradyrhizobium japonicum,
unicamente), 6 (Bradyrhizobium japonicum + 80 kgha de Cay(PO,);), 8
(Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), 9
(doble inoculacion Bradyrhizobium - Glomus, \inicamente), 10 (Bradyrhizobium -
Glomus + 40 kg/ha de (NH,),SO,), 11 (Bradyrhizobium - Glomus + 80 kg/ha de
Cay(PO,),), y 12 (Bradyrhizobium - Glomus + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de
Cay(PO,),) y, a su vez, significativamente diferentes frente al testigo absoluto
(Cuadro 1 y Tablas 1y 2 del apéndice).

Al comparar, el tratamiento 4 (40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),),
con el tratamiento 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80
kg/ha de Cay(PO,),), se puede observar, en el andlisis de varianza, que no existio
diferencia significativa en cuanto al contenido de proteinas (P=0.05) (Grafica 3 y
Tabla 1 del apéndice). Sin embargo, la aplicacion del Bradyrhizobium japonicum,
propicié un aumento de 12.6 %, en el contenido de proteinas, y un decremento de
aceite del 10.5 %, (Gréfica 7); esta observacion ya habia sido descrita por Markley
(1950) y Rivas (1989).
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2. Contenido de aceite

El analisis de varianza y prueba de Tukey de los resultados de los analisis
realizados por IRC del contenido de aceite, de los tratamiento 6 (Bradyrhizobium
Japonicum + 80 kg/ha de Cay(PO,),), 7 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de
(NH,),S0,), y 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha
de Ca,(PO,),), muestran diferencias significativas (P=0.05), con respecto al testigo
absoluto (Tabla 5 de apéndice). Asimismo, los analisis realizados por RMN, de los
mismos tratamientos, muestran una diferencia significativa a P=0.05 (Cuadro 2 y
Tabla 7 del apéndice).

Por otra parte, en los tratamiento 6, 7 y 8 , se observaron decrementos del 15.0
%, 15.3 % y 13.4 %, respectivamente, a través del analisis por IRC, y respecto al
testigo absoluto, lo que indica que la utilizacion de fertilizantes quimicos y el
Bradyrhizobium japonicum, trae como consecuencia un decremento en el contenido
de aceite. Esta apreciacion se tiene mas claramente, al comparar el tratamiento 8
(Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),),
con el tratamiento 4 (40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), donde se
observo un decremento de 10.5 % (Graficas 6 y 7).

3. Contenido de acidos grasos

En cuanto al contenido de acidos grasos: palmitico, estearico, oleico y linoleico, no

se observaron, en general, diferencias estadisticamente significativas con respecto
al testigo. Sin embargo, al comparar el tratamiento 7 (Bradyrhizobium japonicum +
40 kg/ha de (NH,),SO,), con el testigo absoluto, se presentd una diferencia
significativa (P=0.05) en el contenido de acido linolénico. De la misma manera, el
tratamiento 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de
Ca,(PO,),), presenté una diferencia altamente significativa (P=0.01) en el contenido
del mismo acido graso (Cuadro 3 y Tabla 14 del apéndice).

Por otro lado, los datos de este experimento muestran que la aplicacion del
Bradyrhizobium japonicum mas 40 kg/ha de (NH,),SO,, en el tratamiento 7, 6 la
fertilizacion completa experimentada en el tratamiento 8, (Bradyrhizobium
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japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Cay(PO,),), favorecen el
descenso del acido linolénico en el aceite, en un 14.4 % y 20.9 %, respectivamente
(Gréficas 8 y 9). Por iltimo, se observa que la aplicacién de 80 kg/ha de Cay(PO,),,
produjo disminucién en un 8.2 % del 4cido linolénico, segin comparacion del
rendimiento del tratamiento 7 con el del 8. Es importante hacer notar que en el
desamrollo de variedades nuevas de soya, se tiene como objetivo disminuir el
contenido de 4cido linolénico, ya que este acido es el responsable del mal olor y
sabor del aceite de soya, asi como de la inestabilidad del mismo.

El tratamiento 6 dio, numéricamente, ¢l contenido mas alto de 4cido palmitico y
acido estearico, con 12.6 % y 3.9 %, respectivamente, asi como el valor mas bajo
de acido oleico, con 23.54 %, de todos los tratamientos del presente ensayo.
Aunque existen diferencias porcentuales, estadisticamente no se observaron
diferencias significativas a ninguno de los niveles probados (Gréfica 10 y Tablas 9,
10 y 11 del apéndice).

Los 3 valores mas altos de acido linoleico en el ensayo, se presentaron en los
tratamientos 8 (53.2%), 7 (53.1%) y 6 (53.1%), sin embargo, este aumento no fue
estadisticamente significativo(Cuadro 3 y Tabla 12 del apéndice). Se observo en
general, que la aplicacion de 40 kg/ha de (NH,),SO, en forma individual o
combinada con 80 kg/ha de Cay(PO,),, a la soya inoculada con Bradyrhizobium
Japonicum, favorece la sintesis de los acidos palmitico, estearico y linoleico,
disminuyendo considerablemente la sintesis de los acidos oleico y linolénico
(Graficas 8,9y 10).

4. Contenido de fosforo en la semilla

En el contendio de fosforo, no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas, al comparar los resultados de los tratamientos 6 (Bradyrhizobium
Japonicum + 80 kg/ha de Cay(PO,),), 7 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de
(NH,),80,), y 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha
de Cay(PO,),).



77

Los porcentajes de incremento de los tratamientos 6, 7 y 8, con respecto al
testigo, fueron de 15.8 %, 19.8 % y 16.9 %, respectivamente (Graficas 4 y 7). Al
obtener los porcentajes de incremento de los tratamientos 5 (Bradyrhizobium
Japonicum, inicamente), y 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO,
+ 80 kg/ha de Cay(PO,),), se puede observar que la aplicacion de fertilizacion
completa tuvo, como consecuencia, un aumento en 4.5 % de fosforo en la semilla
por hectarea. De la misma manera, al comparar el tratamiento 4 (40 kg/ha de
(NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), frente al tratamiento 8 (Bradyrhizobium
Japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), el porcentaje de
incremento fue de 24.9 %. Es importante hacer notar que, a pesar de estos
incrementos, las diferencias, en ambos casos, no fueron estadisticamente
significativas, seglin se puede observar en la prueba de Tukey (Cuadro 4 y Tablas
15 y 16 del apéndice).

5. Contenido de humedad

En los tratamientos 6 (Bradyrhizobium japonicum + 80 kgha de Ca,(PO,),), 7
(Bradyrhizobium japonicum + 40 kgha de (NH,),SO,), y 8 (Bradyrhizobium
Japonicum + 40 kg/ha de (NH,),S0, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), no se observaron
diferencias significativas (P=0.05) frente al testigo (Cuadro 5 y Tablas 19 y 20 del
apéndice). Tampoco se observaron diferencias significativas entre estos mismos
tratamientos.

Los porcentajes de incremento de los tratamiento 6, 7 y 8, son 0.4 %, 1.2 % y
2.4 %, respectivamente. Como se puede observar, en este experimento, ninguno de
los factores de fertilizacion influyd en el contenido de humedad de manera
significativa.

6. Peso de las semillas
La aplicacion de fertilizantes quimicos, en los tratamientos 6 (Bradyrhizobium

Japonicum + 80 kg/ha de Ca,(PQO,),), 7 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de
(NH,),S0,), y 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha
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de Ca,(PO,),), mostro, en todos los casos, un efecto altamente significativo
(P=0.01), al comparase con el testigo absoluto (Tablas 21 y 22 del apéndice).

Los porcentajes de incremento, son los siguientes, para los tratamientos 6 7 y 8,
19.8 %, 21.1 %y 28.2 %, respectivamente.

Es importante hacer notar que al comparar el tratamiento 4 ( 40 kg/ha de
(NH,),SO, + 80 kgha de Ca,(PO,),), con el tratamiento 8 (Bradyrhizobium
Jjaponicum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), se observa, también,
una diferencia altamente significativa (P=0.01) (Tabla 22). Por lo tanto, en este
experimento, los resultados indican, que la aplicacion del Bradyrhizobium
japonicum favorece el aumento significativo (P=0.01) del peso de la semillas de
soya (Gafical5). Por otro lado, al comparar el tratamiento, S (Bradyrhizobium
japonicum, inicamente) frente al tratamiento 8 (Bradyrhizobium japonicum + 40
kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Cay(PO,),), se observa una diferencia altamente
significativa (P=0.01), por lo que la aplicacion del fertilizante quimico (40 kg/ha de
(NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),) tuvo un incremento del 13.7 %, en el peso de
1000 semillas de soya (Cuadro 5 y Tabla 22 del apéndice).
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D. Efecto de la doble inoculacion Bradyrhizobium japonicum - Glomus
Sasciculatum

El efecto de la doble inoculacion con Bradyrhizobium japonicum y el hongo
endomicorrizico vesiculo arbuscular, Glomus fasciculatum se probé en el
tratamiento 9.

1. Contenido de proteina

El contenido de proteina en el tratamiento 9 fue significativamente mayor que en el
testigo absoluto. Esto demuestra que la doble inoculacion con Bradyrhizobium
Jjaponicum y Glomus fasciculatum tiene como efecto una elevacion en el contenido
de proteina en la semilla (Grafica 2 y Tabla 1 del apéndice). Vejsadova (1992),
entre otros autores, ha demostrado que la MVA tiene como funcién principal la
traslocacion de fésforo del suelo a la planta. Se ha demostrado que el aporte de
fosforo por la MVA favorece, de manera positiva, la fijacion biologica del
nitrogeno, aumentando la cantidad de nédulos en la raiz. En este mismo sentido,
Pacovsky, et. al. (1986d), han demostrado que la utilizacion de la MVA, favorece
la simbiosis Glycine - Bradyrhizobium japonicum, por lo que el contenido de
nitrégeno en la semilla aumenta entre S y 7 veces. Los resultados de Pacovsky ef al.
(1986d), son similares a los obtenidos en este experimento ya que el contenido de
proteina en la semilla del T9, analizado por IRC, aumento6 en 22.4 %, comparando
con el T1 (Grafica 7).

Tanto el analisis por IRC, como el analisis por macrokjeldahl, mostraron una
diferencia altamente significativa, en el contenido de proteina (P=0.01), al
compararse el tratamiento 9 con el testigo absoluto (Cuadro 1 y Tabla 3 del
apéndice).
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Los tratamientos 5 (Bradyrhizobium unicamente), 7 (Bradyrhizobium + (40
kg/ha de (NH,),SO,)) y 9 (Bradyrhizobium- Glomus, \inicamente) produjeron los
maximos rendimientos de proteina en la semilla, con un 414, 41.5 y 41.4 %,
respectivamente, ésto representa un 224, 22.6 y 224 % de incremento,
respectivamente, con respecto al T1. De la misma manera, al someterse los
resultados obtenidos por macrokjeldahl a un andlisis de varianza y prueba de
Tukey, por separado, se observaron diferencias altamente significativas (P=0.01) en
comparacion al testigo, este hecho corrobora, las determinaciones realizadas por el
método de IRC (Cuadro 1 Tablas 2 y 4 del apéndice).

Al compararse el tratamiento 4 con el 9, no se observaron diferencias
estadisticas en los resultados obtenidos por IRC, pero se observé que el analisis
estadistico de los resultados obtenidos por la metodologia de macrokjeldahl muestra
una diferencia significativa (P=0.05) (Cuadro 1 y Tablas 1 y 3 del apéndice). El
método de macrokjeldahl, es un analisis que determina todo el nitrdgeno existente
en el material analizado, tanto el nitrogeno proteico como el no proteico, mientras
que el método basado en la espectroscopia IRC, determina solamente el nitrogeno
proteico, esta puede ser la causa principal por la que un método difiera en contenido
de nitrégeno y arroje un resultado estadistico diferente. Sin embargo, se puede
observar que la doble inoculacion puede igualar o superar a los rendimientos de
proteina obtenidos con la fertilizacion quimica (Grafica 2 y Cuadro 1).

Al comparar el tratamiento 5 (Bradyrhizobium japonicum, inicamente), con el
tratamiento 9, doblemente inoculado (Bradyrhizboium - Glomus), no se observaron
diferencias significativas entre estos dos tratamientos y numéricamente el contenido
de proteina es el mismo, por esto se deduce que la MVA, en este ensayo, no tuvo
un efecto significativo sobre el contenido de proteina en la semilla. Vejsadova, et
al. (op. cit., c¢) indican que la aplicacion de MVA y Bradyrhizobium japonicum,
mejora el crecimiento y rendimiento de la soya, por el efecto que tiene la MVA
sobre la simbiosis tripartita, sin embargo, no se pudo observar este efecto en cuanto
al contenido de proteinas. '
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2. Contenido de aceite

En relacion al contenido de aceite, se observo en el analisis de varianza y prueba de
Tukey, una diferencia altamente significativa (P=0.01), al comparar los resultados
del tratamiento 9 con el testigo absoluto, tanto en el analisis por RMN como el
realizado por IRC (Cuadro 2 y Tablas 5 y 7 del apéndice). El T1 presentdé mayor
contenido de aceite que el T9 (Grifica 5). El porcentaje de decremento del
tratamiento 9 (Bradyrhizobium - Glomus) con respecto al testigo absoluto, es de
15.5 % (Grafica 7). En este ensayo, se muestra que la aplicacion de la doble
inoculacion, causa un decremento en el contenido de aceite, quedando de
manifiesto, nuevamente, la relacion inversa entre el contenido de aceite y de
proteina (Grafica 1).

Al comparase el tratamiento 4 con el 9, se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P=0.05) en los resultados obtenidos por IRC (Tabla
5 del apéndice). Estos resultados muestran un decremento en el contenido de aceite
al compararse con el testigo. El tratamiento 5 (Bradyrhizobium japonicum,
unicamente), no presentd diferencias significativas con respecto al tratamiento 9,
doblemente inoculado (Bradyrhizobium - Glomus), por lo que la micorriza VA, en
este experimento, no propicio un efecto sobre el contenido de aceite (Grafica 5). El
porcentaje de decremento de los tratamientos, 4, 5 y 9 con respecto al testigo, son
3.2 %, 12.1 %y 15.5%, respectivamente, esto demuestra que la doble inoculacion
repercutié en una disminucion del contenido de aceite, seguido por el tratamiento 5
en el que se aplicd Bradyrhizobium japonicum unicamente y, por ultimo, la
fertilizacion quimica completa con 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),
(Grafica 7).

3. Contenido de dcidos grasos

Por lo que respecta al resultado del analisis de varianza del contenido de acidos
grasos, no se observaron diferencias significativas (P=0.05), al comparar, el
tratamiento 9 con el testigo absoluto. Por lo tanto, el contenido de acido palmitico,
acido estearico, acido oleico, acido linoleico y acido linolénico, no muestran una
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variacion significativa (Cuadro 3 y Tablas 9, 10, 11, 12 y 13 del apéndice). De esta
manera se puede observar que, en este experimento, la doble inoculacion con
Bradyrhizobium japonicum - Glomus fasciculatum, no influyé en la calidad del
aceite. Lo mismo sucede al comparar el tratamiento 9 con el 4, por lo que la
utilizacion de los dos microorganismos y la fertilizacion quimica completa no
influyen en la calidad del aceite (Grafica 8).

Pacovsky (1986 ¢), demostrd que las plantas inoculadas con Bradyrhizobium
Japonicum y Glomus fasciculatum, contienen mas dcidos grasos totales en la
semilla que las plantas fertilizadas con nitrégeno quimico. En el presente ensayo, se
observo que el tratamiento 9 (inoculado con Bradyrhizobium japonicum y Glomus
fasciculatum), contiene una mayor concentracion en acido oleico, acido linoleico y
acido linolénico que el tratamiento 2, (fertilizado tnicamente con 40 kg/ha de
(NH,),S0,). Sin embargo, la concentracion de los acidos palmitico y estearico, es
menor. También, Pacovsky (op. cit., ) observo que las plantas inoculadas con
MVA 'y Bradyrhizobium, contienen menor cantidad de acido linoleico que las
plantas fertiizadas con fosforo quimico, esta observacion pudo ser corroborada
durante este ensayo, ya que ¢l tratamiento 9 con 51.79 %, presenté menor cantidad
de 4cido linoleico que el T3 (80 kg/ha de Cay(PQ,),), con 51.64 %, fertilizado con
fosforo quimico (Grafica 11 y Cuadro 3). Es preciso hacer notar que las diferencias,
en todos los casos, son numéricas y no estadisticamente significativas.

4. Contenido de tosforo en la semilla

En el contenido de fosforo en la semilla por hectarea no se observé una diferencia
significativa, al comparar el (ratamiento 9 (Bradyrhizobium - Glomus), con el
testigo absoluto (Cuadro 4 y Tabla 15 del apéndice).

Pacovsky (1986) en sus estudios sobre la triple simbiosis Glycine - Glomus -
Bradyrhizobium, menciona que las plantas doblemente inoculadas, presentan un
contenido similar de fosforo en las hojas, al de las plantas inoculadas y fertilizadas
con fosforo quimico. También, observo que estas plantas produjeron una mayor
cantidad de fitomasa.
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Los resultados anteriores concuerdan con los resultados obtenidos por Gomez y
Rodriguez (1992), que muestran que el tratamiento 9 (Bradyrhizbium - Glomus)
presenté una aumento del peso seco del follaje en un 60.48 %, respecto al testigo
absoluto. Como se puede observar, existié un aumento en el peso seco del follaje en
el T9. Tomando en cuenta las consideraciones de Pacovsky, se puede concluir que
el fosforo adicional, aportado por la MVA, posiblemente, fue utilizado en la
formacion de fitomasa y no acumulado en la semilla. Es muy probable que por esta
razon, no se obtuvieran diferencias estadisticamente significativas en el contenido
de fosforo en la semilla por hectarea (Grafica 12 y Tabla 15 del apéndice).

5. Contenido de humedad

En la evaluacion del contenido de humedad en la semilla, no se observaron
diferencias significativas (P=0.05 y P=0.01), al comparar el tratamientos 9
(Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum), con al testigo absoluto (Tabla
19 del apéndice).

6. Peso de las semillas

El peso de 1000 semillas mostré una diferencia altamente significativa (P=0.01), al
comparar el tratamiento doblemente inoculado (T9, con 160.83g) con el testigo
absoluto (T1, con 128.86g) (Grafica 14 y Tabla 22 del apéndice). La respuesta
favorable de la soya a la inoculacion con MVA ha sido demostrada. Shenck y
Hinson (1973), quienes encontraron que la MVA propicia un aumento en el peso de
la semilla. Asimismo, Wiersama y Orf (1992), encontraron que la inoculacion con
Bradyrhizobim japonicum aument6 el rendimiento entre un 1.7 y 41.0 %, y el peso
de la semilla entre 1.8 y 18.0 %.

Bagyaraj, et. al. (1979) entre otros autores, han demostrados que la MVA
propicia un aumento en el peso de las semillas. De la misma manera, Vejsadova et.
al. (1993) demostr6, en su trabajo, que la doble inoculacion (Bradyrhizobium -
Glomus) propicia un aumento del 28 % en el peso de seco de la semilla. Como se
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puede observar, en los resultados del presente ensayo, la doble inoculacion tuvo un
efecto altamente significativo (P=0.01), en el peso de 1000 semillas, aumentando el
peso de la semilla en 24.8 %, comparando con el testigo absoluto (Grafica 7,
Cuadro 5 y Tabla 22 del apéndice).

El tratamiento 9, comparado con el 4, mostré una diferencia significativa
(P=0.05) en el peso de 1000 semillas. Este resultado demuestra que la doble
inoculacion supera el peso obtenido con la fertilizacion quimica completa (Grafica
14 y Tabla 22 del apéndice).
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E. Efecto de la doble inoculacién Bradyrhizobium japonicum - Glomus
Sasciculatum y fertilizacion quimica

El efecto de la doble inoculacion Bradyrhizobium japonicum - Glomus
fasciculatum 'y fertilizacion quimica, fue probada en los tratamientos 10
(Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40 kg/ha de (NH,),SO,), 11
(Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 80 kg/ha de Cay(PO,),), y 12
(Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40 kg/ha de (NH,),SO, + 80
kg/ha de Ca,(PO,),).

1. Contenido de proteina

En los tratamientos 10 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40
kg/ha de (NH,),S0,), 11 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 80
kg/ha de Ca,(PO,),), y 12 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40
kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), el andlisis de varianza y prueba de
Tukey indican diferencias altamente significativas, tanto al 1% como al 5%, al
compararse con el testigo absoluto (Cuadro | y Tablas 1 y 2 del apéndice). Los
porcentajes de incremento de los tratamiento 10, 11 y 12 fueron de 21, 3 %, 22.1 %
y 20.5 %, respectivamente, (Graficas 4 y 7). Como se puede observar en los
resultados del experimento, la doble inocualcion y la aplicacion de fertilizantes
quimicos tuvo un efecto positivo y altamente significativo (P=0.01) en el
rendiiento de proteina en la semilla (Graficas 4 y 7 y Tablas 1y 2 del apéndice) .

Para observar el efecto que tiene la micorriza en el contenido de proteina, bajo
condiciones de fertilizacion quimica, se contrastaron los tratamientos 12 con 8, 11
con 6,y 10 con 7, El resultado del analisis de varianza y prueba de Tukey muestran
que no existen diferencias significativas al 5 % de probabilidad, por lo que la MVA

no propicié un aumento en el contenido de proteinas. Esta observacion, también,

fue hecha por Vejsadova, et al. (op. cit., ) quien afima que la MVA influyo
positivamente en el nimero de vainas y semillas en cada vaina, pero no en la
concentracion de nitrogeno en las semilla.

BT
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Jasciculatum y fertilizacién quimica

El efecto de la doble inoculacion Bradyrhizobium japonicum - Glomus
fasciculatum 'y fertilizacion quimica, fue probada en los tratamientos 10
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En los tratamientos 10 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40
kg/ha de (NH,),SO,), 11 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 80
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Tukey indican diferencias altamente significativas, tanto al 1% como al 5%, al
compararse con el testigo absoluto (Cuadro 1 y Tablas 1 y 2 del apéndice). Los
porcentajes de incremento de los tratamiento 10, 11 y 12 fueron de 21, 3 %, 22.1 %
y 20.5 %, respectivamente, (Graficas 4 y 7). Como se puede observar en los
resultados del experimento, la doble inocualcion y la aplicacion de fertilizantes
quimicos tuvo un efecto positivo y altamente significativo (P=0.01) en el
rendimiento de proteina en la semilla (Graficas 4 y 7 y Tablas 1 y 2 del apéndice) .

Para observar el efecto que tiene la micorriza en el contenido de proteina, bajo
condiciones de fertilizacion quimica, se contrastaron los tratamientos 12 con 8, 11
con 6,y 10 con 7. El resultado del anadlisis de varianza y prueba de Tukey muestran
que no existen diferencias significativas al 5 % de probabilidad, por lo que la MVA
no propicié un aumento en el contenido de proteinas. Esta observacion, también,
fue hecha por Vejsadova, er al. (op. cit., c) quien afirma que la MVA influyd
positivamente en el nimero de vainas y semillas en cada vaina, pero no en la
concentracion de nitrogeno en las semilla.
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La comparacion del tratamiento 12 con el 9 (Bradyrhizobium japonicum,
inicamente), permiti6 apreciar el efecto de la fertilizacion quimica sobre la
simbiosis y en el contenido de proteinas en la semilla. El analisis estadistico indica
que no existen diferencias significativas, por lo que la fertilizacion quimica, en este
experimento, no influyé en el contenido de proteinas (Tablas 1y 2 del apéndice).

Vejsadova, (op. cit., ¢) demostré que la aplicacion de Bradyrhizobium - Glomus
tiene un efecto mayor en el crecimento de la planta y rendimiento de la semilla, que
la aplicacion de los microorganismos por separado. En el presente ensayo, se
compararon los tratamiento 10 con el 2 (40 kg/ha de (NH,),SO,), 11 con el 3 (80
kg/ha de Ca,(PO,);), y 12 con el 4 (40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de
Ca;(PO,),), para observar la influencia de Bradyrhizobium japonicum y Glomus
fasciculatum en el contenido de proteina. Se pudo observar en el analisis de
varianza, que existc una diferencia significativa (P=0.05), al comparar el
tratamiento 10, con el 2 y 11 con el 3. El porcentaje de incremento fue 16.0y 16.3
%, respectivamente (Grafica 4 y Tabla 1 del apéndice). Sin embargo, al contrastar,
el tratamiento 12 con el 4 no se observé una diferencia significativa, siendo el
porcentaje de incremento de 12.7 %, comparativamente inferior al de los
tratamientos antes contrastados (Grafica 3). Los resultados anteriores, demuestran
parcialmente, que el Bradyrhizobium japonicum y Glomus fasciculatum, tuvieron
un efecto positivo en el contenido de proteina en la semilla.

2. Contenido de aceite

En cuanto al contenido de aceite, se observaron diferencias significativas similares
a las encontradas para proteinas, pero de manera inversa. Es decir que, en los
tratamientos donde se aumenta el contenido de proteinas disminuye el contenido de
aceite (Grafica 1).

Los tratamiento 10, 11 y 12, presentaron diferencias significativas (P=0.05) en
el contenido de aceite, al compararse con el testigo absoluto (Grafica 6 y Tabla 5
del apéndice) . Los porcentajes de decremento son 14.7 % para el tratamiento 10,
15.8 % para el tratamiento 11y 12.2 % para el tratamiento 12 (Graficas 4 y 7).
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Al contrastar el tratamiento 12 con el 9, para observar el efecto de la
fertilizacion quimica completa, el analisis de varianza no muestra una diferencia
significativa a ningin nivel, en los dos métodos analiticos, IRC y RMN (Cuadro 2 y
Tablas §, 6, 7 y 8 del apéndice).

Tampoco se observo que la MVA, por si sola, tuviera un efecto significativo
sobre el contenido de aceite, ya que al comparar el tratamientos 10 con el 7; el 11
con el 6, y el 12 con el 8 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P=0.05) (Tablas 5, 6, 7 y 8 del apéndice).

Por ultimo, al comparar el tratamiento 10 con el 2 (40 kg/ha de (NH,),SO,); el
11 con el 3 (80 kg/ha de Ca,(PO,),), y el 12 con el 4 (40 kg/ha de (NH,),SO, + 80
kg/ha de Ca,(PO,),), para observar, la influencia de Bradyrhizobium japonicum y
Glomus fasciculatum, en el contenido de aceite, nuevamente, se observo en el
analisis de varianza, que existe una diferencia significativa (P=0.05) (Tablas 5 y 7
del apéndice). De la misma forma que para el contenido de proteina no se observé
una diferencia significativa (al 5 % de probabilidad) al contrastar, el tratamiento 12
con el 4 (Grafica 6 y Tablas 1 y 5 del apéndice). Los resultados de este ensayo
muestran: (1) que la relacion inversa entre contenido de proteina y contenido de
aceite no se altera con la aplicacion de la doble inoculacion Bradyrhizobium
Japonicum y Glomus fasciculatum (Grafica 1); (2) los dos microorganismos
simbidticos ejercen un efecto sobre el contenido de proteina y, por lo tanto, este
efecto repercute en una baja en el contenido de aceite; (3) en el presente ensayo, la
soya fue sembrada en un suelo del tipo calcimoérfico, que se caracteriza por tener
una alta capacidad para retener el fosforo y dificultar la biodisponibilidad de este
elemento para las plantas. Esta caracteristica dificulta y, en algunos casos, impide la
respuesta de las leguminosas a la fertilizacion fosfatada (Gomez y Rodriguez,
1992). Por otra parte, la aplicacion de dosis bajas y medias de fertilizantes
nitrogenado y fosfatado, respectivamente, no aumento la biodisponibilidad de estos
agroquimicos. Estos dos factores pudieron influir para que la doble inoculacién y la

fertilizacion quimica, no hayan propiciado los efectos esperados (Grafica 7 y
Cuadro 2).
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3. Contenido de acidos grasos

El analisis de varianza y prueba de Tukey, de los resultados correspondientes al
analisis de acidos grasos, indica que no se observaron diferencias significativas
(P=0.05), en el contenido de los acido: palmitico, estedrico, oleico y linoleico, en
los tratamientos 10 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40 kg/ha
de (NH,),S0,), 11 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 80 kg/ha
de Ca,(PO,),), y 12 (Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 40 kg/ha
de (NH,),S0, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), al compararlos con el testigo absoluto
(Cuadro 3 y Tablas 9, 10, 11 y 12). Se observa, ademés, una diferencia altamente
significativa (P=0.01) en el contenido de acido linolénico, en el tratamiento 11, al
ser comparado con el testigo (Tabla 14). El porcentaje de decremento en este
tratamiento es de 25.4 %, también, comparado con el testigo (Grafica 10). Es
necesario hacer notar que los tratamientos 11 y 12, presentaron el menor contenido
de 4cido linolénico y palmitico de todos los tratamientos (Grafica 8).

Ademas, se hace notar que los tratamientos 2, 3, 4, 5, y 9 presentaron
diferencias significativas (P=0.05) al compararse con al tratamiento 11. El
porcentaje de decremento de estos tratamientos es de: 29.7, 27.5, 30.1, 25.5 y 31.3
%, respectivamente. Como se puede observar, el acido linolénico, disminuyé de
manera significativa al contrastar el tratamiento 11 con el 3, lo que puede hacer
pensar que el factor causante de esta diferencia es la interaccion simbiética de los
microorganismos Bradyrhizobium - Glomus, sin embargo, comparando el
tratamiento 10 con el 2 y 12 con el 4 no presentaron esta diferencia significativa por
lo que es necesario hacer mas estudios para demostrar la hipotesis de la posible
influencia de los simbiontes en el contenido de 4cido linoleico en el aceite.

Al realizar la comparacion de los tratamientos 12 con el 9 mediante la prueba de
Tukey, no se observo una diferencia significativa por lo que es dificil probar que la
fertilizacion quimica repercutio en la concentracion de los diferentes acidos grasos
(Grafica 8 y Tablas 9, 10, 11, 12y 13).
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En el tratamiento 12, al ser comparado con el tratamiento 8, se observaron
diferencias estadisticamente significativas, lo que hace pensar que la MVA es un
factor que tiende a disminuir la cantidad de 4cido linolénico. Sin embargo, al
comparar los tratamientos, 11 con el 6 y 10 con el 7 no se observaron estas
diferencias en el analisis estadistico, por lo que esta hipotesis no pudo ser
comprobada de manera concluyente,

Diferentes autores han observado que el grado de madurez, el genotipo y la
temperatura, entre otros factores modifican la calidad del aceite y contenido de
acidos grasos en la semilla (Bourges et al., 1981; Markley, 1950 y Dombos y
Muller, 1992). Los resultados del presente ensayo, indican que la biofertilizacion,
también, puede ser un factor que influye en la concentracion de los acidos grasos,
sin embargo los resultados son limitados. Por este motivo, es necesario mantener
los esfuerzos de la investigacion en este problema, para la obtencion de resultados
mas concluyentes. |

4. Contenido de fosforo en la semilla

El andlisis de varianza, al 5 % y 1 % de significancia, para la variable contenido de
fosforo por hectarea, indica una diferencia altamente significativa en el tratamiento
12, al ser comparado con al tratamiento 1 (Grafica 13). La aplicacion de la doble
inoculacion Bradyrhizobium japonicum - Glomus fasciculatum, mas la fertilizacion
completa (40 kg/ha de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), propicia un aumento
altamente significativo con respecto al testigo (Grafica 7 y Tabla 16). Ademas, es
importante comentar que, numéricamente, el tratamiento 12 present6 el valor mas
alto de todos los tratamientos en cuanto al contenido de fésforo por hectarea en la
semilla (Cuadro 4).

Con el objetivo de ver cual ha sido el aporte de la fertilzacion quimica 40 kg/ha
de (NH,),SO, + 80 kg/ha de Ca,(PO,),, se comparé el tratamiento 12 con el 9,
determindndose una diferencia altamente significativa (P=0.01) y un porcentaje de
incremento del 34.0 % (Gréfica 7 y Tabla 16).



La experimentacion con MVA, ha demostrado que la principal funci6n de estos
hongos es la de traslocar el fosforo del suelo a la planta. Con el objetivo de
observar el efecto de la micorriza sobre el contenido de fosforo en la semilla, se
compararon los tratramientos, 12 con el 8, 11 con el 6,y 10 con el 7. Solamente al
comparar el caso del tratamiento 12 con el 8 se observo una diferencia significativa
(P=0.05) en el contenido de fosforo, mientras que en las otras dos compraciones no
se observo esta diferencia. Sin embargo, en las otras dos comparaciones no se
observaron diferencias significativas. Los datos de este experimento muestran que
no hubo consistencia en los tratamientos y, por lo tanto, pudieron existir multiples
factores que alteraron el resultado previsto.

El efecto de la doble inocualcion Bradyrhizobium - Glomus sobre el contenido
de fosforo en semilla, no fue estadisticamente significativo. Esto se observd al
comprar los tratamientos 12 con el 2, 11 con el 3 y 12 con el 4 (Grificas 4 y 7). Al
igual que en las comparaciones de los tratamientos, para observar el efecto de la
micorriza sobre el contendio de fosforo en la semilla por hectarea, en este caso, los
factores que pudieron intervenir en la obtencion de un resultado diferente al
esperado pudieron ser muy diversos, como pudo ser la biodisponibilidad del fésforo
debido al tipo del suelo, o la posibilidad de la utilizacién del fosforo traslocado por
la MVA en otra parte de la planta o de la simbiosis.

5. Contenido de humedad

En esta variable no se encontr6 una diferencia significativa (P=0.05) en los
tratamientos 10 y 11. Sin embargo, el contenido de humedad en el tratamiento 12
fue, numéricamente, el méas alto de todos los tratamientos del presente ensayo,
ademas de presentar una diferencia altamente significativa (P=0.01), al compararse
con el testigo absoluto (Cuadro 5 y Tablas 19 y 20).

En diversos estudios, se ha puesto de manifiesto que la MVA mejora las
condiciones hidiricas de las plantas, incrementado la resistencia al estrés hidrico y
aumentando la humedad en los tejidos (Barea, op. cit.; Azcon, op. cit., Cooper, op.
cit. y Gianiazzi, op. cit.). Al comparar el tratamiento 12 con el 8, se observo que
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existe una diferencia significativa (P=0.05). El porcentaje de incremento es de 5.5
%. Aparentemente, la MVA tuvo un efecto positivo en el contenido de humedad de
la semilla, por lo que estos resultados son similares a los encontrados en la
bibliografia. No obstante, es importante hacer notar que el tipo de almacenaje,
también pudo influir ¢n la variacion del contenido de humedad del tratamiento 12.

6. Peso de las semillas

Los tratamientos 10, 11 y 12, estuvieron dentro de los cuatro tratamientos que
alcanzaron los mayores pesos en 1000 semillas. Estos tratamientos presentaron
diferencias significativas tanto al 1% como al 5§ %, al compararse con el testigo
absoluto (Cuadro 5 y Tablas 21 y 22 del apéndice). Los porcentajes de los
incrementos de estos tratamientos, referidos al testigo, son 24.8, 29.1 y 29.0 %,
respectivamente (Gréficas 4 y 7).

Bagyaraj, et. al., 1979 entre otros autores, han demostrado que la micorriza
propicia un aumento en el peso de las semillas. De la misma manera, Vejsadova et.
al. (1993) indican que la inoculacion con MVA, produce un 17 % de incremento en
el peso de la semilla y que la doble inoculacion (Braydrhizobium - Glomus)
aumenta el peso en un 28 %. En el presente ensayo, se compararon los tratamientos
10 con el 2, 11 con el 3 y 12 con el 4, de tal manera que al estar la fertilizacion
quimica como una constante, se pudiera observar el efecto de la doble inoculacion.
Por lo tanto, los resultados se estas observaciones son similares al los del autor
anteriormente citado, ya que se encontré una diferencia altamente significativa
(P=0.01), en el peso de 1000 semillas, lo que indica, que la doble inoculacion tiene
un efecto positivo en el peso de la semilla (Cuadro 5, Grificas 4y 7, y Tablas 21y
22 del apéndice).
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F. CUADROS

CUADRO 1. ANALISIS DE PROTEINA POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRARROJO CERCANO Y MACROKJELDAHL

TRATAMIENTOS PROTEINA POR PROTEINA POR
IRC % _MACROKJELDAHL % .

T1 Testigo absoluto 338 340

T2 40-00-00 (N,PK) 35.4

T3 00-80-00 (N,P,K) 355

T4 40-80-00 (N,P.K) 36.2 36.9

TS Bradyrhizobium japonicum 41 4%+

Té B. japonicum 00-80-00 (N,P.K) 41.0%*

T7 B. japonicum 40-00-00 (N,P.K) 41.5%*

T8 B. japonicum 40-80-00 (N,P,K) 40,7%*

'T9 B. japonicum + G. fasciculatum 41.4%* 43.3%%

T108. j. + G. f. + 40-00-00 (N,PK). 41.0%*

T11 B. j. + G. f + 00-80-00 (N,P.K). 41.3%*

TI2B.j. +G. [+ 40-80-00 (N,PK). 40.8%*

+* = Difcrencia significativa frente al TI (P=0.01).
# = Diferencia significativa frente al T4 (P=0.05).

CUADRO 2. ANALISIS DE ACEITE POR ESPECTROSCOPIA DE

INFRARROJO CERCANO Y RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
TRATAMIENTOS ~ ACEITE POR ACEITE POR
IRC__% RM.N.%

Tl 237 239
T2 23.3 235
T3 231 234
T4 229 23.1
TS 20.9% 21.0%
T6 20.2%%# 20,5%%#
T7 20,1444 206%*#
T8 20.6%* 210*
T9 20,14 216
T10 20.2* 214
Ti 20.0%* 21.3¢
T12 20.8* 20.9%

* = Difercncia significativa frentc al Tl (P=0.05).
*# = Difercncia significativa frente al T1 (P=0.01).
4 = Difercncia significativa frente al T4 (P=0.05).
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CUADRO 3. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE, POR
CROMATOGRAFIA DE GASES.

% DE ACIDOS GRASOS

TRATAM. PALMITICO ESTEARICO OLEICO LINOLEICO LINOLENICO

Tl - 124 38 239 52.1 78

T2 12.3 36 239 52.6 1.6

T3 12.3 39 248 52.6 74

T4 11.9 3.6 244 52.5 7.6

TS 12.1 39 24.8 51.9 73

T6 12.6 4.0 236 53.1 6.8

T7 12.5 38 23.8 531 6.7
T8 12.2 36 249 53.2 6. 1*%##
T9 1.9 34 253 51.8 7.6

T10 11.8 38 256 52.2 6.8

Tl 12.4 38 25.6 52.5 5.8%%#
T12 11.6 37 248 52.5 1.5

* = Diferencia significativa frente al T1 (P=0.05).
** = Diferencia significativa frente al T1 (P=0.01).
## = Difcrencia significativa frente al T4 (P=0.01).



CUADRO 4. ANALISIS DE FOSFORO POR EL METODO DE VANADO-

94

MOLIBDATO, POR OXIDACION VIA SECA Y HUMEDA, EXPRESADOS EN

KG POR HECTAREA.

TRATAMIENTOS FOSFORO VIA FOSFORO VIA
SECA (Kg/Ha) HUMEDA (Kg/Ha)

T1 Testigo absoluto 278 328
T2 40-00-00 (N,P,K) 25244 25244
T3 00-80-00 (N,PK) 344 314
T4 40-80-00 (N,P,K) 40.6%* 40.5
TS Bradyrhizobium japonicum 339 337
T6 B. japonicum 00-80-00 (N,P,K) 33.0
T7 B. japonicum 40-00-00 (N,P,K) 33.0
T8 B. japonicum 40-80-00 (N,P,K) 328
T9 B. japonicum + Gl. fasciculatum 344
TI0B.j. + G. f + 40-00-00 (N,P.K) 30. 144
T118. j. + G. £ + 00-80-00 N,P,K) 345
TI2B. /. + G. [ + 40-80-00 (N,P,K) 46.2%*

** = Diferencia significativa frente al T1 (P=0.01).
## = Diferencia significativa frente al T4 (P=0.01).

CUADRO 5. ANALISIS DE HUMEDAD Y PESO DE LAS SEMILLAS.

TRATAMIENTOS HUMEDAD PESO DE LAS SEMILLAS  RENDIMIENTO
% (g —Kg/ha (GR)
Tl 8.2 1289 2126.79
T2 8.5 1283 2176.86
T3 8.5 135.7 2294.7
T4 8.5 138.2 2335.64
TS 84 145.3 2797.63
T6 8.2 154.4%¢ 2765.13
T7 83 156.0%* 3053.74
T8 84 165.2%*## 3016.80
19 8.4 160.8¢¢+ 3259.55
T10 8.1 160.8** 2833.32
Til 8.1 166.4** 2957.49
T12 8.94* 166.3** 3220.13

** = Diferencia significativa frente al T1 (P=0.01).
## = Diferencia significativa frente al T4 (P=0.01).
GR = (Gémez y Rodriguez, 1992).
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Grafica 16. Grafica del cromatografo de gases (Varian, modelo 3700) que expresa las diferentes
concentraciones de acidos grasos en semilla de soya, correspondiente al tratamiento 11

(Bradyrhizobium japonicum + Glomus fasciculatum + 80 kg/ha de Ca,(PO,),), en el que se
muestra ¢ minimo contenido de acido linolénico, responsable de la baja calidad sensorial del
aceite, y uno de los valores mas altos de linoleico, acido graso esencial en la nutricion humana.
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FIGURA 1. Espectrofotometro de infrarrojo cercano. Infratec, modelo 1255 "Food
and Feed Analyser".

FIGURA 2. Analizador de resonancia magnética nuclear de banda ancha. Newport
Analyser, modelo MK-III.
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FIGURA 1. Espectrofotometro de infrarrojo cercano. Infratec, modelo 1255 "Food
and Feed Analyser".

FIGURA 2. Analizador de resonancia magnética nuclear de banda ancha. Newport
Analyser, modelo MK-III.
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IV Conclusiones

1. La aplicacion de la doble biofertilizacion (Bradyrhizobium - Glomus), propicio
un aumento altamente significativo en el contenido de proteinas y peso de la semilla
igualando, estadisticamente, a las inoculadas unicamente con Bradyrhizobium
Japonicum. De la misma manera, la utilizacion de este biofertilizante mas el
fertilizante nitrogenado, propicio la mas alta concentracion de proteinas de todo el
ensayo. Los resultados de este experimento demuestran que la biofertilizacion
puede superar los rendimientos de proteina obtenidos con la fertilizacion quimica
individual o en forma completa (sulfato de amonio y/o superfosfato de calcio
simple).

2.. Se observo que la biofertilizacion con Bradyrhizobium japonicum tnicamente,
propicio un aumento del contenido de proteinas 3.3 veces mas que la fertilizacion
quimica completa. De la misma manera, la inoculacién simple puede igualar el
contenido de aceite, fosforo y peso en la semilla, conservando la calidad del aceite
estadisticamente inalterable. Por lo tanto, se observé que la inoculacion simple con
Bradyrhizobium japonicum puede superar los efectos de la fertilizacion quimica.

3. El presente ensayo mostré que la inoculacion con Bradyrhizobium japonicum,
mas la aplicacion del fertilizante quimico nitrogenado y fosfatado (ambos en dosis
de bajas a moderadas, en forma individual o combinada), favorece la sintesis de
proteinas y el aumento en el peso de la semilla pero, en algunos casos, disminuye
significativamente el contenido total de aceite. Por otra parte, se observo que la
biofertilizacion simple mas la fertilizacion quimica completa, o la doble
biofertilizacion combinada con el fertilizante fosfatado disminuy6, de manera
altamente significativa (P=0.01) el contenido de acido linolénico de la semilla. Y
que la aplicacion del Bradyrhizobium japonicum mas la fertilizacion quimica
completa o la combinacion de la biofertilizacion simple mas la fertilizacion
nitrogenada favorece, de manera significativa (P=0.05), la disminucion del
contenido de este mismo acido.
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4. Para fines de nutricion humana, el efecto benéfico de la biofertilizacion,
combinada con dosis de bajas a moderadas de nitrogeno y fosforo, significé un
aumento en el contenido de proteinas y una disminucion del contenido de acido
linolénico, responsable del mal sabor, olor e inestabilidad del aceite, sin que se
afecte el contenido alto de acido linoleico, que representa una cualidad nutricional
importante en la soya.

5. La doble biofertilizacion con Bradyrhizobium - Glomus mas la aplicacion del
superfosfato de calcio, propicio una disminucion estadisticamente significativa en el
contenido del dcido linolénico resultando, este tratamiento, estadisticamente igual
en este efecto a la aplicacion de Bradyrhizobium japonicum mas sulfato de amonio.

6. La fertilizacion quimica permité observar que la aplicacion por separado de
sulfato de amonio y superfosfato de calcio no incrementé, significativamente, el
contenido de proteinas en la semilla. Sin embargo, la fertilizacion completa (N+P)
incremento, aritméticamente, el rendimiento de semillas y cantidad de proteina en la
semilla con respecto al testigo.

7. En cuanto al contenido de fosforo en la semilla por hectirea, el mayor
rendimiento se produjo con la doble biofertilizacion (Bradyrhizobium - Glomus)
mds la aplicacién combinada de los fertilizantes quimicos (sulfato de amonio y
superfosfato de calcio), seguida por la aplicacion de los fertilizantes quimicos,
unicamente. En ambos casos, el aumeto en el contenido de fosforo en la semilla,
respecto al testigo, fue altamente significativo (P=0.01).

8. Se observo que la soya cultivada bajo condiciones de estrés nutricional, es decir,
sin biofertilizacion ni fertilizacion quimica, en un suelo muy pobre en N y P,
significo rendimientos bajos en semillas y contenido de proteinas. Sin embargo se
observaron contenidos muy altos en aceite y dcido linolénico.
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Sobre la hipétesis planteada en el presente trabajo, los resultados obtenidos,
corroboran lo propuesto en relacion a que la biofertilizacion (Bradyrhizobium y
Bradyrhizobium - Glomus) incrementd significativamente el contenido de proteinas
en la semilla, superando el efecto de la fertilizacion quimica. Por otra parte, se
encontr0 que el incremento en proteinas guarda una relacion inversamente
proporcional al contenido de aceite. Finalmente, se observé que la biofertilizacion,
combinada con la fertilizacion quimica disminuyé significativamente el contenido
de dcido linolénico. Lo anterior nos permite considerar que los resultados obtenidos
confirman la hipétesis inicialmente planteada.

- b
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One-Way Analysis of Variance
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------------------------
--------------------------------------------------------

Data: PROTEINA POR ESPECTROSPCOPIA DE INFRARROJO

Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Means plot: Conf. Int.

Confidence level: 95

Analysis of variance

o S G . e R I I R I R R R I I KO IR

Range test: Tukey

S S L e e R R N A L R R PR LR R RN E IR

26.489697
3.391389

7.811

PR P e T R R R R R I R E R R EE R R X R R R R I

Source of variation Sum of Squares d.f.
Between groups 291.38667 11
Within groups 81.39333 24
Total (corrected) 372.78000 35

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20 1994 03:26:38 PM

Table of means

D I T e e I L L I T e T T T T T T Sy S SNy

95 Percent Confidence

Stnd., Error

Level Count Average

3 33.833333
3 35.366667
3 35.500000
3 36.166667
3 41.400000
3 41.033333
3 41.466667
3 40.733333
3 41.400000
3 41.033333
3 41.300000
3 40.766667

39.166667
Sun Nov 20 1994 03:27:21 PM

Multiple range analysis

{in

ternal)

.0102515
.9295941
.9547663

.6027714
.6333333
,2403701
.2333333
.2081666
.3179797
.2309401
.2666667

................................................................................

Stnd. Error
(pooled s)

.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
.0632323
1.0632323

PPRPRPPRRPP PP PR

intervals for

.9134793

31.638407
33.171740
33.305074
33.971740
39.205074
38.838407
39,271740
38.538407
39.205074
38,838407
39.105074
38,571740

mean

.028260
.561593
.694926
.361592
.5945926
.228260
.661593
.928260
.594926
.228260
494926
.961593

Method: 95 Percent Tukey HSD
Level Count Average

33.833333
35.366667
35.500000
36.166667
40.733333
40.766667
.033333
41.033333
41.300000
41.400000
41.400000
41.466667
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T I T R R e e i I R L A L gl At i alilig

Data: PROTEINA POR ESPECTROSPCOPLA DE INFRARRQJO

Level codes:
Labels:

Means plot: Conf. Int.

BIOFERT.TRATAMIENT

Confidence level:

99

Analysis of variance

A g U T T I A I I I I I e L I A N R

Range test: Tukey

e o L I I e I I A ettt

26.489697
3,391389

- e v % e S e s N s e e R e M M e M M e e e S RN e e BN E S e P e e e e =D e e e e

Source of variation  Sum of Squares d
Between groups 291,38667
Within groups 81.39333
Total (corrected) 372,78000

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20 1994 (03:35:50 PM

Table of means

99 Percent Confidence
intervals for mean

--------------------------------------------------------------------------------

stnd. Error
(internal)

.9134793
. 0102515
. 9295941
.9547663
. 6027714
.6333333
. 2403701
. 2333333
. 2081666
.3179797
.2309401
. 2666667

Stnd. Error

(pooled s)

1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323
1.0632323

.858998
392331
. 525665
.192331
. 425665
.058998
. 492331
. 758998
. 425665
. 058998
. 325665
. 792331

36.807669
38,341002
38.474335
39.141002
44.3743135
44.007669
44.441002
43,707669
44.374335
44.007669
44.274335
43.741002

B R Rttt Tt T T S VUC U Ul

Level Count Average
1 3 33.833333
2 3 35.366667
3 3 35.500000
4 3 36.166667
5 3 41.400000
6 3 41.033333
7 3 41.466667
8 3 40.733333
9 3 41.400000
10 3 41.033333
11 3 41.300000
12 3 40.766667
Total 36 39.166667
Sun Nov 20 1994 03:34:09 PM

Multiple range analysis

Method: 99 Percent Tukey HSD
Level Count Average

33.833333
.366667
.500000
.166667
.733333
.766667
.033333
.033333
.300000
.400000
.400000
.466667

[
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--------------------------------------------------------------------------------

Data: PROTEINA POR MACROKJELDAHL
Level codes: BIOFERT2.TRATAMIENZ

Labels:

Means plot: Conf. Int.

Confidence level:

95

Analysis of variance

Range test: Tukey

A I N I i I I R I I I N

67.930000
6.190000

10.974

Source of variation Sum of Squares
Between groups 135.86000
Within groups 37.14000
Total (corrected) 173.00000

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20 1994 03:47:19 PM

Table of means

T T T T T S N et e e I I I I IR R I I I I I )

98 Percent Confidence
intervals for mean

stnd. Error

(internal)

1.0170764
2.2696059
.0666667

stnd. Error

(pooled s)

1.4364308
1.4364308
1.4364308

30.517448
33.417448
39.817448

37.549218
40.449218
46.849218

R T R T I e e e e e e R I I I R I R I I I A N

Level Count Average
1 3 34.033333
4 3 36.933333
9 3 43.333333

Total 9 38.100000

Sun Nov 20 1994 03:48:23 PM

Multiple range analysis

T I R T T T R I I R e e e I I R T NS

Method: 95 Percent Tukey HSD

................................................................................

Level Count Average
1 3 34.033333
4 3 36.933333
9 3 43.333333

contrast

1 -4

1 -9

4 - 9

X
X
X
difference +/-
-2.90000
-9.30000
-6.40000

* denotes a statistically significant difference.
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One-Way Analysis o¢ Variance

------------------------------------------------------

Data: PROTEINA POR MACROKJELDAHL
Level codes: BIOFERT2.TRATAMIEN2

Labels:

Means plot: Conf. Int, Confidence level: 99 Range test: Tukey
Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. leve

Between groups 135.86000 2 67.930000  10.974 0099

Within groups 37.14000 6 6.190000

Total (corrected 173.00000 e T

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20 1994 03:52:27 PM

Table of means

-------------------------------------------------------

stnd. Error Stnd. Error

P R A A I I ]

99 Percent Confidence

Level Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 34,033333 1,0170764 1.4364308 58.706442 39.36022¢
4 3 36,933333 2.2696059 1.4364308 31.606442 42.26022¢
9 3 43,333333 .0666667 1.4364308 38.006442 48.66022¢

Total 9 38.100000 ,82932137 . 82932137 35.024518 41,17548:

Sun Nov 20 1994 03:53:05 PM

Multiple range analysis

......................................................

Method: 99 Percent Tukey HSD
Level Count Average Homogeneous Groups

1 3 34,033333 X
4 3 36.933333 XX
9 3 43.333333 X

------------------------------------------------------

contrast difference +/-
1 - 4 -2.90000
1 -9 -9.30000
4 -9 -6.40000

------------------------------------------------------

-------------------------

9.08899 *
9.08899

* denotes a statistically significant difference.
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One-Way Analysis of Variance
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Data: ACEITE POR INFRARROJO CERCANO
Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Means plot: Conf. Int.

Confidence level:

95

Analysis of variance
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Range test: Tukey

6.5521970
.7663889

Between groups 72.074167 11
Within groups 18,.393333 24
Total (corrected) 90.467500 35

0 missing value(s) have been excluded,

Sun Nov 20 1994 02:53:46 PM

Table of means

stnd. Error Stnd. Error

(pooled 8)

.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334

95 Percent Confidence
intervals for mean

22.689921
22.223255
22.089921
21.923255
19.823255
19.123255
19.056588
19.523255
19.023255
19,189921
18.923255
19.789921

24.,776745
24.310079
24.176745
24.010079
21.910079
21.210079
21.143412
21.,610079
21.110079
21.276745
21.010079
21.876745

---------------------------------------------------------------------------------

Level Count Average (internal)
1 3 23.733333 .4841946

2 3 23.266667 .8819171

3 3 23.133333 1.1215069

4 3 22.966667 .6984109

5 3 20.866667 .4666667

6 3 20.166667 .1666667

7 3 20.100000 . 0000000

8 3 20.566667 .0666667

9 3 20.066667 .0881917
10 3 20.233333 .1452966
11 3 19.966667 .0881917
12 3 20.833333 . 1452966
Total 36 21.325000 1459061

Sun Nov 20 1994 02:52:08 PM

Multiple range analysis

Method: 95 Percent Tukey HSD

Level Count Average  Homogeneous Groups

11 3 19.966667 X

9 3 20.066667 X

7 3 20.100000 X

6 3 20.166667 X
10 k) 20.233333 X

8 k) 20.566667 XX
12 3 20.833333 XXX
5 3 20.866667 XXX
4 3 22.966667 XXX
3 3 23.133333 XXX
2 3 23.266667 XX
1 3 23.733333 X
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One-Way Analysis of Variance
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Data: ACFITE POR INFRARROJO CERCANO

Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT
Labels:

Means plot: Conf. Int,

Confidence level: 99

Analysis of variance
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Range test: Tukey

--------------------------------------------------------------------------------

74167
93333

6.5521970
.7663889

- s e e s e e e = e e U e U e e e e % e G Y W e W e P e M W e W W W W e w E w e e e W e M e e e e

Between groups 72.0
Wichin groups 18.3
Total (corrected) 90.4

0 missing value(s) have been ex

67500
cluded.

R I I I I i e e e et T TN U gy i A S

99 Percent Confidence
intervals for

D I e i T e e e i T iV S S S U U U S U

tnd. Error
(internal)

.4841946
.8819171
1.1215069
.6984109
.4666667
.1666667
.0000000
.0666667
.0881917
.1452966
.0881917
. 1452966

Stnd. Error

(pooled s)

.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334
.5054334

22.319410
21.852744
21.719410
21,552744
19.452744
18.752744
18.686077
19.152744
18.652744
18.819410
18.552744
19.419410

mean

.147256
.680590
.547256
.380590
.280590
.580590
.513923
.980590
.480590
.647256
.380590
.247256

Sun Nov 20 1994 03:02:21 PM
Table of means
S

Level Count Average
1 3 23.733333
2 3 23.266667
3 3 23,133333
4 3 22.966667
5 3 20.866667
6 3 20.166667
7 3 20.100000
8 3 20.566667
9 3 20.066667
10 3 20.233333
11 3 19.966667
12 3 20,833333
Total 36 21.325000

Sun Nbv 20 1994 03:04:04 PM

Multiple range analysis

.1459061

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 99 Percent Tukey HSD
Level Count Average

................................................................................

19.966667
20.066667
20.100000
20.166667
20.233333
20.566667
20.833333
20.866667
22.966667
23.133333
23.266667
23.733333

-
HowWhbhnTODONANJIOUR

W Ww Wi Wi w
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TABLA 7 120

one-Way Analysis Oof variance

--------------------------------------------------------------------------------

Data: ACEITE PORRESONACIA MAGENTICA NUCLEAR
Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:
Means plot: Conf. Int, Confidence level: 9§ Range test: Tukey

Analysis of variance
Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square P-ratio  Sig. level
Becween groups 51.269722 11 4.6627020  6.857  .0000
Within groups 16.320000 24 .6800000
Total (corrected) 67.609722 38 T

0 missing value(s) have been excluded.
Sun Nov 20 1994 02:24:21 PM

Table of means

L L L I I I A I S

stnd. Error Stnd. Error 9% Percent Confidence

Level Count Average [(internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 23.933333 .3844188 .4760952 22.950487 24.916180
2 3 23,500000 .9018500 .4760952 22.517154 24.482846
3 3 23.366667 .7512952 .4760952 22.383820 24.349513
4 3 23.066667 .8333333 .4760952 22.083820 24.049513
5 3 21.000000 .3055050 .4760952 20.017154 21.982846
6 3 20.466667 ,1201850 .4760952 19.483820 21.449513
7 3 20.633333 .1855921 .4760952 19.650487 21.616180
8 3 21.033333 .2027588 .4760952 20.050487 22.016180
9 3 21.600000 .4582576 .4760952 20.617154 22.582846
10 3 21,433333 .0666667 .4760952 20.450487 22.416180
11 3 21,333333 .2666667 .4760952 20.350487 22.316180
12 3 20,866667 .1763834 .47609%2 19.883820 21.849513
Total 36 21.852778 .1374369 .1374369 21.569054 22.,136501

Sun Nov 20 1994 02:41:32 PM

Multiple range analysis

Method: 95 Percent Tukey HSD

Level Count Average Homogeneous Groups
3 20.466667 X
3 20.633333 X
3 20.866667 XX
3 21.000000 XXX
3 21.033333 XXX

11 3 21,333333 XXXX
3 21.433333 XXXX
3 21,600000  XXXXX
3 23.066667 XXXX
3 23,366667 XXX
3 23.500000 XX
3 23,933333 X

--------------------------------------------------------------------------------

v



TABLA 8

One-Way Analysis of Variance

R I I R i L L R e A R I I E I R KR R R

Data: ACEITE POR RESONANCIA MAGNETICANUCLEAR
Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Means plot: Tukey

Confidence level: 99

Analysis of variance

P L R T I e R N I e I R R I S R

121

Range test: Tukey

P I I R e e e R N L L L L

4.6627020
.6800000

6.857

e e e e Ew e T e W e T s s S e R R e AR T W T e G M M e e A S e R W

Source of variation  Sum of Squares 4.
Between groups 51.289722
Within groups 16.320000
Total (corrected) 67.609722

0 missing value(s) have been excluded,

Fri Nov 25 1994 02:41:12 PM

Table of means

K e el e e L L N e A I )

Stnd. Error Stnd. Brror

Average

3 23.933333
3 23.500000
3 23.366667
3 23.066667
3 21.000000
3 20.466667
3 20.633333
3 21.033333
3 21.600000
3 21.433333
3 21.333333
3 20.866667

21.852778

Multiple range analysis

(in

.

ternal)

3844188
9018500

.7512952
.8333333
. 3055050
.1201850
.1855921
.2027588
.4582576
.0666667
.2666667
.1763834

.

1374369

{pooled s)

.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952
.4760952

99 Percent Tukey HSD
intervals for mean

P Rl L . I e T T T

22.478672
22.045338
21.912005
21.612005
19.545338
19.012005
19.178672
19.578672
20.145338
19.978672
19.878672
19.412005

.387995
.954662
.821328
.521328
.454662
.921328
.087995
.487995
.054662
.887995
. 787995
.321328

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 99 Percent Tukey HSD
Level Count Average

................................................................................

3 20.466667
3 20.633333
3 20.866667
3 21.000000
3 21.033333
3 21.333333
3
3
3
3
3
3

o

21.433333
21.600000
23.066667
23.366667
23.500000
23.933333



TABLA 9 122

One-Way Analysis of Variance
Data: ACGRASOS.palmitico o TTTmmT
Level codes: ACGRASOS.tratamient
Labels:

Means plot: Tukey Confidence level: 95 Range test: Tukey

Analysis of variance

Between groups 3.5715639 11 .3246876 2.764 .0181
Within groups 2.8190667 24 .1174611
Total (corrected) 6.3906306 35

0 missing value(s) have been excluded.
Sat Oct 29 1994 06:39:29 PM

Table of means

P L I e T R e I I R L L L ]

stnd. Error Stnd. Error 95 Percent Tukey HSD
Level Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 12.443333 .2107394 .1978729 11.938746 12.947920
2 3 12.343333 .1637410 .1978729 11.838746 12.847920
3 3 12.260000 .1212436 .1978729 11,755413 12.764587
4 3 11.930000 . 2858904 .1978729 11.425413 12.434587
5 3 12.123333 . 3138117 .1978729 11.618746 12.627920
6 3 12.606667 .1975123 .1978729 12.102080 13.111254
7 3 12.533333 .2240784 .1978729 12,028746 13.037920
8 3 12,153333 .0366667 .1978729 11.648746 12.657920
9 3 11.876667 .1901169 .1978729 11.37208C 12.381254
10 3 11.746667 .0566667 ,1978729 11,242080 12.251254
11 3 12.393333 . 0554777 .1978729 11.888746 12.897920
12 3 11.553333 .2659156 .1978729 11.048746 12.057920
Total 36 12.163611 .0571210 .0571210 12,01794S 12,309273
Sat Oct 29 1994 06:38:02 PM
Multiple range analysis
Method: 95 Percent Tukey HSD
Level Count Average Homogeneous Groups
12 3 11.553333 X
10 3 11.746667 XX
9 3 11.876667 XX
4 3 11.930000 XX
5 3 12.123333 XX
8 3 12.,153333 XX
3 3 12.260000 XX
2 3 12,343333 XX
p § 3 12,393333 XX
1 3 12.443333 XX
7 3 12,5333133 XX
6 3 12.606667 X



TABLA 10

One-Way Analysis of Variance

123

P L e R ettt e e e R R N I I R A I I I

Data: ACGRASOS.estearico
Level codes: ACGRASOS.tratamient
Labels:

Means plot: Tukey

Confidence level:

95

Analysis of variance

Range test: Tukey

.0829172
.0757611

1.094

Source of variation  Sum of Squares d
Between groups .9120889
Wwichin groups 1,8182667
Total (corrected) 2.7303556

0 missing value(s) have been excluded.

Table of means

stnd. Brror Stnd. Error

(pooled B8)

.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141
.1589141

95 Percent Tukey HSD
intervals for mean

3.3547602
3.1980936
3.4647602
3.1614269
3.4647602
3.5780936
3.4314269
3,19809136
2.9714269
3.3747602
3.3714269
3.3147602

.1652398
.0085731
.2752398
.9719064
.2752398
.3885731
.2419064
.0085731
.7819064
.1852398
.1819064
.1252398

--------------------------------------------------------------------------------

Level Count Average (internal)

1 3 3.7600000 . 1563117

2 3 3.6033333 .0868588

3 3 3.8700000 . 0585947

4 3 3.5666667 .1920359

5 3 3.8700000 .1951922

6 3 3.98333133 .14723138

7 k} 3.8366667 .2658529

8 3 3.6033333 .1703265

9 3 3.3766667 .12238137

10 3 3.7800000 .0611010

11 3 3.7766667 . 2136456

12 3 3.7200000 . 0832666

Total 36 3.7288889 0458746
sat Oct 29 1994 06:49:39 PM

Multiple range analysis

--------------------------------------------------------------------------------

Method; 95 Percent Tukey HSD
Level Count Average

31.3766667 X
3.5666667 X
3.6033333 X
3.6033333 X
3.7200000 X
3.7600000 X
k) X
3 X
k) X
3 X
3 X
3 X

-

.7766667
.7800000
.8366667
.8700000
.8700000
.9833333

-



TABLA 11 124

One-Way Analysis of Variance

--------------------------------------------------------------------------------

Data: ACGRASOS.oleico

Level codes: ACGRASOS.tratamient

Labels:
Means plot: Tukey Confidence level: 95 Range test: Tukey

Analysis of variance
Seuree of variation  Sum of Squares d.f. Mean square FP-ratio Sig. level
Between growps 15.577275 11 1.4161159  3.697  .0036
Within groups 9.193200 24 .3830500
Total (corrected) 24770475 38

0 missing value(s) have been excluded.
Sat Oct 29 1994 06:52:19 PM

Table of means

Stnd. Error Stnd. Error 95 Percent Tukey HSD

Level Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 23.920000 .4121893 .3573280 23.008794 24.831206
2 3 23.906667 .2425100 .3573280 22,995461 24.817873
3 3 24.813333 .2490203 .3573280 23.902127 25,724539
4 3 24.416667 .1970054 .3573280 23.505461 25.327873
5 3 24.780000 .6610850 .3573280 23.868794 25.691206
6 k) 23.546667 ,2387700 .3573280 22,635461 24.457873
7 3 23.803333 .4816753 .3573280 22.892127 24.,714539
8 3 24 .870000 .5139066 .3573280 23.958794 25.781206
9 3 25.320000 .2345918 .3573280 24.408794 26.231206
10 3 25.543333 .0785988 .3573280 24.632127 26.454539
11 k! 25.540000 .2981610 .3573280 24.628794 26.451206
12 3 24.770000 .2497999 .3573280 23.858794 25.681206
Total 36 24.602500 .1031517 .1031517 24.339457 24.865543

Sat Oct 29 1994 06:53:01 PM

Multiple range analysis

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 95 Percent Tukey HSD

Level Count Average Homogeneous Groups
6 3 23.546667 X
7 3 23.803333 XX
2 3 23.906667 XX
1 3 23.920000 XX
4 3 24.416667 XX

12 3 24.770000 XX
5 3 24.780000 XX
3 3 24.813333 XX
8 3 24.870000 XX
9 3 25.320000 XX

11 3 25.540000 X

10 3 25.5433133 X



-

TABLA 12

One-Way Analysis of Variance

PR e e R R R R R R R LR R R R R AR R i Al el g

Data: ACGRASOS.linoleico
Level codes: ACGRASOS.tratamient
Labels:

Means plot: Tukey

Contidence level: 95

Anal.ysis of variance

T L e R N L R L L E R R E R R R R R

Mean square

P-ratio

125

Range test: Tukey

Sig. level

O e R R L R RN R D R N I I K A A I Y

.84998]
.3509250

2.422

----------------------------------------------------- N L L L R L AN S

Source of variation Sum of Squares d.
Between groups 9.3498222
within groups 8.4222000
Total (corrected) 17.772022

0 missing value(s) have been excluded.
3at Oct 29 1994 06:57:13 PM

Table of means

35

O T T T T e R IR I R I S N I SIS SR MR Sy )

Stnd. Error Stnd. Brror

(pooled s)

.3420161
.3420161
.3420161
.3420161
.3420161
.3420161
.3420161
.3420161
. 3420161
.3420161
.3420161
.3420161

95 Percent Tukey HSD
intervals for mean

e I I e I i B R I RN s i S ey

51.197840
51.737840
50.767840
51.644507
51.047840
52.191174
52.271174
52.324507
50.914507
51.277840
51.584507
51.827840

52.942160
5§3.482160
52.512160
§3.388826
52.792160
53.935493
54.015493
54.068826
52.658826
5§3.022160
5§3.328826
§3.572160

--------------------------------------------------------------------------------

Level Count Average {internal)

1 3 52.070000 .6278004

2 3 52.610000 .2055075

3 3 51.640000 .1724336

4 3 52.516667 .3002962

5 3 51.920000 .2211334

6 3 53.063333 .1809543

7 3 53.143333 .3919325

8 3 53.196667 .5206813

9 3 51.786667 .45322130

10 3 52.150000 .2557994

11 3 52.456667 .1738134

12 3 52.700000 .2000000

Total 36 52.437778 0987315
Sat Oct 29 1994 06:57:45 PM

Multiple range analysis

.....................................
R R R R e R N R R I T T T T Uy

Method: 95 Percent Tukey HSD
Level Count Average

.....................................
e o= R R R R T T T T S

3 51.640000 K3
51.786667 X
51.920000 X
52.070000 X
52.150000 X
52.456667 <
52,516667 "
52.610000 X
52.700000 X
53.063333 X
53.143333 X
53.196667

-

[y
WINRN VD= O NNYW

W o W W W W W W W



v

TABLA 13

One-Way Analysis of Variance

---------------------------------------------------------------------------------

Data: ACGRASOS.linolenico
Level codes: ACGRASOS.tratamient
Labels:

Means plot: Tukey

Confidence level:

95

126

Range test: Tukey

Analysis of variance

--------------------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------------------------------------------

1.1812051
.1359944

--------------------------------------------------------------------------------

Source of variation Sum of Squares d.
Between groups 12.993256
Within groups 3.263867
Total (corrected) 16.257122

0 missing value(s) have been excluded.
Sat Oct 29 1994 07:02:43 PM

Table of means

T L I I L L L R L

stnd. Error Stnd. Error

(pooled s)

.2129119
. 2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119
.2129119

95 Percent Tukey HSD
intervals for mean

I T T I T T T T T U I

7.2603963
7.0070630
6.8770630
7.0337296
6.7537296
6.2570630
6.1403963
5.6337296
7.0970630
6.2503963
5.2837296
6.9370630

8.3462704
8.0929370
7.9629370
8.1196037
7.8396037
7.3429370
7.2262704
6.7196037
8.1829370
7.3362704
6.3696037
8.0229370

--------------------------------------------------------------------------------

Level Count Average (internal)

1 3 7.8033333 .17704236

2 3 7.5500000 .2025669

3 3 7.4200000 .1106044

4 3 7.5766667 .0545690

5 3 7.2966667 .2041514

6 3 6.8000000 .1101514

7 3 6.68331333 .1855023

8 3 6.1766667 .2356080

9 3 7.6400000 .1001665

10 3 6.7933333 .2089%923

11 3 5.8266667 .4656298

12 3 7.4800000 .2052641

Total 36 7.0872222 .0614624
Sat Oct 29 1994 07:03:24 PM

Multiple range analysis

................................................................................

Method: 95 Percent Tukey HSD

--------------------------------------------------------------------------------

Level Count Average
11 3 5.8266667 X
8 3 6.1766667 X
7 3 6.6833333 XX
10 3 6.7933333 XXX
6 3 6.8000000 XXX
5 3 7.2966667 XX
3 3 7.4200000 XX
12 3 7.4800000 XX
2 3 7.5500000 XX
4 3 7.5766667 XX
9 3 7.,6400000 XX
1 3 7.8033333 X



TABLA 14 127
One-Way Analysis of Variance
Data: ACGRASOS.limolemico
Level codes: ACGRASOS.tratamient
Labels:
Means plot: Tukey Confidence level: 99 Range test: Tukey
Analysis of variance
Source of variation  Sum of Squares d.f. Mean square P-ratio  Sig. level
Between growps 12.993256 11 1.1812051  8.686 . 0000
Within groups 3.263867 24 .1359944
Total (corrected) 16.257122 35

0 missing value(s) have been excluded.
Sat Oct 29 1994 07:07:05 PM

Table of means

99 Percent Tukey HSD

Stnd. Error Stnd. Error

Level Count Average {(internal) {(pooled s8) intervals for mean
1 3 7.8033333 .1770436 .2129119 7.1528021 8.4538646
2 3 7.5500000 .2025669 .2129119 6.8994688 8.2005312
3 3 7.4200000 .1106044 .2129119 6.7694688 8.0705312
4 3 7.5766667 . 0545690 .2129119 6.9261354 8.2271979
5 3 7.2966667 .2041514 .2129119 6.6461354 7.9471979
6 3 6.8000000 .1101514 .2129119 6.1494688 7.4505312
7 3 6.6833333 .1855023 .2129119 6.0328021 7.3338646
8 3 6.1766667 .2356080 .2129119 5.5261354 6.8271979
9 3 7.6400000 .1001665 .2129119 6.9894688 8.2905312
10 3 6.79333133 ,2089923 .2129119 6.1428021 7.4438646
11 3 5.8266667 .4656298 . 2129119 5.1761354 6.4771979
12 3 7.4800000 .2052641 .2129119 6.8294688 8.1305312
Total 36 7.0872222 .0614624 .0614624 6.8994300 7.2750144

Sat Oct 29 1994 07:06:01 PM

Multiple range analysis

Method: 99 Percent Tukey HSD

Level Count Average Homogeneous Groups
11 3 5.8266667 X
8 3 6.1766667 XX
7 3 6.6833333 XXX
10 3 6.7933333 XXX
6 3 6.8000000 XXX
5 3 7.2966667 XX
3 3 7.4200000 XX
12 3 7.4800000 X
2 3 7.5500000 X
4 3 7.5766667 X
9 3 7.6400000 X
1 3 7.8033333 X
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TABLA 15

One-Way Analysis of Variance

128

ORI g S R U e e e A R I R R R L I U I A A St i g

pata: FOSFORO POR HECTAREA
Level codes: FOSFORO VIA SECA
Labels: !

Means plot: Tukey Confidence level: 95

Analysis of variance

Range test: Tukey

- v e e W % W e e e s % % A s e W U e e B W W W e AR S S Ay N e e N e

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level
Between groups 978.91680 12 88.992436 11.191 .0000
Within groups 190.84860 24 7.952025

Total (corrected) 1169.7654 35

0 missing value(s) have been excluded.
Thr Nov 3 1994 07:28:40 PM

Table of meane

R L e T I e O I I T L T N e

95 Percent Tukey HSD

Stnd. Error Stnd. Brror

Level Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 27.790000 .1852026 1.62808594 23.6138283 31,941717
2 3 25.176667 1,0072625 1.6280894 21.024950 29,328384
3 3 34.420000 .0000000 1,6280894 30,268283 38.571717
4 3 40.563333 1.2967181 1.6280894 36.411616 44.715050
5 3 33.943333 3,2101783 1.628085%4 29.791616 38.085050
6 3 32.996667 1,3574650 1,6280894 28.844950 37.148384
7 3 33.286667 2.6102128 1.6280894 29.134950 37.438384
8 3 32,480000 .4358899 1.6280894 28.328283 36.631717
S 3 34.,443333 .5757700 1.6280894 30.291616 38.595050
10 3 30.123333 2.1328333 1.6280854 25.971616 34.275050
11 3 34.503333 1.9733333 1.6280894 30.351616 38.655050
12 3 46.153333 1.0733333 1.6280894 42.001616 50.305050
Total 36 33.823333 4659889 .4699889 32.6248136 35.021831

Multiple range analysis

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 95 Percent Tukey HSD

Level Count Average Homogeneous Groups
2 3 25.176667 X
1 3 27.780000 XX
10 3 30.123333 XX
8 3 32.480000 XXX
6 3 32.986667 XXX
7 3 33,286667 XXX
5 3 33.943333 XX
3 3 34.420000 XX
8 3 34.443333 XX
11 3 34.503333 XX
4 3 40.563333 XX
12 3 46.153333 X



TABLA 16 129

One-Way Analysis of Variance

D I R R d T B I R I I

Data: FOSFORO POR HECTAREA
Level codes: FOSFORO VIA SECA.

Labels:

Means plot: Tukey Confidence level: 99 Range test: Tukey
Analysis of wvariance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square P-ratio Sig. level

Between groups 978.91680 11  88.992436  11.191  .0000

Within groups 190.84860 24 7.952025

Total (corrected) 1697654 3s T

0 missing value(s) have been excluded.
Thr Nov 3 1994 07:34:57 PM

Table of means

Stnd. Error Stnd. Error 99 Percent Tukey HSD

Level Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 27.790000 .1852026 1.6280894 '22.815534 32.764466
2 3 25.176667 1.0072625 1.62808%4 20.202201 30.151132
3 3 34.420000 .0000000 1.6280894 29.445534 39.394466
4 3 40.563333 1.2967181 1.6280894 35.588868 45,.537799
5 3 33.943333 3.2101783 1.6280894 28.968868 38.917799
6 3 32.996667 1.3574650 1.6280894 28.022201 37.971132
7 3 33,286667 2.6102128 1.6280894 28.312201 38.261132
8 3 32.480000 .4358899 1.6280894 27.505534 37.454466
9 3 34.443333 .5757700 1.6280894 29.468868 39.417799
10 3 30.123333 2.1328333 1.6280894 25.148868 35.097799
11 3 34.503333 1.9733333 1.6280894 29.528868 39.477799
12 3 46.153333 1.0733333 1.6280894 41.178868 51.127799
Tntal 36 33.823333 4699889 4699889 32.,387329 35.259338

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 99 Percent Tukey HSD

Level Count Average Homogeneous Groups

2 3 25.176667 X

1 3 27.790000 X
10 3 30.123333 X

8 3 32.480000 XX
6 3 32.996667 XX
7 k! 33.286667 XX
5 3 33.943333 XX
3 3 34.420000 XX
9 k! 34.443333 XX
11 3 34.503333 XX
4 3 40.563333 XX
12 3 46.153333 X



e

Labels:

Means plot: Tukey

TABLA 17

One-Way Analysis of Variance

Data: FOSFORO POR HECTAREA
Level codes: FOSVHUMD VIA HUMEDA

Confidence level:

Analysis of variance

Between groups

Within groups

Total (corrected)

359.69863
127.781387

Lk L L R R N P PR LR T R R N R

487.48249

0 missing value(s) have been excluded.

Fri Nov 25

1994

06:04:45 PM

Table of means

130
95 Range test: Tukey
Mean square P-ratio Sig. level
89.924657 7.037 .0058
12.778387

95 Percent Tukey HSD
intervals for

Average

Stnd. Brror

Stnd. Brror

mean

32,753333
25.180000
31,363333
40.486667
33.663333

.560790
. 987457
.170790
.294124
.470790

15
Multiple range analysis

32.689333

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 95 Percent Tukey HSD
Level

--------------------------------------------------------------------------------

Count

Average

25.180000
31.363333
32.753333
33.663333
40.486667

contrast

1 -

BN N N
I R T T R T T |

N NTd WU N

(internal) {pooled s8)
3.6371249 2.0638465 27.945876
2.1253078 2,0638465 20.372543
.7666667 2.0638465 26.555876
.7766667 2,0638465 35.679210
1.5364606 2.0638465 28.855876
.9229802 .9229802 30.539373
Homogeneous Groups
X
XX
XX
XX
X
difference +/- limits
7.57333 9.61491
1.39000 9.61491
-7.73333 9,61491
-0.91000 9.61491
-6.18333 9.61491
-15.3067 9.61491 ¢
-8.48333 9.61491
-9,12333 9.61491
-2.30000 9.61491
6.82333 9.61491

* denotes a statistically significant difference.



TABLA 18 131

One-way Analysil of Variance

Data: FOSFORO PORHECT AREA
Level codes: FOSVHUMD VIA HUMEDA
Labels:

Means plot: Tukey Confidence level: 99 Range test: Tukey

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square P-ratio Sig. level

Between groups 359.69863 4 89.924657 7.037 ,0058
Within groups 127.78387 10 12.778187
Total (corrected) 487.48249 14 )

0 missing value(s) have been excluded.
Fri Nov 25 1994 06:08:41 PM

Table of means

stnd. Brror Stnd. Brror 99 Percent Tukey HSD

Level Count Average (internal) (pooled 8) intervals for mean
1 3 32.753333 3.6371249 2.0638465 26.398545 39.108122
2 3 25.180000 2.1253078 2.0638465 18.825211 31.534789
3 3 31,3633133 .7666667 2.0638465 25.008545 37.718122
4 3 40.486667 .7766667 2.0638465 34.131878 46.841455
5 3 33.663333 1.5364606 2.0638465 27.308545 40.018122
Total 15 32.689333 .9229802 .9229802 29.847385 35.531281
Multiple range analysis
Method: 99 Percent Tukey HSD
Level Count Average Homogeneous Groups
2 3 25.180000 X
3 3 31.363333 XX
1 3 32.753333 XX
5 3 33.663333 XX
4 3 40.486667 X
contrast difference +/- limits
1 -2 7.57333 12.7096
1 -3 1,3%000 12.7096
1-4 -7.73333 12,7096
1 -5 -0.91000 12,7096
2 -3 -6.18333 12.7096
2 - 4 -15.3067 12.7096 ¢
2 -5 -8.483133 12,7096
3 -4 -9.123133 12.7096
3 -5 -2.30000 12.709¢6
4 -5 6.82333 12.7096

v denotes a statistically significant difference.
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One-Way Analysis of Variance
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Data: BIOFERT.HUMEDAD

Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Means plot: Conf. Int,

Confidence level: 95

Analysis of variance

U U U U U U U R PR R R R R R T R R R I R I R A I R

£,

Mean square

F-ratio

Range test: Tukey

v 40 s w e = e e e e e W b S0 G G s e e e e W e W T e N N B w e e NN E BT EET NG DENED P EEE DN EWE e e -

.1298990
.0213889

6.073

Source of variation Sum of Squares d.
Between groups 1.4288889
Within groups .5133333
Total (corrected) 1,9422222

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20 1994 03:11:45 PM

Table of means

stnd. Error . Sstnd. Error
{(internal)

Average

8.2000000
8.5000000
8.5000000
B8.4666667
8.4000000
8.2333333
8.3000000
8.4000000
8.4333333
8.1333333
8.1000000
8.8666667

D I T S I e L e L N I L L kR

Total 36 8.3777778
Multiple range analysis

(pooled s)

.0844371
. 0844371
. 0844371
. 0844371
. 0844371
.0844371
.08441371
.0844371
.0844371
.0844371
. 08441371
.0844371

95 Percent Confidence
intervals for mean
,0577350
. 0000000
.0577350
.0333333
L, 0577350
,1201850
1527525
.1154701
.0881917
,0881917
,0000000
,0881917

8.0256888
8.3256888
8.3256888
8.2923555
8.2256088
8.0590221
8.1256888
8.2256888
8.2590221
7.9590221
7.92560888
8.6923555

.3743112
.674311:2
.6743112
.6409779
.574311:2
.407644¢
.4743112
.5743112
.607644¢
.3076445
.2743112
9.0409779

OO ODODODODOO®

................................................................................

Method:
Level

95 Percent Tukey HSD
Count Average

8.1000000
8.1333333
8.2000000
8.2333333
8.3000000
8.4000000
8.4000000
8.4333333
8.4666667
8.5000000
8.5000000
B.8666667

T e e e I I I e I Il R e S I R
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One-Way Analysis of Variance
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--------------------------------------------------------------------------------

Data: BIOFERT. HUMEDAD

Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Means plot: Conf. Int.

Confidence level: 99

Analysis of variance

T e L L . e T A R I I R L

Range test: Tukey

---------------------------------------------------------------------------------

.1298990
.0213889

6.073

--------------------------------------------------------------------------------

0 missing value(s) have been excluded,

Sun Nov 20 1994 03:20:21 PM

Table of means

Source of variation Sum of Squares d.f.
" Between groups 1.4288889 11
Within groups .5133333 24
Total (corrected) 1.9422222 35

B R R I R R L D R i e e e T T T R e O Vg O I

Stnd. Error Stnd. Error
(internal)

Average

8.2000000
8.5000000
8.5000000
B.4666667
8.4000000
8.2333333
8.3000000
8.4000000
8.4333333
8.1333333
8.1000000
B.8666667

.0577350
.0000000
.0577350
.0333333
.0577350
.1201850
.1527525
.1154701
.0881917
.0881917
.0000000
.0881917

(pooled s)

. 0844371
.0844371
.0844371
.0844371
.0844371
.0844371
. 0844371
.0844371
. 0844371
.0844371
.0844371
. 0844371

99 Percent Confidence
intervals for mean

--------------------------------------------------------------------------------

7.9637917
8.2637917
8.2637917
8.2304583
8.1637917
7.9971250
8.0637917
8.1637917
8,1971250
7.8971250
7.8637917
8.6304583

8.4362083
.7362083
.7362083
.7028750
.6362083
.4695417
.5362083
.6362083
.6695417
8,3695417
8.3362083
9.1028750

00 00 00 OO G M ® ®

--------------------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------------------------------------------

Method: 99 Percent Tukey HSD
Level Count Average

--------------------------------------------------------------------------------

.1000000
.1333333
.2000000
.2333333
.3000000
.4000000
.4000000
.4333333
.4666667
.5000000
.5000000
.B666667

--------------------------------------------------------------------------------

-t
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---------------------------------------------------------------------------------

Data: PESODE 1000 GRANOS
Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Means plot: Conf, Int.

Confidence level:

95

Analysis of variance

Range test: Tukey

--------------------------------------------------------------------------------

7002,7733
1017.1067

Between groups

Within groups

T e I I A R I R N A NN S I

8019.8800

Total (corrected)

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20

1994 04:13:52 PM

Table of means

U L L T I R R . N R I R

95 Percent Confidence
intervals for mean

U U L I N A L L L N S I

156.
165.
160.
160.
166.
166.

Stnd. Error

{internal)

.9837570
.1372360
.4236542
.6572471
.8000000
.4096069
.8188131
.6608297
.9359178
.2929845
.4901449
.3143172

WU oN

W W

636.61576
42.37944

Stnd. Error
(pooled s)

.7585212
.7585212
.7585212
.7585212
. 7585212
.7585212
.7585212
. 7585212
.7585212
.7585212
. 7585212
. 7585212

15.022

121.10761
120.57428
127.94095
130.47428
137.54095
146.60761
148.24095
157.44095
153.07428
153.07428
158.67428
158.54095

136.62572
136.09239
143.45905
145.99239
153.05905
162.12572
163.75905
172.95905
168.59239
168.59239
174.19239
174.05905

--------------------------------------------------------------------------------

Sun Nov 20

1994

150.

53333

04:14:38 PM

1,0849916

Multiple range analysis

Method: 95 Percent Tukey HSD
Average

Level Count
2 3
1 3
3 3
4 3
5 3
6 3
7 3
9 3
10 3

8 3
12 3
11 3

-
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TABLA 22 135

One-Way Analysis of Variance

--------------------------------------------------------------------------------

Data: PESODE 1000 GRANOS
Level codes: BIOFERT.TRATAMIENT

Labels:

Confidence level: 99

Means plot: Conf. Int. Range test: Tukey

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f Mean square F-ratio Sig., level
Between groups 7002.7733 11 636.61576 15.022 . 0000
Within groups 1017.1067 24 42.37944

Total (corrected) 8019.8800 35

0 missing value(s) have been excluded.

Sun Nov 20

1994

04:20:18 P

Table of means

--------------------------------------------------------------------------------

99 Percent Confidence

M

sctnd. Error

Stnd. Error

Level Count Average {internal) (pooled s) intervals for mean
1 3 128,86667 .9837570 3.7585212 118.35241 139,38093
2 3 128,33333 2.1372360 3.7585212 117.81907 138.84759
3 3 13:,70000 6.4236542 3.7585212 125.18574 146.21426
4 3 138.23333 5.6572471 3.7585212 127.71907 148.74759
5 3 145,30000 3.8000000 3.7585212 134.78574 155.,81426
6 3 154,36667 .4096069 3.7585212 143.85241 164.88093
7 3 156.00000 3.8188131 3,7585212 145.48574 166.51426
8 3 165,20000 4.6608297 3.7585212 154.68574 175.71426
9 3 160.83333 1.9359178 3.7585212 150.31907 171.34759
10 3 160.83333 2.2929845 3.7585212 150.31907 171.34759
11 3 166.43333 3.4901449 3.7585212 155.91907 176.94759
12 3 166.30000 4.3143172 3.7585212 155.78574 176.81426
“otal 36 150.53313 1.0849916 1.0849916 147.49813 153.56854

................................................................................

Method: 99 Percent Tukey HSD

Level Count Average Homogeneous Groups
2 k! 128.33333 K
1 k! 128.86667 X
k! k! 135,70000 X
4 3 138.23333 XXX
5 k! 145.30000 AXXX
6 k} 154.16667 XXX
7 k! 156.00000 XXX
9 3 160.83333 XX
10 3 160.83333 XX
8 3 165.20000 X
12 3 166.30000 X
11 3 166.43333 X

B e o m e Em N e E N e N e m e e e EERE® RN e D o et EeT NN T E S E e e D e W e MW e =
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