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RESUMEN

Se evalud el potencial biofertilizante de tres consorcios de cianobacterias en el
crecimiento y valor nutricional del pasto Raygrass anual. Este trabajo se realizé por la
necesidad de contar con un tratamiento biologico alternativo al uso de fertilizantes

quimicos.

Se obtuvieron tres consorcios microbianos con cianobacterias (CMA, CMB y
CMC) a partir de muestras de tapetes bacterianos recolectados en el Pasochoa. Se
masificO y se mantuvo los consorcios microbianos en medio BG110, se siguié su

crecimiento mediante espectofometria y recuento en camara de Neubauer.

Como tratamientos adicionales se prepararon dos biofertilizantes, uno a base
de estiércol vacuno y otro de gallinaza. También se empleo un fertilizante quimico y
un blanco (agua destilada) como control. La cantidad del consorcio de cianobacterias
a ser usado, se determind por ensayos previos. Se aplico 40 mL de los consorcios a
las plantulas de Raygrass sembradas en maseta. La capacidad fertilizante de los
tratamientos fue evaluada mediante el andlisis de altura de la planta, longitud de la
raiz y cobertura en maseta. Posterior a la cosecha de las plantas se analizé la
influencia de los tratamientos respecto a las variables nutricionales: materia seca,

humedad, proteina, fibra y ceniza.

Como resultados, se obtuvo que las muestras de Raygrass tratadas con CMA y
CMB, mostraron mejores alturas con 23.16 cm y 21.18 cm respectivamente. En
cuanto a la cobertura, las plantas tratadas con CMB cubrieron en un 83.8% a la
maceta. La longitud de la raiz también se vio favorecida con el uso de CMB,
alcanzando un valor de 4.68 cm. Respecto a la cuantificacion de variables
morfoagronomicas, se encontré6 que CMA influyé de forma positiva en la sintesis de
proteina y grasa del Raygrass, obteniéndose valores de 11.74% y 0,26%
respectivamente. Las plantas tratadas con CMc mostraron humedad del 78, 26% vy
contenido de fibra del 4.08%.
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ABSTRACT

The bio-fertilizing potential of three consortia of cyanobacteria on the annual
growth and nutritional value of Ryegrass was evaluated. This work was performed

based on the need for biological treatment as alternative to chemical fertilizers.

Three microbial consortia with cyanobacteria (CMa, CMg and CMc) were
obtained from samples collected from the bacterial mats in Pasochoa. The microbial
consortia were massively multiplied and kept in BG110, the growth was monitored by

using spectrophotometry and counting in a Neubauer Chamber.

In addition, two biofertilizers were prepared, one based on cow dung and
another on manure. Moreover, a chemical fertilizer and a blank (distilled water) were
used as a control. The amount of the consortium of cyanobacteria to be used was
determined by preliminary tests. 40 mL of the consortia were applied to the Ryegrass
seedlings planted in a pot. The fertilizing capacity of the treatments was assessed
through an analysis of plant height, root length and coverage in the pot. After
harvesting the plants the influence of the treatments regarding the nutritional variables

were examined: dry matter, moisture, protein, fiber and ash.

As a result, it was found that Ryegrass samples treated with CM, and CMs,
showed better heights with 23.16 cm and 21.18 cm, respectively. In terms of coverage,
the plants treated with CMg covered the pot by 83.8%. The root length was also
improved by the use of CMg, reaching a length of 4.68 cm. Regarding the
quantification of morph agronomic variables found that CM, positively influences the
synthesis of protein and fat of the Ryegrass, yielding values of 11.74% and 0.26%
respectively. CMc-treated plants showed 78% humidity, 26% and a fiber content of
4.08%.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

En el Ecuador, el incremento en el uso de fertilizantes en la
agricultura constituye un grave problema de contaminacion ambiental y
dafio a la salud de la poblacion expuesta a este tipo de componentes
quimicos (Orozco & Soria, 2008). En el intento por mejorar la produccion y
el rendimiento de los cultivos, los agricultores emplean fertilizantes de forma
desmesurada, ocasionando serios perjuicios al suelo, la atmosfera y el agua

gue consumimos (Blanco, 1999).

Entre los principales problemas que acarrea el uso de fertilizantes,
esta la contaminacion de los acuiferos subterrdneos, debido a la lixiviacion
de los nitratos (principales componentes de los fertilizantes) hacia el
subsuelo (Garcia & Dorronso, 1999). Se generan grandes problemas de
salud si se llega a consumir agua contaminada con nitratos, debido a su
transformacién en nitritos por participaciéon de bacterias existentes en el
estbmago y vejiga urinaria. A su vez, los nitritos se transforman en ciertos
compuestos cancerigenos, conocidos como Nitrosaminas, causando fuertes

afecciones al estbmago (Suquilanda, 2003).

Entre otros dafios ambientales provocados por el empleo
inconsciente de fertilizantes, esta el desbalance natural que se genera en el
ecosistema. Producto del desequilibrio entre la estructura fisico quimica y
organica del suelo, la diversidad microbiana se reduce y los nutrientes
naturales propios de los suelos escasean (Blanco, 1999). En un ambiente
infértil se hace dificil producir nuevos cultivos, ya que las plantas se vuelven
mas vulnerables a enfermedades y como consecuencia la produccion

agricola disminuye en cantidad y calidad (Sanchez & Mass, 2009).



Para intentar paliar los efectos de este tipo de sistemas agrarios en
el Ecuador, se han establecido herramientas que minimicen el impacto
negativo de los fertilizantes quimicos. Es asi, que entidades publicas como
el MAGAP estan capacitando a los agricultores para que realicen analisis
de suelos previos a la fertilizacion, conozcan la composicidon de los
fertilizantes, la dosis necesaria dependiendo del cultivo asi como la forma
de aplicacion. Al adoptar estos conocimientos se aprovecha de mejor
manera los compuestos de los fertilizantes, sin embargo, no se erradica el
problema de contaminacion (Méndez, 2005). Es por esto que se requiere de
una alternativa biolégica que resulte amigable con el ambiente, la salud y

que a su vez favorezca los procesos de produccion.

En la ultima edicion de la guia de bolsillo “Los fertilizantes y su uso”,
emitido por la FAO, se hace énfasis en la combinaciobn de abonos
organicos con fertilizantes minerales, y se da a conocer sobre los beneficios
del uso de los biofertilizantes. Segun Delgado et al., (2003), las alternativas
practicas de fertilizacion no procedentes de la industria quimica datan del
siglo XVII, de las cuales se destaca la produccion de biofertilizantes. En la
actualidad se ha retornado a esta practica como una opcion para producir
cultivos sanos y econdmicos. Hoy en dia las investigaciones estan
centradas en desarrollar nuevas alternativas biolégicas que representen
opciones mas viables de produccién para el sector agricola y garanticen la

proteccion ambiental.

Un tratamiento que estd siendo adoptado a nivel industrial en
paises desarrollados es la produccion de microorganismos propios del
suelo como biofertilizantes (Rondan, 2001). Entre los microorganismos
capaces de realizar el proceso de fijacion biologica de nitrégeno
atmosférico, estan cierto tipo de cianobacterias (Rondan, 2001). Los
consorcios microbianos con cianobacterias son cada vez mas importantes

en el area agricola, debido a su capacidad de fijar nitrdgeno, potenciar la



produccion de metabolitos secundarios y promover la captacion de

nutrientes en las plantas (Abed & Golubic, 2009).

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos, conocidos
comunmente como algas verde azules que colonizan numerosos
ecosistemas desde acuaticos a terrestres (Diestra et al.,, 2004). Son
microorganismos de gran importancia en la agricultura ecolégica, ya que
impulsan la conservacién ambiental al aportar con nutrientes, vitaminas y
hormonas (Bejarano & Restrepo, 2002). Con el uso de estos biofertilizantes
las texturas de los suelos también mejoran, y con ello se promueve la
germinacion y desarrollo de las plantas (Infantes & Vasquez, 1999; Rondan,
2001).

1.2 Justificacién del Problema

En la actualidad, la creciente produccion agraria en el pais ha
conllevado al uso de fertilizantes que cubran los requerimientos
nutricionales de los cultivos y, ante ello, los pastos no han sido la excepcion
(Benitez, 2005). Considerando la importancia que tienen los pastos en la
alimentacion del ganado, cada vez es més frecuente el uso de fertilizantes

gue garanticen forrajes con calidad morfoagronémica (Belmar et al., 2008).

Debido a la necesidad de aumentar el rendimiento de las pasturas,
los agricultores recurren a los fertilizantes para suplir las necesidades de
nitrogeno que demandan dichas plantas (Moller & Reents, 2007).
Convencionalmente se ha utilizado fuentes de nitrdgeno quimico como la
urea, nitrato de amonio y sulfato de amonio, sin embargo, el uso continuo
inadecuado y exclusivo de estos fertilizantes inorganicos se vuelve mas
nocivo que beneficioso (INIAP, 2007). Desde esta perspectiva, se exige
buscar alternativas que promuevan el crecimiento de pastos, garantizando

proteccién ambiental y salud poblacional (Aruquipa, 2007).



Una alternativa para contrarrestar el uso de fertilizantes quimicos es
la implementacion de fertilizantes organicos o biofertilizantes. El impulsar la
utilizacion de biofertilizantes en el cultivo de pastos, representa un gran
interés cientifico y tecnoldgico para obtener rendimientos satisfactorios en
favor de los agricultores (Alcibar, 2000). La produccion organica es una
opcion que beneficia tanto a productores como consumidores, sin embargo,
lo que realmente justifica la presente investigacion, es el hecho de que los
biofertilizantes reducen considerablemente la contaminacion del suelo, del
agua Yy del aire (Suquilanda, 2001). Respecto a los productores, ellos se
benefician al evitar el riesgo de contraer problemas en las vias respiratorias,
alergias en la piel, esterilidad, mutaciones en su descendencia, entre otros
impactos negativos que conlleva la manipulacibn de fertilizantes

tradicionales (Moreira & Dominguez, 2005).

En los dltimos afios, la preocupacién por la conservacion ambiental
se ha enfocado en buscar tecnologias fiables y sostenibles, es asi, que se
ha impulsado la investigacién en el desarrollo de los biofertilizantes. Entre
los biofertilizantes estan: estiércoles animales, restos vegetales de
alimentos, preparados a base de microorganismos o cualquier otra fuente
organica y natural. La importancia de este tipo de abonos organicos
obedece a que son fuente de vida bacteriana para el suelo y para la
nutricion de las plantas (Anesin et al., 2003). Sin embargo, se requiere
aplicar grandes cantidades de estos biofertilizante para cubrir todos los
requerimientos nutricionales de los cultivos (Merchan et al., 2008). Es por
ello que se requiere de nuevas alternativas, especificamente
microbioldgicas, que promuevan la fijacion biolégica de nitrogeno y otros
nutrientes y que resulten efectivas, reproducibles y rentables (Iglesias &
Montero, 2005).

En consideracion de lo mencionado, paises con un mayor desarrollo

biotecnolégico, han centrado sus esfuerzos en investigar los beneficios de



los microorganismos dentro de la agricultura. Es asi, que en paises
asiaticos, hace algunos afios atras, se ha venido fertilizando los suelos
empleando microorganismos fotosintéticos que han demostrado tener la
propiedad de fijar nitrdgeno atmosférico (Blanco et al., 1999; Torres & Arifio,
2001). Este tipo de microorganismos conocidos como cianobacterias o
algas verde azules, especificamente los de naturaleza filamentosa, son
capaces de reducir el nitrbgeno molecular a amonio, molécula que puede

ser asimilada por todos los seres vivos (Abed & Golubic, 2009).

A pesar del poco estudio que se ha realizado en el Ecuador sobre los
consorcios microbianos con cianobacterias, se conoce que pueden ser
usados como biofertilizantes ya que reestructuran el suelo incorporando
elementos esenciales para el desarrollo de las plantas, sin ocasionar dafios
a la salud ni al ambiente (Bejarano & Restrepo, 2002). Debido a la amplia
actividad agricola y ganadera que se ejerce en nuestro pais, es necesaria la
evaluacion del efecto biofertilizante que los consorcios microbianos con
cianobacterias pudieran ejercer sobre el desarrollo morfoagronémico y

nutricional de los pastos.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

e Evaluar el potencial biofertilizante de tres consorcios de cianobacterias
en el crecimiento y valor nutricional de pasto Ryegrass annual (Lolium

multiflorum) a nivel de camara de invernadero.

1.3.2 Objetivos especificos

Obtener consorcios de cianobacterias a partir de diferentes muestras de
suelo, biofilms y cortezas de arboles tomadas en las faldas del volcan

Pasochoa.



Producir biomasa en medio liquido a partir de consorcios de cianobacterias
mantenidos en medio solido.

Preparar los biofertilizantes que seran empleados como tratamientos.
Evaluar bajo biofertilizacion la evolucion del crecimiento del Raygrass
en masetas.

Determinar la materia seca, humedad, proteina, fibra bruta, grasa y ceniza
del Raygrass anual.

Comprobar la sobreviviencia de cianobacterias en el Raygrass anual.

1.4 Marco Tebdrico

1.4.1 Biofertilizantes

Se denomina biofertilizante a un producto que se obtiene de la
degradacion y mineralizacion de materiales organicos, como estiércoles,
restos de plantas y microorganismos propios del suelo (Benitez, 2005). Los
biofertilizantes se utilizan en suelos agricolas, con el proposito de mejorar
sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Es asi que su aplicacion
mejora la estructura, textura y permeabilidad del suelo, ya que influye en su
drenaje y aireacién. En cuanto a las propiedades quimicas del suelo, se
aumenta su poder de absorcion y se reduce las oscilaciones de pH, lo que
permite mejorar la capacidad de intercambio cationico, con lo que la
fertilidad del suelo aumenta. La aireacion y oxigenacion del suelo también
se ven favoridas, ya que el uso de biofertilizantes incrementa la actividad de

los microorganismos aerobios (Montafio, 2005; Black & Mendiola, 2007).



Los biofertilizantes a base de desechos animales, tienen una larga
historia de uso como fuente de fésforo, nitrégeno y carbono, para el
crecimiento de cualquier tipo de cultivos (Benedetti et al., 1998). Hoy en dia
se ha extendido el conocimiento de sus beneficios, por lo que se les ha
dado una mayor atencién a su forma de elaboracion. Es asi que se puede
obtener un biofertilizante mucho mas rico en nutrientes, al mezclar estiércol
vacuno, con leche, melaza o jugo de cafa (Restrepo, 1996). Entre otros
biofertilizantes de excelente calidad, esta la gallinaza, que se compone de
eyecciones de las aves de corral y del material usado como cama, que por

lo general es la cascarilla de arroz mezclada con cal (Bejarano, 2002).

Los ultimos avances en ciencia y tecnologia, han dado cuenta de la
importancia que tienen los microoganismos dentro de los biofertilzantes. Es
asi que en ciertos paises, ya se comercializan algunos productos que
contienen Unicamente bacterias, tal es el caso de Rhizobium (Kapulnik &
Okon, 2002). En general, los microorganismos de interés agricola, son
aislados de la raices de plantas, de suelos o de otros ambientes en los que
se desarrollan, son multiplicados en un medio de cultivo especifico, y
posteriormente son transferidos a un sustrato, para ser utilizados como
biofertilizantes (Bashan et al., 2006; Bowen & Roviera, 1999; Alvear, 2004).
Investigaciones a nivel mundial han dado a conocer que cierto tipo de
microorganismos conocidos como cianobacterias, también tienen la

capacidad de promover el crecimiento vegetal (Herrero et al., 2001).

1.4.2 Cianobacterias

Las cianobacterias, son organismos procariotas, que se engloban en
el reino Monera, y comparten caracteristicas comunes con otras bacterias
fotosintéticas, asi como con el resto de las bacterias. Su nhombre proviene
del griego ciano = azul, por lo que también se las conoce como cianoficeas

o algas verde azules. Se encuentran entre los seres mas antiguos



conocidos, con fosiles de aproximadamente 3000 millones de arfios
(Sarukhan, 2004; De Ledn, 2000). Se conoce una amplia distribucién de las
cianobacterias, en regiones que van desde climas frio, tropicales hasta los
mas extremos. Habitan virtualmente cualquier lugar, ya sea en aguas
continentales o marinas, en suelos, paredes humedas, sobre rocas,
desiertos e incluso sobre hielos antarticos. No solo se adaptan muy bien a
cualquier ambiente, sino también poseen requerimientos nutricionales muy
bajos, por lo que en los ultimos afios ha habido un interés creciente por

conocer sus aplicaciones (Chapman & Wilcox, 2000).

En el campo de la biotecnologia, las investigaciones han demostrado
multiples beneficios de las cianobacterias en distintas areas. En la
alimentacion pueden ser empleadas como suplemento dietético, por su alto
contenido proteico. Son usadas en la biorremediacion de suelos y aguas, ya
gue facilitan los procesos de degradacién de los contaminantes. En el area
agricola, en paises Asiaticos principalmente, las cianobacterias han sido
utilizadas como biofertilizantes, ya sea en forma de vida libre o en simbiosis
con otras especies (Rizzo, 2006). Los nuevos estudios cientificos,
referentes a agricultura sostenible, se centran en el aislamiento de nuevas
cepas de cianobacterias que garanticen una maxima produccién en los
cultivos (Pefia & Reyes, 2007).

1.4.2.1 Caracteristicas de las Cianobacterias

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos, su tamafo
varia de 0,5 a 70um de diametro. Respecto a su estructura, carecen de
nacleo y organulos delimitados por membranas. La pared celular es similar
a la de bacterias Gram negativas, solo que su capa de petidoglucano es
usualmente mas gruesa (Méndez, 2006; Herrero et al., 2001). Un gran

namero de cianobacterias unicelulares, coloniales y filamentosas presentan



una envoltura en el exterior de la membrana externa, que se la conoce

como matriz, glicocélix o capsula (Boone & Castenholz, 2001).

En el interior de sus células, la mayoria de cianobacterias poseen
ficobilisomas hemisféricos o hemidiscoidales, los cuales son complejos
agregados de proteina y pigmentos. Los pigmentos que se pueden
encontrar en su interior son: aloficocianina, clorofila a, ficocianina,
ficoeritrocianina y ficoeritrina, y son empleados por las cianobacterias para

captar energia solar y sintetizar azicares (Champan & Wilcox, 2000).

Las cianobacterias tienen una caracteristica que muy pocos
procariotas poseen, la capacidad de llevar a cabo la diferenciacion celular.
Esta diferenciacion, que supone una expresion geénica, lleva a la generacion
de células especializadas, como lo son los heterocistos. En estas células se
lleva a cabo la fijacion de nitrdgeno por la enzima nitrogenasa, que es
Unicamente activa en ambiente anaerébico (Luden, 2000). En ausencia de
nitrogeno disponible en el medio, algunas cianobacterias filamentosas
responden con un complejo sistema de sefiales y una de las células que se
origina tras division celular, se diferencia a heterocisto (Flores & Herrero,
2009; Todar, 2004; Khanum et al., 2008)

Figura 1.1 Cianobacterias con heterocistos (Khanum et al., 2008)



Respecto a su morfologia, las cianobacterias muestran una gran
variabilidad estructural, debido a que han desarrollado estrategias
ecofisiologicas de adaptacion a diferentes condiciones ambientales de
temperatura, humedad, salinidad, irradiacion solar y pH (Whitton & Potts,
2000, Méndez, 2006).

morfolégicos y ecoldgicos (Tabla 2.1, segun De Ledn 2000). Existen formas

Han sido clasificadas en base a caracteres

unicelulares, filamentosas, ramificadas o no, y con gran variacion en el
tamafio (Casamatta et al., 2005).

Tabla 1.1 Clasificacion y tipos morfolégicos de las Cianobacterias

DIVISION: Cyanophyta
CLASE: Cyanophyceae

pseudoparénquima
no hay heterocistes

Chamaesiphonales

SUBCLASE ORDEN ESPECIE
Coogonophycideae Chroococcales Chroococcgs
organismos unicelulares m_u!tipllica(_:ién_ por Mycrocystis
pueden tener la forma de dlvéﬂggsb'g?;? ° Gloeocapsa
falsos filamentos o P Merismopedia
incluso formar un Dermocarpa

Chamaesiphon

Pelurocapsales

Pleurocapsa

FAMILIA ESPECIE
. . Oscillatoria

Nostocal Oscillatoriaceae Spirulina

cenobigs f?l);:nieenstosos sin heterocistes Lp b
. €eno am yngbya
Hormogonophycideae | g\ ierenciacion entre Nostoc
cenobios filamentosos | yate prostrada y parte Nostocaceae

reprod_ucuon_ por erecta Anabaena

hormc;mgoc;rr]r:cc))ssl i(r:;esmos O | heterociste presente o Rivulariaceae Rivularia

p ausente Calothrix
Scytonema

Scytonemataceae Y

Plectonema

Stigonematales | Stigonemataceae | Stigonema

FUENTE: Modificado de De Le6én, 2000

1.4.3 Fijacion Biologica de Nitrogeno por Cianobacterias

El nitrdgeno, aunque es un elemento abundante en la corteza
terrestre, es muy poco biodisponible, y la mayoria del nitrdgeno que circula

en los ciclos de materia, procede de la fijacion bioldgica (Sylvia et al., 2005).
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Segun Weaver et al. (2001), la fijacion biolégica de nitrdgeno que consiste
en la reduccion del nitrégeno atmosférico a dos moléculas de amoniaco, es
de gran significancia en los sistemas naturales y agricolas en vista de la

escasez y costo de los fertilizantes inorganicos.

Los microorganismos que pueden usar el nitrogeno atmosférico,
como Unica fuente para sintetizar sus compuestos en los que requieran
nitrégeno se llaman diazotréficos (Mayea et al., 1998). Segin Coyne (2000)
entre los microorganismos diazotréficos estan las cianobacterias, que
pueden existir como organismos de vida libre o también en asociaciones

con otros microorganismos o plantas (Tabla 1.3 segun Coyne, 2000).

Tabla 1.2 Género de Cianobacterias implicadas en la fijacion de nitrdgeno

GRU'PO TIPO DE' DEPENDENCIA GENERO
FISIOLOGICO | ASOCIACION | DE OXIGENO | REPRESENTATIVO
Heterétrofo Simbiética Aerobio Nostoc
Gloeocaspa
Trichodesmium
Autétrofo Asimbidtica Aerobio Anabaena
Calothix
Nostoc
Autétrofo Simbiética Aerobio Anabaena
Nostoc

FUENTE: Modificado de Coyne, 2000

Todos estos microorganismos contienen el complejo enziméatico
nitrogenasa, responsable de la conversion de nitrogeno atmosférico en
amoniaco. El complejo nitrogenasa esta formado por dos componentes
protéicos, que deben su nombre a su composicion metdlica. La proteina
gue contiene hierro y molibdato es la dinitrogenasa (con abreviatura MoFe),
mientras que la proteina que contiene solamente hierro se denomina
dinitrogenasa reductasa (con abreviatura Fe). (Sylvia et al., 2005). El

componente MoF, tiene por mision la reduccion de nitrégeno a amoniaco, y

11



el componente Fe, la transferencia a MoF de la energia necesaria para que

éste pueda llevar a cabo aquella reduccion (Dixon & Kahn, 2004).

Para que tenga lugar la reduccion de nitrégeno se necesita la
presencia de ambos componentes, energia biologica en forma de adenosin
trifosfato (ATP), iones magnesio, poder reductor, protones y un ambiente
anaerobio, debido a que la dinitrogenasa es inactivada en presencia de
oxigeno. La fijacibn de nitrébgeno consume una elevada cantidad de
energia, aproximadamente 28 moléculas de ATP por molécula de nitrégeno
reducida, energia que los microorganismos fotosintéticos obtienen de la luz
solar (Dixon & Kahn, 2004).

1.4.3.1 Mecanismo de fijacion biologica de nitrégeno

El mecanismo de fijacion bioldgica de nitrégeno, explicada por varios
autores (Dixon & Kahn, 2004; Sylvia et al., 2005), conlleva ciertas etapas

descritas a continuacion:

1. La dinitrogenasa reductasa (Fe) acepta electrones de un bajo donador
redox, como la ferrodoxina reducida o flavodoxina (FId), y se une a dos
moléculas de MgATP.

2. Posteriormente, transfiere electrones, uno por cada ciclo a la
dinitrogenasa (MoFe).

3. La dinitrogenasa reductasa (Fe) y la dinitrogenasa (MoFe) forman el
complejo nitrogenasa, y un electrén es transferido. Dos moléculas de
MgATP, se unen al complejo y son hidrolizadas a dos moléculas de
MgADP y dos fosfatos (Pi).

4. La dinitrogenasa reductasa (Fe) y la dinitrogenasa (MoFe) se disocian y
el proceso se repite, por lo menos ocho veces.

5. Cuando la dinitrogenasa (MoFe) ha obtenido el nimero suficiente de

electrones, se une a una molécula de nitrégeno atmosférico, la reduce y
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forma una molécula de NH,", que luego de la formacion de una segunda
molécula, se dispone en forma de amoniaco e hidrégeno (2NHs+ H>)

6. Al final todo el ciclo se repite.

La ecuacion [1.1] segun Dixon & Kahn (2004), se deduce de la fijacion

bioldgica de nitrégeno:

N, + 8H" + 8¢ + 16MgATP —»2NH3 + H, + 16MgADP + 16Pi  [1.1]

Como se puede observar en la ecuacioén [1.1], la fijacion biologica de
nitrégeno, al igual que la fijacion quimica e industrial, gasta mucha energia.
Estequiométricamente, la enzima necesita 16 moléculas de MgATP para
transformar una molécula de nitrégeno atmosférico, en dos moléculas de

amoniaco (Sylvia at al., 2005).

1.4.3.2 Estrategias de proteccién de la nitrogenasa frente al oxigeno

El complejo enzimatico nitrogenasa es activado por el oxigeno, y su
sintesis es reprimida de manera irreversible. Para protegerse del oxigeno,
los sistemas fijadores de nitrogeno han desarrollado, a lo largo de la
evolucién, una serie de estrategias fisioldégicas, para excluir total o

parcialmente al oxigeno de los lugares de fijacién (Sylvia et al., 2002).

Entre los mecanismos empleados por las cianobacterias de vida
libre, destacan una mayor actividad respiratoria cuando la oxigenacion
aumenta, con lo que se consiguen niveles de oxigeno lo suficientemente
bajos para que no resulten nocivos. En el caso de ciertas cianobacterias
como Anabaena, Richelia, Nostoc, se desarrollan unas células
especializadas denominadas heterocistos. La nitrogenasa se aloja

exclusivamente en los heterocistos, con lo que se evita el contacto con el
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oxigeno, existiendo una separacion especial entre la fijacion de nitrégeno y
la fotosintesis (Oelze, 2000; Espin, 2002).

1.4.4 Uso de las Cianobacterias como biofertilizante

A partir del descubrimiento de la existencia de microorganismos
verde - azulados fijadores de nitrégeno, entre los afios 1896 a 1901 se
realizaron una gran cantidad de estudios para determinar la capacidad de
estas especies para actuar como biofertilizantes. Asi, las investigaciones se
han centrado en establecer las condiciones de cultivo, propagacion y
obtencién de biomasa de cianobacterias con la finalidad de aplicarse como
biofertilizantes (Olivares, 2008; Hernandez & Chailloux, 2001).

Entre las cianobacterias de vida libres, los géneros Anabaena,
Nostoc, Gloecapsa, Oscillatoria, son los microorganismos que han sido
utilizados en la agricultura de una forma mas amplia frente a otras
cianobacterias benéficas. Es asi que Nostoc y Anabaena han resultado ser
biofertilizantes muy uatiles en el cultivo de arroz, en zonas afectadas por
inundaciones (Rodriguez & Mendoza, 1995). Entre otros casos, las
cianobacterias que conviven en simbiosis en estructuras especificas de las
plantas, también han mostrado buenos resultados, al ser aplicados como
biofertilizantes. Un estudio realizado en una zona templada de California,
EEUU, demostré el potencial biofertilizante, del empleo del helecho de agua
Azolla en simbiosis con la cianobacteria Anabaena. En este caso, se
comprobé que el rendimiento de los arrozales biofertilizados, se
correspondieron al rendimiento de aquellos en los que se uso 400 kg de

sulfato de amonio por hectarea (Olaizola, 2003; Taiz & Zeiger, 1998).

En otros cultivos tales como el trigo, la aplicacion practica de la
inoculacién de Azolla — Anabaena, ha mostrado resultados altamente

positivos. Segun Ardila (2006) en su investigacion, indica que resultado de
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la biofertilizacion, observé aumento de peso fresco del orden de 25 — 30%,

en las plantas de trigo biofertilizadas respecto a los controles no fertilizados.

1.4.5 Generalidades del Raygrass anual (Lolium multiflorum)

El Raygrass es una especie originaria del Mediterraneo, sur de
Europa, norte de Africa y Asia menor, aunque fue cultivada por primera vez
en ltalia y el sur de Europa, actualmente se encuentra ya naturalizada y
distribuida en el Ecuador (Leon, 1999).

Tabla 1.3 Clasificacion taxonémica del Raygrass

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Cyperaceae
Familia Poacea

Género Lolium

Especie multiflorum
Nombre cientifico Lolium multiflorum

FUENTE: Le6n, 1999

El Raygrass anual es una graminea anual que bajo ciertas
condiciones de manejo puede durar hasta varios afilos. Como pastura es la
principal herramienta empleada en la alimentacion de la ganaderia debido a

gue es la fuente de nutricion mas econémica que existe (Bernal, 1994).

Entre los forrajes, el Raygrass es el de mayor interés para formacion
de praderas por su elevado potencial productivo frente a otras gramineas.
Se caracteriza por ser una especie de amplia reproduccién en suelos

fértiles y himedos en los que se tiene una adecuada preparacion del suelo
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y eleccion de semilla (Muslera y Ratera, 2004). El establecimiento rapido, la
buena capacidad de resiembra y velocidad de rebrote, hacen que el
Raygrass anual, sea escogido por el ganadero cuando se requiere forraje
como alimento inmediato (Hannaway et al., 1999). La digestibilidad del
Raygrass, sumado a su alto contenido nutricional, aproximadamente 15%
de proteina y 60% de materia seca, le confieren la calidad necesaria para
suplir los requerimientos de los animales de pastoreo (Bernal, 1994).

1.4.6 Caracteristicas morfoagronémicas del Raygrass

El Raygrass es una especie de graminea que posee un sistema
radicular altamente ramificado y denso, posee numerosas raices fibrosas y
adventicias. El collar de esta planta esta compuesto de tejido meristematico,
el cual origina el incremento de la longitud de la hoja. Las células del collar
dejan de dividirse cuando la hoja ha alcanzado su longitud méaxima. Los
tallos del Raygrass annual, son cilindricos y la base es de color verde palido
a amarillento. Los tallos estan compuestos de nudos y entrenudos, y de
cada nudo nace una hoja. Las hojas son largas, entre 6 a 20 cm de longitud
y anchas de 0.4 a 1 cm, con una nervadura muy bien marcada, el envés
muy brillante, posee arrugas en la parte superior y sus margenes son
ligeramente asperos. La inflorecencia del Raygrass, se presenta en forma
de espiguillas, dispuestas alternativamente a lo largo del tallo, finalmente
las espiguillas son multifloras y sésiles. (Muslera & Ratera, 2004; Alarcon,
2007; Bavera, 2008; Pincemin, 2007).

1.4.7. Calidad del pasto

La calidad de los pastos, en general, estd determinada por el
contenido nutricional que estos poseen. A medida que los pastos envejecen
van perdiendo sus elementos nutritivos, parte del agua y material

nitrogenado, que es abundante en ramas, tallos y hojas tiernas (Sanchez,
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2007). Mientras mayor sea la calidad del forraje, menor sera la cantidad
necesaria que se deba suministrar al animal para suplir sus requerimientos
(Bavera, 2008).

El valor nutritivo de los forrajes, depende en gran medida de factores
como, el tipo de planta, las condiciones climaticas, la fertilidad del suelo, su
ciclo vegetativo, entre otros (Sanchez, 2007; Colombatto, 2000). La mejor
manera de conocer el valor nutritivo de los forrajes es mediante un analisis
bromatolégico. Mediante la bromatologia se cuantifica los porcentajes de
humedad, proteina, fibra, extracto etéreo y elementos libres de nitrégeno.
La informacién obtenida, se aprovecha para conocer y cubrir las
deficiencias nutritivas de los forrajes, empleados en la dieta animal (Ledn,
2003; Arbaiza, 2008).

1.4.7.1 Contenido de humedad

El contenido de agua es el componente mas abundante en los
pastos, almacenandose en éstos alrededor del 75 al 80%, con lo que se
consigue cubrir las necesidades de agua que requiere el animal para su
normal desempefio (UWM, 2008). El agua que proporciona el pasto en el
cuerpo animal es de vital importancia. Contribuye con el transporte de
nutrientes y esto a su vez con una digestion y metabolismo. El agua,
también contribuye con la regulacion de la temperatura corporal y
proporciona un ambiente liquido cuando el feto del animal se encuentra en
desarrollo (Le6n, 2003).

1.4.7.2 Materia seca

La materia seca es un parametro proporcional a la madurez de la
planta, pero inversamente proporcional a la cantidad de la misma. Un pasto

mas viejo posee mayor cantidad de materia seca, pero a la vez su
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contenido proteico disminuye. Por otro lado, un pasto joven establecido bajo
un sistema de cultivo adecuado, poseera menos materia seca y mayor

calidad nutricional en su composicién (Garcia, 2009, Batallas, 2008).

1.4.7.3 Proteina bruta

Los componentes elementales de las proteinas son los aminoacidos.
Muchas veces, varias cadenas de aminoacidos estan ligadas a una fuente
de azufre o un grupo fosfato. En promedio, una proteina contiene 16% de
nitrogeno. Tipicamente, en el laboratorio, se mide la cantidad de nitrégeno y
no la cantidad de proteina. La cantidad de proteina depende de la pastura,
asi para el Raygrass anual se ha reportado 147 g de proteina cruda/kg de
materia seca, antes de la floracién y 113 g de proteina cruda/kg de materia
seca, al inicio de la floracion (Ledén, 2003). Dentro de la planta, alguna
proteina puede estar ligada a la pared de la célula, pero la mayoria, se
solubiliza dentro del contenido de la célula (Le6n, 2003; UWM, 2008).

1.4.7.4 Fibra bruta

Los hidratos de carbono, que le confieren fibra a los pastos son la
celulosa, hemicelulosa y lignina, segun su etapa de desarrollo. Los hidratos
de carbono, constituyen el esqueleto de las plantas y pueden comprender
entre 40 y 80% de la materia seca. Mientras mayor sea la concentracion de

fibra, las plantas seran mas rigidas y fuertes (Sergio. 2009).

En andlisis de laboratorio, la muestra de pasto desengrasada, se
trata sucesivamente con soluciones de acido sulfurico e hidroxido potasico
para eliminar elementos no grasos que se solubilizan con estos
compuestos. La pérdida de peso debida a la calcinacion corresponde a la

fibra bruta de la muestra en el ensayo (Bavera, 2000).
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1.4.7.5 Grasas

El contenido de grasas lo conforman lipidos libres, como lipidos
enlazados. En las hojas de los pastos, se los encuentra en concentracion
de 3 al 10% vy, generalmente disminuye con la madurez. Los lipidos tienen
diferentes componentes, pero la mayor parte de ellos estdn compuestos por
galactolipidos y fosfolipidos, la mayor parte de ellos se encuentra en los
coloroplastos. El acido linoleico constituye entre el 60 y 75% del total de los

acidos grasos, seguido por el acido palmitico (Ledén & Rojas, 2003).

El contenido de lipidos libres de la grasa, pueden ser extraidos por
disolventes menos polares, como el éter etilico, mientras que los lipidos
enlazados requieren de disolventes mas polares. Para determinar la
cantidad de grasa que contiene un forraje se realizan diferencias de peso
de la muestra en estudio (Arbaiza, 2008; Leon, 2003; Tapia, 2006).

1.4.7.6 Ceniza

El residuo inorganico que queda después de guemar la materia
organica es lo que se conoce como ceniza, Yy el porcentaje obtenido, es un
indicativo de los nutrientes que la planta ha asimilado después del proceso
de fotosintesis (Montero, 2008). El contenido de ceniza de una planta, da
una idea de como deben fertilizarse los pastos. Los pastos normalmente
contienen de un 5 a 10% de ceniza, contenido que da una idea de la
fertilizacion del forraje ya que es aqui donde se encuentran concentrados
los componentes minerales, por lo que es considerado también como una
medida de calidad (Tapia, 2006).
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1.5 Sistema de hipotesis

1.5.1 Hipétesis nula

e Los tres consorcios microbianos con cianobacterias presentan similares
efectos fertilizantes en el Raygrass.

e Los consorcios microbianos con cianobacterias, como los fertilizantes
organicos tienen el mismo efecto sobre las plantulas de Raygrass en
crecimiento y valor nutricional.

e Los tratamientos que constan de consorcios microbianos con
cianobacterias tienen el mismo efecto que un fertilizante quimico en el

Raygrass.

1.5.2 Hipotesis alternativa

e Los tres consorcios de cianobacterias presentan diferentes efectos
sobre las plantulas de Raygrass.

e Los consorcios de cianobacterias y los fertilizantes organicos muestran
diferentes efectos en el crecimiento y valor nutricional del Raygrass.

e Los tratamientos que constan de consorcios microbianos con
cianobacterias, no presentan el mismo efecto que los fertilizantes

quimicos.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

En el presente estudio participaron, como directora, la M.C. Alma
Koch y como codirector, el ingeniero Pedro Romero docentes de la carrera

de Ingenieria en Biotecnologia, ESPE.

El Sefor Pablo Espinosa, colaboré en calidad de pasante.

2.2 Zona de estudio

La tesis fue desarrollada en el Centro de Investigaciones Cientificas
(CEINCI) en la ESPE, campus Sangolqui. Ubicacién geografica, Provincia

de Pichincha, Cantén Rumifiahui, situacion geografica: 0° 18’ 53”7, 52° S.

Las muestras de tapetes microbianos y suelo, fueron tomadas del
Sector San Antonio al Oriente del volcdn Pasochoa. Ubicacién geografica:
altura: 2991 m, Latitud S 00° 26, 085’.

Los andlisis bromatolégicos se realizaron en el laboratorio
Multianalitica. Ubicacion geogréfica, Provincia de Pichincha, Canton Quito.
Localizaciéon: Capitan Edmundo Chiriboga N47-154 y Capitan Anibal Paez.

2.3 Periodo de investigacion

La presente investigacion se inici6 en Marzo del 2011 vy finalizé en
Enero del 2012.
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2.4 Disefio

Para la fase experimental desarrollada en camara de invernadero, se
empled un disefio completamente al azar (DCA) en el cual se investigo la
influencia de los diferentes fertilizantes (tratamientos), sobre las variables
morfoagrondémicas del Raygrass anual. Del disefio planteado se realizaron

cinco repeticiones de cada tratamiento.

Para la evaluacion de las variables nutricionales, analizadas en

laboratorio se realizaron tres repeticiones por tratamiento.

Los resultados se analizaron mediante el empleo del programa
estadistico Infostat. Se realizé un Andlisis de Varianza (ANOVA) para los
datos recogidos de las variables morfoagrondmicas y nutricionales.
(Gutierrez & de la Vara, 2008).

Para la evaluaciéon del experimento se empled como factor 1, a los
siguientes biofertilizantes y, como factor 2, a la cantidad de fertilizante

empleado segun se indica en la tabla 2.1.

Para determinar la cantidad a usarse, se realizaron pruebas previas
al ensayo experimental, aplicando varios volumenes de consorcios
microbianos (Iglesias & Montero, 2005). Finalmente de acuerdo a los
resultados, se decidi6 trabajar con las cantidades que se detallan en la tabla

2.1 de acuerdo a cada tratamiento.
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Tabla 2.1 Tratamientos aplicados a semillas de Raygrass

Tratamiento Descripcién Cantidad
Consorcio microbiano con 40 mL
CMa . )
cianobacterias A
Consorcio microbiano con 40 mL
CMg . )
cianobacterias B
Consorcio microbiano con 40 mL
CMc } .
cianobacterias C
TBY Preparado a base de estiércol de 30 mL
vaca
TBG Gallinaza 30g
TQ Fertilizante quimico 40 mL
B Testigo (Agua destilada) 40 mL

2.5 Procedimiento

La investigacion realizada en laboratorio abarc6é la obtencion de
consorcios microbianos a partir de las muestras recolectadas, la seleccion
de consorcios, su mantenimiento y la produccion de biomasa. A nivel de
camara de invernadero, se realizd la evaluacion de la biomasa como
biofertilizante, sobre las variables morfoagrondmicas del Raygrass anual.
Finalmente se cuantifico las variables nutricionales del Raygrass anual

después de aplicados los tratamientos fertilizantes.

2.5.1 Recoleccidon de muestras

La zona escogida para el muestreo fue el sector San Antonio,
ubicado al Oriente del volcan Pasochoa. Se recolectaron muestras en

fundas estériles como se describe a continuacion:

Musgos y Liguenes: se recolectaron segmentos de corteza de arbol
de aproximadamente 6 cm. Se procurd tomar aquellos que se encontraban

hamedos y denotaban un verde profundo sobre su superficie, lo que es
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indicativo de la posible presencia de consorcios microbianos con

cianobacterias.

Tapetes bacterianos: se tomaron muestras de tapetes que se
encontraban cercanos a fuentes de agua y, sobre rocas en donde se

observd una coloracion marrén a verde.

Suelo: las muestras que se emplearon fueron de zonas donde el
suelo se encontré6 humedo. Se utilizaron palas para tomar muestras de

suelo a aproximadamente 5 cm de profundidad (Espino, 2001).

2.5.2 Obtencidén de consorcios microbianos con cianobacterias

Para la obtencién de los consorcios, se tomaron con pinzas estériles
las muestras recolectadas en el Pasochoa y se procedié a inocular
directamente sobre medio BG-11o soélido y sin nitrato de sodio (ver
composiciéon en el anexo A), medio especifico para el crecimiento de

cianobacterias fijadoras de nitrégeno (Rippka et al., 1979).

o

Figura 2.1 Siembra directa de muestras en medio BG-110 sélido. A) Corteza de
arbol B) Tierra negra C) Biofilms sobre rocas D) Agregados babosos sobre laderas
(Freire, 2012).

A partir del cultivo de las muestras en el medio BG-11o sdlido, se
incubaron las cajas petri en una repisa con un fotoperiodo de 16 horas de
luz y 8 de oscuridad, con una irradiancia de 1000 Lux y a temperatura

ambiente (25°C) por 20 dias. Se realizaron observaciones periodicas del
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aspecto de las macrocolonias de los cultivos. Para la observacion, se
empled un microscopio cabezal trinocular marca Olympus modelo CX- 31.
Las placas se prepararon de forma periodica y, directamente de los cultivos.
De las observaciones se registraron las caracteristicas mas sobresalientes

de los consorcios observados.

2.5.3 Masificacion y mantenimiento de los consorcios microbianos con

cianobacterias.

A partir del crecimiento de los consorcios de cianobacterias en medio
sélido, se seleccionaron tres tipos de consorcios que mostraron mejor
crecimiento en cajas petri, para pasarlos a medio BG-11, liquido. Se realiz6
un raspado de la biomasa, se la coloc6 en un tubo falcon de 50 mL con
nucleos de ebullicion y medio BG-110 liquido y se homogeniz6 la muestra
con vortex MIXER VM-300.

La biomasa homogenizada, de los tres consorcios microbianos (CMa,
CMg, CMc), se transfirio de los falcon a frascos boeco de 500 mL. Los
frascos de vidrio se llenaron con 400 mL de medio de cultivo estéril BG11,,
fueron cubiertos con tapones de algoddn y aireados mediante mangueras
conectadas a una bomba de pecera. Por el otro lado de las mangueras, se
insertaron pipetas Pasteur de vidrio por donde el aire fluia hacia el medio de
cultivo (Rippka et al., 2001; Koch et al., 2008). Se mantuvo los frascos, en la
camara de cultivo con intensidad de luz de 1000 lux, fotoperiodo 16 h luz y
8 h de oscuridad, ademas de agitacion constante (figura 2.2 A).

Se mantuvieron los consorcios microbianos (CMa, CMg, CMc), bajo
las condiciones indicadas hasta alcanzar suficiente biomasa
(aproximadamente 5x10’ cel/mL) para inocularlos en frascos boeco de 1 L,

con 900 mL de cultivo liquido.
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Figura 2.2 Mantenimiento de consorcios de cianobacterias A) Consorcios
microbianos aireandose con fotoperiodo 16:8 B) Frascos Boeco conteniendo los
consorcios en medio liquido (Freire, 2012).

2.5.4 Analisis de la biomasa

2.5.4.1 Cinética de crecimiento

El crecimiento de los tres consorcios microbianos (CMa, CMg, CM¢),
se cuantificé por espectrofotometria en el equipo Genesys 10UV Scanning
Thermo Scientific. Previa homogenizacion de los cultivos, se tom6 2 mL en
un vial y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. El

procedimiento se realiz6 cada 3 dias (Loreto et al., 2003).

2.5.4.2 Recuento celular

El conteo celular (células/mL) se determiné mediante conteo directo
en camara de Neubauer con un microscopio cabezal trinocular marca
Olympus modelo CX-31. Se tom6 1 mL de la muestra y se lleno la cdmara a
una velocidad homogénea, evitando una mala distribucién de las células y
la formacion de burbujas. Para las muestras muy concentradas, se utilizd un
factor de dilucion. Para el célculo de las células por mililitro se empled la
siguiente formula descrita por Garcia y colaboradores (2002):

cel /mL = XC x10* x fd XC = promedio de células contadas
en la cuadricula de 25 cuadrados

fd = factor de dilucién
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2.5.5 Elaboraciéon de los biofertilizantes

2.5.4.1 Preparado de estiércol vacuno

La elaboracion del preparado de estiércol vacuno, se realizd en dos
etapas. Para la primera etapa, se us6 un recipiente plastico, en el cual se
coloco 690 g de estiércol vacuno, 28 mL de jugo de cafia, 28 mL de leche y
10 mL de agua. Se revolvid hasta obtener una pasta homogénea. En un
recipiente aparte se disolvi6 sulfato de magnesio en agua tibia

(aproximadamente 60°C) y se adicioné a la mezcla (Restrepo, 2001).

El recipiente plastico fue tapado y dejado en reposo en un lugar
protegido del sol y la lluvia por 25 dias. Al finalizado el tiempo de reposo
(fermentacién), se continué con la segunda etapa de preparacion del
biofertilizante (Restrepo, 2001).

En la segunda etapa, se combind 20 g de azufre con agua hasta
formar una pasta. Se calent6 la pasta y se afiadié 10 g de cal y 200 mL de
agua y se mezclo hasta que se obtuvo una color café oscuro, conocido
como caldo sulfocélcico (Restrepo, 2001). El caldo sulfocélcico se afiadié a
la primera preparacion, se mezclé y el biofertilizante estuvo listo para su

uso.

Figura 2.3 Preparacion de biofertilizante vacuno A) mezcla de ingredientes B)
Adicion de sulfato de magnesio y almacenamiento (Freire, 2012).
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2.5.4.2 Preparado de gallinaza

Para la preparacion del biofertilizante gallinaza, se us6 un recipiente
plastico en el cual se coloco por capas: cascarilla de arroz, tierra, estiércol
de gallinaza, carbon y salvado. Se disolvié panela en agua y se aplicé
uniformemente al recipiente mientras se fueron mezclando todos los
ingredientes. Se realizo la prueba de pufio para controlar la humedad de la
mezcla. La prueba de pufio se efectué tomando una cantidad del
biofertilizante en la mano, se la apretd y se verificO que no escurra agua y
que al soltarla se desmorone facilmente. Se cubrié el recipiente con un
costal y se lo dejo reposar por 15 dias. Durante los primeros 4 dias se
volted la mezcla dos veces por dia, para evitar que la temperatura
sobrepase los 50 C°, lo que fue controlado con un termdémetro, al cabo del

sexto dia se realiz6 una vuelta al dia (Bejarano, 2002).

A los 15 dias de preparado el biofertilizante, se verific6 que su
temperatura era igual a la temperatura ambiente. Se observo gque tenia un
aspecto de polvo arenoso y contextura suelta. Dichos parametros fueron un
indicativo de que el biofertilizante estaba maduro y listo para usarse
(Bejarano, 2002).

Figura 2.4 Preparacion de Gallinaza A) colocacién en capas de tierra, estiércol de
gallina seco, carbén, cascarilla de arroz y salvado B) Secado de la gallinaza
mostrando una consistencia suelta (Freire, 2012).
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2.5.5 Preparacion del fertilizante quimico

Se preparé el fertilizante quimico realizando una mezcla de los
siguientes reactivos quimicos: nitrato de calcio como fuente de nitrogeno
sulfato de potasio, fosfato éacido de potasio, sulfato de magnesio
heptahidratado, sulfato ferroso heptahidratado, cloruro de potasio, sulfato
de manganeso monohidratado, acido bérico, sulfato de zinc heptahidratado,
sulfato de cobre pentahidratado y molibdato de sodio, elementos

indispensables para el desarrollo de plantas (Ulloa, 1993).

Se midié el pH del fertilizante quimico y se lo almacend en

refrigeracion hasta su uso como tratamiento en la investigacion.

2.5.6 Preparacion y esterilizacion de semillas y sustrato

2.5.6.1 Preparacion del sustrato

Como sustrato, se empleé tierra negra que fue recolectada de la
misma zona donde se recogieron las muestras de los consorcios
microbianos (Pasochoa). Debido a que el Raygrass crece mejor en suelos
franco arcillosos, se decidié usar la tierra negra mezclada con arena y
arcilla. La arena crea espacios por donde puede penetrar mas facilmente el
agua y las raices, mientras que la arcilla fija aniones (lglesias & Montero,
2005). La mezcla que se realizoé fue en un 50% tierra negra 40% arena y
10% arcilla (Bertch, 1998).

De la tierra negra, como de la arena y arcilla fueron retiradas
impurezas como piedras o trozos de ramas. Posteriormente fue tamizada
en mallas # 12 (figura 2.5 A) y se la dejo secar con luz solar en bandejas

plasticas en la camara de invernadero (Lotario et al., 1995).
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Se introdujo la tierra negra, arena y arcilla en bolsas de tela para su
esterilizacion en autoclave a 121°C y 15 psi de presion por 30 min. Una vez
estéril, se mezclo la tierra negra, la arena y la arcilla hasta que el tono de
sustrato quedo uniforme. Se procedié a rellenar las macetas empleadas en

el disefio experimental (Lotario et al., 1995).

Figura 2.5 Proceso de reparacion del sustrato. A) Tamizado de la tierra B) Secado
en bandejas y esterilizado en bolsas de tela C) Colocacion de tierra negra D)
Adicion de arena E) Colocacion de arcilla F) Mezcla del sustrato (Freire, 2012).

2.5.6.2 Desinfeccion y siembra de las semillas

Para la desinfeccion de las semillas de Raygrass, se procedio a
lavarlas con abundante agua de la llave con la finalidad de eliminar
impurezas. Se realiz6 tres lavados consecutivos con agua destilada, se las
sumergio en un vaso con alcohol al 70% durante tres minutos y se las lavd
con abundante agua destilada estéril. Se las dejé reposar en el agua del
ultimo lavado por 10 minutos (Estévez, 1993 modificado).
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Para la siembra de las semillas, una vez que las macetas estuvieron
llenas del sustrato, se procedio a colocar aproximadamente 15 semillas de
Raygrass con ayuda de una pinza estéril a una profundidad de 5 cmy se
las cubrié con el sustrato. Posteriormente se regd las masetas con agua
destilada y se las colocé en la cAmara de invernadero con fotoperiodo un 12
horas de luz y 12 de oscuridad (Santillan, 2005).

Figura 2.6 Desinfeccion de semillas. A) Desinfeccion de semillas con alcohol al
70% B) Semillas listas para inocular en el sustrato (Freire, 2012).

2.5.6 Aplicacion de los tratamientos fertilizantes

Se realiz6 la aplicacion de los fertilizantes siguiendo el disefio
completamente al azar (DCA). De cada tratamiento se hicieron cinco
repeticiones. Los tratamientos que consistieron de consorcios microbianos
con cianobacterias fueron tres, denominados como CMj,, CMg, CMc. Dichos
consorcios fueron aplicados en volumen de 40 mL tanto al sustrato como a
las hojas de Raygrass (Cruz, 2009).

Los consorcios microbianos fueron inoculados en fase exponencial
con una absorbancia de 0,80 medida a 750 nm, correspondiente a una
densidad celular de 5,01x10” cel.mL™ (modificado de Loreto et al., 2003).

El biofertilizante preparado a base de estiércol vacuno y el de
gallinaza, fueron aplicados a las plantulas de Raygrass en cantidad de 30
mL y 30 g por maseta respectivamente. El tratamiento quimico, fue aplicado
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en un volumen de 40 mL sobre las plantulas de Raygrass inoculadas en las
macetas (Cruz, 2009; Santillan, 2005).

Los tratamientos de los consorcios microbianos con cianobacterias
fueron afadidos a partir de la inoculacion de las semillas de Raygrass en el
sustrato y cada 10 dias durante todo el periodo de cultivo (Iglesias &
Montero, 2005).

Se uso6 también un tratamiento control que consistié en la aplicacion
de agua destilada a las semillas de Raygrass (Santillan, 2005; Iglesias &
Montero, 2005).

Figura 2.7 A) Volumen de los consorcios a inocular B) Aplicacién de consorcios de
cianobacterias al sustrato C) Macetas con Raygrass y tratamientos en camara de
invernadero (Freire, 2012).

2.5.7 Analisis de variables morfo agronémicas del Raygrass

2.5.7.1 Altura de la planta de Raygrass

La evaluacion de esta variable se realizé a los 8, 16, 24 y 34 después
gue las semillas de Raygrass emergieron. Para ello, se identific6 con una
cinta roja la planta que primero emergio a la superficie del sustrato y fue a la
cual se le dio el seguimiento de la altura. Para la medicién, se utiliz6 una
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regla con la que se tomo la altura de la planta en centimetros, desde el

borde del suelo hasta el extremo de la hoja superior (Pulgarin, 2011).

Figura 2.8 Seguimiento de la altura del Raygrass. A) Germinacion de semillas de
Raygrass B) Seleccion de una planta de Raygrass C) Medicién de altura de hojas
de Raygrass identificadas (Freire, 2012).

2.5.7.2 Cobertura

El porcentaje de cobertura se evalué de forma visual a los 20 y 34
dias de siembra en masetas de las plantulas de Raygrass. Se califico segun
la escala empleada por el Programa de Ganaderia y Pastos de la estacién

Santa Catalina del INIAP, como se muestra en la tabla 2.9.

Figura 2.9 Observacion visual del porcentaje de cobertura de la maseta con el
Raygrass A) tratamiento CMA B) Tratamiento CMB C) Tratamiento CMC
(Freire, 2012).
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Tabla 2.2 Escala de cobertura de Pastos

VALOR SIGNIFICADO
81 -100% Muy bueno

61 - 80% Bueno

41- 60% Regular
0-40% Deficiente

2.5.7.3 Medicién de longitud de la raiz principal

La longitud de la raiz se midi6 a los 35 dias de siembra. Una vez que

las plantas de Raygrass fueron cosechadas de las macetas, se eliminé el

exceso de tierra y sobre una superficie plana se midio la raiz principal.

Figura 2.10 Medicion de la longitud de la raiz A) cosecha de la hoja seleccionada
para medicién de la raiz principal B) medida de la raiz principal C) recoleccion del
Raygrass para analisis bromatolégicos (Freire, 2012).

2.5.8 Sobrevivencia de consorcios microbianos

Se realiz6 el analisis de sobrevivencia a los tres consorcios
microbianos con cianobacterias (CMa, CMg, CM¢) que fueron aplicados
tanto en el sustrato como en hojas de Raygrass. Se tomé aproximadamente
1 g del sustrato con ayuda de una espatula estéril. En el caso de las hojas,
con una pinza estéril se sujeto la punta de una hoja, y se recorté con unas

tijeras un segmento.
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Las muestras del sustrato como de las hojas fueron colocadas en
cajas petri con medio BG11l, sélido. Se las incub6 en camaras con luz
artificial con un fotoperiodo 16 horas de luz y 8 de oscuridad durante 30
dias, periodo en el cual se observd si los consorcios de cianobacterias

tenian la capacidad de crecer en el medio de cultivo.

Figura 2.11 Siembra de muestras para comprobacién de sobrevivencia de
consorcios de cianobacterias A) sustrato B) hojas C) incubacion (Freire, 2012).

2.5.9 Anadlisis bromatolégico del Raygrass

2.5.9.1 Determinacién de humedad

Se calentaron cépsulas a 130°C por una hora, y se dej6 enfriar en el
desecador por aproximadamente 10 min hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente y se pesoO. Posteriormente se colocé 3 g de las

muestras de Raygrass bien homogenizadas (Tapia, 2006).

Utilizando unas pinzas, se colocé las capsulas con las muestras en la
estufa a 130°C por una hora. Al finalizar la hora de secado, se saco las
cépsulas con las pinzas y se las transfiri6 a un desecador. Se las pesoé tan
pronto alcanzaron la temperatura ambiente (Tapia, 2006).
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Figura 2.12 A) Pesado de las muestras en las capsulas B) Cépsulas de aluminio
con muestras de Raygrass secadas en la estufa (Freire, 2012).

2.5.9.2 Determinacién de Proteina

La determinacién de proteina costa de tres pasos: digestion,

destilacion e hidrolisis de la muestras.

Para efectuar la digestion de la muestra, se pes6 0.5 g de Raygrass
dentro de un molde de papel libre de nitrégeno, se coloco dentro del tubo de
Kjeldhal, y se agregbé a cada tubo una tableta de catalizador y 15 mL de
acido sulfurico. Los tubos fueron ubicados dentro de las celdas del digestor,
se coloco el sistema de extraccion de gases junto con la bomba de succién

de aguay se abrid la llave de agua para generar vacio (UWM, 2008).

Se encendio el digestor y cuando alcanzé 400 °C, se tomé el tiempo

de 30 min hasta completar la digestion.
Al término del tiempo, se comprobo si las muestras estaban claras y

transparentes, se dejé enfriar los tubos y se adicion6 70 mL de agua

desionizada (Bavera, 2008).
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Figura 2.13 Proceso de digestién de muestras de Raygrass A) tubo de kjeldahal
con muestras y catalizadores B) Tubos con &cido sulfarico C) digestion de las
muestras D) muestras digeridas (Freire, 2012).

Para iniciar la destilaciéon de las muestras, se verificO que exista la
suficiente cantidad de NaOH al 40% en el tanque de alcali y que el
volumen de HCI 0,1 N en el tanque del titulante sea suficiente. Se adicion6
25 mL de H3BOs en el reservorio de destilacion, y se encendié el equipo de
destilacion de Proteina IFQ-12. El equipo destil6 y titul6 automéaticamente
desplegando el valor del volumen de HCI 0.1 N utilizado para titular la
muestra, valor que fue empleado para realizar los calculos posteriores
(Bavera, 2008).

Figura 2.14 A) Preparacion del equipo de destilacién de proteina B) Titulacion de
muestras (Freire, 2012).
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2.5.9.3 Determinacion de grasa

El porcentaje de grasa de las muestras, se obtuvo en tres pasos:

hidrolisis, filtracion y extraccion de las muestras.

Para hidrolizar las muestras, se pes6 alrededor de 3 g de cada
muestra en un erlenmeyer, se afiadié6 70mL de agua desmineralizada y 60
mL de &cido clorhidrico concentrado grado técnico. Se sometié a hidrolisis
mediante calentamiento en una cocineta. A partir del comienzo de la

ebullicién, se tomé un tiempo de 30 min (Medina, 2009).

Figura 2.15 Proceso de Hidrolisis del Raygrass A) Pesaje de las muestras B)
Adicion de agua desmineralizada C) Calentamiento de las muestras (Freire, 2012).

Terminado el tiempo de hidrélisis, se retir6 los erlenmeyers y se
esperé por unos minutos hasta que las muestras no emitieron vapores.
Fueron filtradas con ayuda de un papel filtro doblado y humedecido para
evitar la pérdida de muestra. Se lavo la muestra retenida en el papel filtro

con 400 mL de agua caliente para eliminar todo el acido (Medina, 2009).

Una vez concluido el lavado, se retir6 con cuidado los papeles filtro y
se los colocO en wuna capsula, identificandolos con el numero

correspondiente a las muestras. Se llevo las capsulas a la estufa a 130°C
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por 25 min. Cuando los papeles estuvieron frios, se los introdujo

cuidadosamente en los capuchones de celulosa (Medina, 2009).

Figura 2.16 Proceso de filtracién en la determinacion de grasas A) lavado de las
muestras con agua B) Grasa retenida en el papel filtro (Freire, 2012).

Para finalizar el proceso, se extrajo la grasa. Se tomd el peso de un
vaso previamente lavado y secado a 130°C por una hora. Se encendio el
extractor de grasa y se abri6 el flujo de agua del condensador. Se adhirié a
las columnas de extraccion los capuchones que contenian las muestras. Se
afiadié alrededor de 40 mL de hexano para cubrir las porciones de prueba
en posicion de inmersién (Medina, 2009).

Se coloco los vasos debajo de las columnas de extraccion y se los
fijo6 cerrando el equipo con la palanca prevista. Las columnas fueron
puestas en posicion de inmersion y se aseguré que los dedales se
encuentren sumergidos en el solvente. Se sometid a ebullicion por 25 min
(Medina, 2009).

Al término del tiempo, se levant6 los capuchones y se coloco en la
posicion de lavado y extraccion por 40 min. Se cerr6 las llaves de las
columnas de extraccién y se destilé la mayor cantidad de solvente posible
de los vasos hasta que se recuperd el hexano y se alcanzd sequedad

aparente. A los 20 min, se retir6 los vasos del extractor de grasa y se los
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colocé en la Sorbona para finalizar la evaporacién del solvente (Medina,
2009).

Después de retirados los vasos de la Sorbona, se los colocé en la
estufa a 130°C por 30 min. Finalmente se llevo los vasos con la grasas al
desecador y se los dejé enfriar hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente y se tomé el peso del vaso con la muestra (Medina, 2009).

Figura 2.17 Extractor de grasa Soxhlet con las muestras de Raygrass
(Freire, 2012).

2.5.9.4 Determinacion de la fibra bruta

El porcentaje de fibra de las muestras, se obtuvo en dos pasos:

hidrolisis acida, seguida de una hidrdlisis basica de la muestra.

Se pesoO aproximadamente 0,5 g de las muestras en un erlenmeyer
de 250 mL, se afiadio 100 mL de acido sulfurico con una concentracion de
1,25% vy se los dejo hervir por 30 min. Se filtr6 las muestras en un papel

filtro con aproximadamente 400 mL de agua caliente (Arbaiza, 2009).

Para la etapa de hidrdlisis basica, se colocé en forma conica los
papeles filtro y se afiadié hidroxido de sodio con una concentracién de
1,25% y se los dejé hervir por 30 min.
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Se taro en la estufa papeles cuantitativos a 130°C por 15 min. Se los
retir6 de la estufa y se los dejé en el desecador, hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente. Posteriormente se los pesé y codificd. Se tomo los
papeles cualitativos, se los colocé en los embudos y se filtr6 las muestras
de los erlenmeyers con aproximadamente 400 mL de agua caliente. Los
papeles filtro fueron colocados en la estufa a 130°C por 20 min. Se los retiré
de la estufa y se los dej6 en el desecador, hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente. Finalmente se registraron los pesos de los papeles
cualitativos (Arbaiza, 2009).

Figura 2.18 Hidrdlisis basica de muestras A) Adicidn de hidréxido de sodio a la
muestra B) filtracion de las muestras (Freire, 20120).

2.5.9.5 Determinacion de cenizas

Para determinar el contenido de ceniza en el Raygrass, se calento
previamente los crisoles a 130°C. Se los dejo en el desecador hasta que
alcanzaron la temperatura ambiente. Se procedié a pesar en los crisoles 1 g

de muestra bien homogenizada (Montero, 2008).
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Figura 2.19 A) Capsulas con muestras de Raygrass en la estufa B) capsulas en el
desecador (Freire, 2012).

Posteriormente se quemd la muestra en una cocineta, hasta que se
observd la completa ausencia de humo. Con la ayuda de pinzas, se
trasladaron los crisoles que contenian la muestra a la mufla EFQ-24. Se
tomo un tiempo de 4 horas desde que la mufla alcanzo los 550°C (Montero,
2008).

Cuando terminé el tiempo de calcinacion, se apago la mufla y se la
dejé enfriar por media hora. Posteriormente se sacaron los crisoles con
pinzas y se los transfirié al desecador hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente. Se retir6 los crisoles del desecador y se registr6 su peso
(Montero, 2008).

Figura 2.20 A) Quemado de las muestras B) Muestras ingresadas en la mufla
(Freire, 2012).
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2.6 Analisis de datos

2.6.1 Variables morfoagronémicas

Para el andlisis de los datos obtenidos de la altura de la planta y
longitud de la raiz principal, se utilizé el software estadistico Infostat con el
cual se realiz6 el analisis de varianza y las pruebas de significancia de LSD
Fisher (Gutierrez & de la Vara, 2008).

Para la evaluacion del indice de cobertura del Raygrass se designé
un valor en porcentaje de acuerdo al volumen de germinacion en maceta y
se valor6 de acuerdo a la escala de cobertura de pastos INIAP. Los datos
recogidos se analizaron con el software estadistico Infostat con el cual se
realizo6 ANOVA y la prueba LSD Fisher (Gutierrez, 2008).

2.6.2 Sobrevivencia de consorcios de cianobacterias

La evaluacion de sobrevivencia de los consorcios de cianobacterias
se realiz6 mediante un analisis visual que consistio en observar la presencia
0 ausencia de crecimiento de consorcio de cianobacterias sobre medio
BG11-0 solido a partir de la inoculaciéon de las muestras de sustrato y hojas
de Raygrass sometidas a los tratamientos fertilizantes con dichos

consorcios (Peinador, 1999).

2.6.3 Andlisis de las variables morfoagronémicas
Con las variables materia seca, humedad, ceniza, fibra, proteina y

grasa se realiz6é un analisis de varianza y pruebas de significancia de LSD

Fisher, con ayuda del programa estadistico Infostat.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Consorcios microbianos con cianobacterias

Como se observa en la figura 3.1, se obtuvo crecimiento de
consorcios microbianos con cianobacterias a partir de los 20 dias de la
inoculacién de muestras en caja petri con medio BG-11o sdlido. Se observo
gue la siembra de las muestras de: corteza de arbol, biofilmes sobre rocas y
agregados babosos sobre laderas, presentaron un buen crecimiento por lo

gue fueron seleccionadas para usarse en la investigacion.

Figura 3.1 Crecimiento de consorcios de cianobacterias a partir de muestras
recolectadas en campo (Freire, 2012).

En la figura 3.2, se puede observar el cultivo de cada uno de los tres
consorcios que fueron seleccionados por mejor crecimiento en caja petri y
sus respectivas micrografias (100x). Los consorcio microbiano obtenidos
(CM,, CMg, CMc), estuvieron compuestos de al menos una cianobacteria,
junto a microorganismos gran negativos y otros microorganismos no
caracterizados. Principalmente en el consorcio microbiano A (CM,), se pudo
identificar cianobacterias con células heterocisticas, propias de las
cianobacterias fijadoras de nitrégeno (Flores & Herrero, 2009).
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Consorcio | Cultivo en caja petri Micrografia 100x

L—— heterocisto
CMA

CMB

cMC

Figura 3.2 Consorcios microbianos con cianobacterias observados al microscopio
con aumento de 100X (Freire, 2012).

3.2 Analisis de variables morfoagronémicas del Raygrass

Los resultados del analisis del efecto de los tratamientos
biofertilizantes sobre las variables morfoagronémicas del Raygrass se

describen a continuacion:

3.2.1 Medicién de altura de planta de Raygrass

Como se muestra en la tabla 3.1, existi6 diferencia estadistica
significativa para la variable altura, debido al efecto de cada tratamiento
fertilizante. Las medias de los tratamiento resultaron diferentes como lo

expresa un P= 0,0001.
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Tabla 3.1 Analisis de varianza para la variable altura

Fuente de Suma de G.L Cuadrado - Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 145,99 6 24,33 8,25 0,0001
TRATAMIENTO 145,99 6 24,33 8,25 0,0001
Error 73,77 25 2,95
Total 219,76 31

Debido a que existi6 diferencia significativa entre tratamientos, se realizo el
analisis LSD Fisher. Se encontr6é que los tratamientos: consorcio microbiano
con cianobacterias A (CM,), consorcio microbiano con cianobacterias B
(CMp) y preparado de Gallinaza (TBG), tuvieron los mejores promedios para
la variable altura, por tanto se sitian en el primer rango de significancia

como lo indica la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Prueba LSD de Fisher para la variable altura

Tratamiento | Medias Rango de significancia
CMA 23,16 A
CMB 21,18 A
TBG 21,04 A B C
TQ 19,32 B C D
cMC 18,86 C D
TBV 17,54 D
TB 15,25
Alfa=0,05 DMS=2,38886
Error: 2,9508 gl: 25

Los resultados obtenidos del promedio de las cuatro observaciones
realizadas de la altura de la planta de Raygrass se muestran en la tabla 3.3.
Se observa que el mejor promedio de altura alcanzado a los 35 dias de
germinacion, fue en las plantas tratadas con consorcios microbianos con

cianobacterias (CMa,), con un valor de 23,16 cm de altura.
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En la tabla 3.3 se muestran los resultados obtenidos del promedio de las
cinco repeticiones de las observaciones (8, 16, 24 y 35 dias), realizadas de
la altura de las plantas de Raygrass.

Tabla 3.3 Altura de la planta de Raygrass en cuatro observaciones

OBSERVACIONES ALTURA DE LA PLANTA (cm)
DIAS CMA | CMB | CMC | TBV | TBG TQ B
8 498 | 3,94 | 502 | 3,00 | 496 | 566 | 2,90
16 10,02 | 8,84 | 8,58 | 6,42 | 10,68 | 10,56 | 6,70
24 17,36 | 15,48 | 14,60 | 12,30 | 17,18 | 16,04 | 9,65
35 23,16 | 21,18 | 19,26 | 17,54 | 21,04 | 19,32 | 15,25

La variabilidad de la altura de las plantas respecto a cada tratamiento
fertilizante y un blanco (agua destilada) se muestra en la figura 3.3. Se
observa que las plantas tratadas con el consorcio microbiano con
cianobacterias (CMa,) alcanzaron la mejor altura, seguido por el tratamiento

con cianobacterias (CMg) y el preparado de estiércol vacuno (TBV).
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TRATAMIENTOS
CMA: Consorcio microbianoconcianobacterias A TBV: Preparadode estiércol vacuno
CMB: Consorciomicrobiano con cianobacterias B TBG: Tratamiento biofertilizante de gallinaza
CMC: Consorciomicrobiano con cianobacterias C TQ: Tratamiento quimico, TB: Tratamiento blanco

Figura 3.3 Variabilidad del promedio de la altura de las plantas de Raygrass
(Freire, 2012).
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3.2.2 Porcentaje de cobertura del Raygrass en las macetas

Para la variable indice de cobertura, la tabla 3.4 muestra que existio
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos investigados, como
lo expresa el valor P<0,0001. Por tanto la influencia de los tratamientos

fertilizantes sobre el indice de cobertura en maceta resulté ser diferente.

Tabla 3.4 Analisis de varianza para la variable cobertura

Fuente de Suma de G.L Cuadrado de E-Valor | P-valor
Variabilidad | cuadrados la Media
Modelo 2095,68 6 349,28 12,18 <0,0001
TRATAMIENTO | 2095,68 6 349,28 12,18 <0,0001
Error 717,2 25 28,69
Total 2812,88 31

Debido a que existio diferencia significativa entre tratamientos, se
realizo el andlisis LSD Fisher. Se encontrd que el consorcio microbiano con
cianobacterias B (CMg), el consorcio microbiano con cianobacterias A
(CM,) y el tratamiento biofertilizante gallinaza (TBG) fueron los tratamientos
con los mejores promedios para la variable cobertura. Como los indica la
tabla 3.5, los tratamientos CMa, CMg y TBG se sitlan en el primer rango de

significancia frente a los demés tratamientos.

Tabla 3.5 Prueba LSD Fisher para la variable cobertura

Tratamiento | Medias 'Ra.n .go de.
significancia
CMB 83,8 A
CMA 82,6 A B
TBG 78,0 A B
TQ 76,0 B
CMC 76,0 B
TB 74,0 B
TBV 58,4 C
Alfa=0,05 DMS=7,44859
Error: 28,6880 gl: 25
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En la tabla 3.6 se muestran los porcentajes de cobertura recopilados del
promedio de las cinco repeticiones, de las observaciones realizadas a los
20 y 34 dias de germinacion del Raygrass. Se observa que el mejor
porcentaje fue el de las plantas tratadas con consorcios microbianos con

cianobacterias (CMg), con un valor de 83,8 % de cobertura.

Tabla 3.6 Porcentaje de cobertura del Raygrass en masetas

OBSERVACIONES PORCENTAIJE DE COBERTURA
DIAS CMA CMB CMC TBV | TBG TQ B
20 48,0 52,6 42,0 37,2 | 53,6 | 51,4 |50,0
34 82,6 83,8 76,0 58,4 | 780 | 76,0 | 74,0

La figura 3.4 indica una buena versatilidad de cobertura en todos los
tratamientos. Sin embargo, la mejor cobertura del Raygrass se consiguid
con el tratamiento: consorcio microbiano con cianobacterias B (CMg),
mientras que el fertilizante que mostr6 menor cobertura fue el preparado de

estiércol vacuno (TBV).
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TRATAMIENTOS
CMA: Consorcio microbianocon cianobacterias A TBV: Preparado de estiércol vacuno
CMB: Consorciomicrobiano con cianobacterias B TBG: Tratamiento biofertilizante de gallinaza
CMC: Consorcio microbiano con cianobacterias C TQ: Tratamientoquimico, TB: Tratamiento blanco

Figura 3.4 Variabilidad del promedio del indice de cobertura de Raygrass
en masetas (Freire, 2012).
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3.2.3 Longitud de la raiz principal de las plantas de Raygrass
En la tabla 3.7 de andlisis de varianza se puede observar que hubo

diferencia estadistica significativa de los tratamientos fertilizantes sobre la

variable longitud de raiz, como lo expresa un P de 0,0097.

Es decir los tratamientos fertilizantes mostraron diferente influencia

sobre la longitud de la raiz.

Tabla 3.7 Analisis de varianza para la variable longitud de raiz

Fuente de Suma de G.L Cuadrado de E- Valor P-
Variabilidad | cuadrados la Media valor
Modelo 18,95 6 3,16 3,65 0,0097
TRATAMIENTO 18,95 6 3,16 3,65 0,0097
Error 21,65 25 0,87

Total 40,60 31

Debido a que existié diferencia significativa entre los tratamientos, se
realizé el andlisis LSD Fisher. Se encontré que los tratamientos: consorcio
microbiano con cianobacterias B (CMg), consorcio microbiano con
cianobacterias A (CM,), tratamiento quimico (TQ), consorcio microbiano
con cianobacterias C (CMc) y el tratamiento blanco (TB), mostraron los

mejores resultados en cuanto a la variable longitud de la raiz.

Como lo indica la tabla 3.8 CMB, CMA, TQ, CMC, TB, en dicho orden
tuvieron los mejores promedios respecto a la longitud de la raiz de la planta.
Por tanto se sitian en el primer rango de significancia, respecto a los

demas tratamientos empleados en la investigacion.
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Tabla 3.8 Prueba LSD Fisher para la variable longitud de raiz

Tratamiento | Medias .Ra.n .go de.
significancia
CMB 4,68 A
CMA 4,32 A
TQ 3,70 A B
CMC 3,66 A B
1B 3,35 A B C
TBG 3,08 B C
TBV 2,26 C
Alfa=0,05 DMS=1,29424
Error: 0,8661 gl: 25

Las plantas de Raygrass que fueron tratadas con el biofertilizante:
consorcio microbiano con cianobacterias B (CMg), mostraron un mejor

crecimiento del sistema radicular.

Como se muestra en la figura 3.5, las plantas en las que se aplic el
tratamiento CMg_indicaron en promedio una longitud de la raiz principal de
4.68 cm, superando a los datos de longitud de la raiz obtenidos con los

demas tratamientos.

En las plantas que se aplico el tratamiento estiércol vacuno (TBV), se
evidencia una menor longitud de la raiz con 2.26 cm, a los 35 dias de

realizada la evaluacion.
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Figura 3.5 Variabilidad del promedio de la longitud de la raiz de la planta de
Raygrass (Freire, 20120).

3.3 Andlisis de sobrevivencia de cianobacterias

Como se muestra en la figura 3.6, la sobrevivencia de consorcios
microbianos con cianobacterias (CMa, CMg y CMc), resultd exitosa en las

muestras de sustrato y hojas de Raygrass.

La sobrevivencia de los consorcios aplicados al sustrato y hojas se
hizo evidente aproximadamente a los 15 dias, tiempo normalmente
requerido para el crecimiento de las cianobacterias en BG1l, en el
laboratorio. Se evidenci6 la sobrevivencia, con el crecimiento de las cepas
de consorcios microbianos con cianobacterias alrededor de las muestras
incubas. Al finalizar los 30 dias de la evaluacion (figura 3.6), se observo un
incremento en el crecimiento de los consorcios microbianos alrededor de

las muestras.
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EVALUACION EN EL SUSTRATO EVALUACION EN LAS HOJAS
MUESTRA : - - -
15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
CMA
cMVB
cMC

Figura 3.6 Evaluacion de la sobrevivencia de consorcios de cianobacterias tanto
en sustratos como en hojas (Freire, 2012).

3.4 Andlisis de variables nutricionales

Las variables nutricionales analizadas estadisticamente fueron:

porcentaje de materia seca, humedad, proteina, grasa, fibray ceniza.

3.4.1 Porcentaje de materia seca del Raygrass

Como se muestra en la tabla 3.9, existi6 diferencia estadistica
significativa para la variable materia seca. Las medias de los tratamientos
fueron diferentes, como lo corrobora el valor P <0,0001. Por lo tanto, la
influencia de los fertilizantes sobre el porcentaje de materia seca del

Raygrass resulto ser diferente.
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Tabla 3.9 Andlisis de varianza para la variable materia seca

Fuente de Suma de G.L Cuadrado E- Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 10,35 5 2,07 74,11 <0,0001
TRATAMIENTO | 10,35 5 2,07 74,11 <0,0001
Error 0,34 12 0,03
Total 10,69 17

Debido a que existio diferencia significativa entre tratamientos, se
realizo el analisis LSD Fisher. Se encontré que el tratamiento quimico (TQ),
el tratamiento biofertilizante gallinaza (TBG) y el preparado de estiércol
vacuno (TBV) fueron los tratamientos con los mejores promedios para la
variable materia seca. Como los indica la tabla 3.10 los tratamientos TQ,
TBG y TBV se sittan en el primer rango de significancia frente a los demas

tratamientos.

Tabla 3.10 Prueba LSD Fisher para la variable materia seca

Tratamiento Medias .Rar\ .go de.
significancia

TQ 23,96 A

TBG 23,89 A

TBV 23,78 A

CMB 23,33 B

CMA 23,27 B

CMC 21,74 C
Alfa=0,05 DMS=0,29735
Error: 0,0279 gl: 12

3.4.2 Porcentaje de humedad del Raygrass

Para la variable humedad, como se muestra en la tabla 3.11 de
analisis de varianza, entre los tratamientos existié diferencia significativa,
corroborado por un valor P <0,0001. Es asi que la humedad del Raygrass

resultod ser diferente en cada tratamiento.
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Tabla 3.11 Andlisis de varianza para la variable humedad

Fuente de Suma de G.L Cuadrado E- Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 10,35 5 2,07 74,11 <0,0001
TRATAMIENTO | 10,35 5 2,07 74,11 <0,0001
Error 0,34 12 0,03
Total 10,69 17

Debido a que existid diferencia significativa entre tratamientos, se
realizo el analisis LSD Fisher. Como lo indica la tabla 3.12, se encontr6 que
el tratamiento consorcio microbiano con cianobacterias C (CMc), mostro el
mejor resultado en cuanto a la variable porcentaje de humedad, por tanto se
sittan en el primer rango de significancia, respecto a los demas

tratamientos empleados en la investigacion.

Tabla 3.12 Prueba LSD Fisher para la variable humedad

Tratamiento Medias .Rar\ .go de.
significancia
CMC 79,73 A
CMA 79,26 B
CMB 77,67
TBV 76,22 C
TBG 76,11 C
TQ 76,04 C
Alfa=0,05 DMS=0,29735
Error: 0,0279 gl: 12

3.4.3 Porcentaje de proteina del Raygrass
En la tabla 3.13 de andlisis de varianza, se puede observar que hubo

diferencia estadistica significativa de los tratamientos fertilizantes sobre el

porcentaje de proteina, como lo expresa un P <0,0001.
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Los tratamientos fertilizantes mostraron diferente influencia sobre la

el porcentaje de proteina del Raygrass.

Tabla 3.13 Analisis de varianza para la variable proteina

Fuente de Suma de G.L Cuadrado E- Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 421,22 5 84,24 189548,56 <0,0001
TRATAMIENTO | 421,22 5 84,24 189548,56 | <0,0001
Error 0,01 12 4,40E-04
Total 421,22 17

Debido a que existié diferencia significativa entre los tratamientos, se
realiz6 el analisis LSD Fisher. Se encontr6 que los tratamientos:
biofertilizante vacuno (TBV) y consorcio microbiano con cianobacterias A
(CM,a), mostraron los mejores resultados en cuanto al porcentaje de

proteina del Raygrass.

Como lo indica la tabla 3.14, los biofertilizantes TBV y CMA tuvieron
los mejores promedios de porcentaje de proteina, por lo que se sitian en el
primer rango de significancia, respecto a los demas tratamientos empleados

en la investigacion.

Tabla 3.14 Prueba LSD Fisher para la variable proteina

Tratamiento Medias Rango de significancia
TBV 11,75 A
CMA 11,74 A
CMB 11,07 B
TBG 2,74 C
CMC 1,73 D
TQ 1,22 E
Alfa=0,05 DMS=0,03750
Error: 0,0004 gl: 12
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3.4.4 Porcentaje de grasa del Raygrass

Como se indica en la tabla 3.15, de acuerdo al andlisis de varianza,
existio diferencia estadistica significativa para la variable grasa. Las medias
de los tratamientos resultaron diferentes, como lo corrobora el valor P
<0,0001, por lo tanto, la influencia de los fertilizantes sobre el porcentaje de

grasa del Raygrass resulté ser diferente.

Tabla 3.15 Andlisis de varianza para la variable grasa

Fuente de Suma de G.L Cuadrado E- Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 0,15 5 0,03 23,39 <0,0001
TRATAMIENTO 0,15 5 0,03 23,39 <0,0001
Error 0,02 12 1,30E-03
Total 0,16 17

Los resultados del analisis LSD Fisher mostrados en la tabla 3.16,
indican que el mejor porcentaje de grasa, se obtuvo de las muestras
tratadas con el biofertilizante preparado a base de estiércol de vaca (TBV)
con valores de 0,42% de grasa, con lo que se lo sitda en el primer rango de

significancia.

Tabla 3.16 Prueba LSD Fisher para la variable grasa

Tratamiento Medias .Ra.n go de.
significancia

TBV 0,42 A

TBG 0,26 B

CMA 0,26 B

CMB 0,22 B

CcMC 0,22 B

TQ 0,12 C
Alfa=0,05 DMS=0,06359
Error: 0,0013 gl: 12
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3.4.5 Porcentaje de fibra del Raygrass

En la tabla 3.17 de analisis de varianza para la variable fibra, se
muestra que existio diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos. El valor P <0.0001, indic6 que al menos uno de los
tratamientos fertilizantes influy6 de forma diferente sobre el contenido de

fibra del Raygrass.

Tabla 3.17 Analisis de varianza para la variable fibra

Fuente de Suma de G.L Cuadrado E- Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 4,85 5 0,97 247,85 <0,0001
TRATAMIENTO 4,85 5 0,97 247,85 <0,0001
Error 0,05 12 3,90E-03
Total 4,9 17

Debido a que existié diferencia significativa entre los tratamientos, se
realizo el analisis LSD Fisher. Se encontrd que el tratamiento biofertilizante
gallinaza (TBG), mostr6 los mejores resultados en cuanto al porcentaje de
fibora de las muestras de Raygrass. Como se indica en la tabla 3.18, el
biofertilizante TBG muestra el mejor promedio respecto a los demas

tratamientos, por lo tanto se ubica en el primer rango de significancia.

Tabla 3.18 Prueba LSD Fisher para la variable fibra

Tratamiento Medias Rango de significancia
TBG 4,57 A
CcMC 4,08 B
CMA 3,45 C
TBV 3,24 D
CMB 3,24 D
TQ 3,17 D
Alfa=0,05 DMS=0,11134
Error: 0,0039 gl: 12
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3.4.6 Porcentaje de ceniza del Raygrass

En la tabla 3.19 de analisis de varianza se puede observar que hubo
diferencia estadistica significativa de los tratamientos fertilizantes sobre la
variable porcentaje de ceniza. El valor P<0,0001 demuestra que los
tratamientos fertilizantes indicaron diferente influencia sobre el porcentaje

de ceniza del Raygrass.

Tabla 3.19 Andlisis de varianza para la variable ceniza

Fuente de Suma de G.L Cuadrado E- Valor p-valor
Variabilidad | cuadrados de la Media
Modelo 1,31 5 0,26 491,4 <0,0001
TRATAMIENTO 1,31 5 0,26 491,4 <0,0001
Error 0,01 12 5,30E-04
Total 1,32 17

Como se muestra en la tabla 3.20, el andlisis LSD de Fisher mostro
que los tratamientos: quimico (TQ), el consorcio microbiano con
cianobacterias B (CMg) y el preparado a base de estiércol vacuno (TBV)
tuvieron los mejores resultados de porcentaje de ceniza en el Raygrass. Los
tratamientos TQ, CMg Y TBV muestran los mejores promedios por lo que se

gue ubican en el primer rango de significancia.

Tabla 3.20 Prueba LSD Fisher para la variable ceniza

Tratamiento Medias Rango de significancia
TQ 7,89 A
CMB 7,88 A
TBV 7,88 A
CMA 7,76 B
cMC 7,59 C
TBG 7,13 D
Alfa=0,05 DMS=0,04108
Error: 0,0005 gl: 12

59



En la tabla 3.21, se muestran los resultados de los porcentajes nutricionales
de las plantas de Raygrass, tratadas con los fertilizantes: consorcio
microbiano con cianobacterias A  (CM,a), consorcio microbiano con
cianobacterias B (CMg), consorcio microbiano con cianobacterias (CMc),
biofertilizante a base de estiércol vacuno (TBV), biofertilizante gallinaza

(TBG) y el tratamiento quimico (TQ).

Tabla 3.21 Porcentajes nutricionales del Raygrass

CMA CMB CMC TBV TBG TQ
M. SECA 23,27 22,33 21,74 23,78 23,89 22,69
HUMEDAD 76,73 76,67 78,26 76,22 76,11 76,04
PROTEINA 11,74 11,07 1,73 11,75 2,74 1,22
GRASA 0,26 0,22 0,22 0,42 0,26 0,12
FIBRA 3,45 3,24 4,08 3,24 4,57 3,17
CENIZA 7,76 7,88 7,59 7,88 7,13 7,89

En la figura 3.7, se muestra la variabilidad de los porcentajes
nutricionales del Raygrass, respecto a cada tratamiento fertilizante

empleado en la investigacion.

Como se indica en la figura 3.7, los tratamientos biofertilizantes que
consistieron de consorcios microbianos con cianobacterias (CMc, CMa,
CMg), presentaron los porcentajes de humedad mas altos, con 78.26%,
76.73% y 76.67% respectivamente.

En cuanto a la variable proteina, las muestras de Raygrass que
fueron tratadas con CMa y TBV tuvieron los porcentajes mas altos de

contenido proteico con valores de 11.74% y 11.75% respectivamente.

Referente al porcentaje de grasa, se puede observar que los valores

fueron bajos para todas las muestras analizadas, sin embargo las muestras
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de Raygrass que fueron tratadas con el preparado de estiércol vacuno

(TBV) mostraron el mayor contenido de grasa con el 0,42%.

Respecto a los valores de fibra, se puede observar que los
tratamientos con mayores porcentajes resultaron ser: el preparado de
gallinaza (TBG) con 4,57% de fibra y el preparado de estiércol vacuno
(TBV) con 4,08%.

Para la variable ceniza, se observaron valores similares entre todas
las muestras. Sin embargo, el mayor contenido de ceniza estuvo dado por
las muestras tratadas con TQ con 7.89% de ceniza.

-
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S ® M. SECA
& B HUMEDAD
g B PROTEINA
$ B GRASA
E B FIBRA
] = CENIZA
<
o
a
CMA CMB cMC TBV TBG TQ
TRATAMIENTOS

CMA: Consorcio microbiano con cianobacterias A TBV: Preparado de estiércol vacuno

CMB: Consorcio microbiano con cianobacterias B TBG: Tratamiento biofertilizante de gallinaza

CMC: Consorcio microbiano con cianobacterias C TQ: Tratamiento quimico

Figura 3.7 Variabilidad de los porcentajes nutricionales del
Raygrass (Freire, 2012).
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Anadlisis de la influencia de los biofertilizantes en las variables

morfoagrondmicas evaluadas del Raygrass

El andlisis de la altura de las plantas de Raygrass tratadas con
diferentes fertilizantes, di6 como resultado diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos. La aplicacion de consorcios
microbianos con cianobacterias (CMa, CMg) y el tratamiento biofertilizante
gallinaza (TBG) mostraron una mayor influencia sobre el crecimiento de las
plantulas de Raygrass. Las plantas en las que se aplicé los tratamientos
CMa, CMg y TBG mostraron mejores alturas respecto a las plantas tratadas

con los otros biofertilizantes.

El éxito de los tratamientos CMa, CMg sobre la variable altura de la
planta, se puede atribuir a los consorcios microbianos de los biofertilizantes.
Segun Lerner (1999), la presencia de cianobacterias en consorcio,
aplicadas a las plantas de forma foliar o en el suelo, promueven su
crecimiento morfoagronémico. La capacidad de actuar como biofertilizante
estd dada, por su contenido de bioantioxidantes y activadores (polifenoles,
carotenoides, enzimas), por sus fitohormonas y regulares de crecimiento
(citoquininas, oligosacaridos y batainas). Pero sin duda, una de las
propiedades mas importantes e influyentes en el desarrollo de las plantas
es la fijacion biologica de nitrégeno, en la cantidad necesaria y suficiente
(Parés & Juéarez, 1997; Lerner, 1999).

El nitrégeno es un factor limitante en el crecimiento de las plantas
puesto que en concentraciones bajas no permite que la planta alcance
mayores alturas. Por otro lado, si se abastece en exceso de nitrogeno a la

planta, se le ocasiona una inhibicion a su normal desarrollo. Con la finalidad
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de controlar este factor, se realizaron ensayos previos en los que se aplicé
varios volimenes de cianobacterias en una concentracién de 5,01x10’
cel.mL™. El volumen de 40 mL presenté los mejores resultados, por lo que
fue usado en el disefio experimental de la tesis. Determinar la
concentracion celular de los consorcios de cianobacterias, también fue
clave para la investigacion ya que se requeria que las células se encuentren
en fase exponencial. Segun Soleto et al., (2006) se inocula cianobacterias
como tratamiento, en fase exponencial ya que es un periodo caracterizado
por la duplicacién celular. Si el crecimiento no se ve limitado, la duplicacion
contindia a un ritmo constante, con lo que el numero de células y la tasa de
crecimiento de la poblacion se incrementan con cada periodo de tiempo
consecutivo. Es necesario mantener las células en su etapa metabdlica
Optima, cuando se transfiere las cianobacterias a un nuevo sustrato, pues
las nuevas células requeriran de una adaptacion previa, antes de continuar

con su ciclo de crecimiento.

Los mejores resultados de altura, obtenidos de las muestras tratadas
con el consorcio microbiano con cianobacterias (CM,), se atribuye a que
dicho consorcio se caracteriz6 por presentar cianobacterias con
heterocistos como se indicé en la figura 3.2, comparadas con las de los
otros dos consorcios donde se observd otro tipo de cianobacterias. Segun
Capone et al., (1997) los heterocistos son células especializadas, en las
gue se localiza exclusivamente la nitrogenasa, y donde no hay liberacion de
oxigeno, existiendo una separacion especial entre la fijacion de nitrégeno y

la fotosintesis.

En la fotosintesis, las células fijan dioxido de carbono, que es
distribuido hacia las células vegetativas y otra parte hacia el sustrato.
Durante este proceso se genera oxigeno que es utilizado por la planta para
el proceso de respiracion celular (Graham & Wilcox, 2000). Por otra parte,

el nitrogeno fijado en formas asimilables es empleado para sintetizar
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aminoacidos, proteinas y otros compuestos nitrogenados y lo demas se
deposita en el ambiente en el que se desarrollan las plantas para ser
aprovechado por otros microorganismos que conviven en consorcio con las

cianobacterias (Parez & Juarez, 1997; Lerner, 1999).

En cuanto a la variable cobertura del Raygrass en maceta, se
encontrd diferencia estadistica significativa entre los seis tratamientos
fertilizantes empleados. Las muestras de Raygrass que mostraron los
mejores indices de cobertura fueron las tratadas con consorcios
microbianos con cianobacterias (CMg, CMa) y el biofertilizante gallinaza
(TBG) con valores de 78 al 83% de cobertura, que segun la escala del

INIAP son considerados como porcentajes buenos a muy buenos.

Los buenos indices de cobertura obtenidos de la aplicacion de los
consorcios microbianos con cianobacterias se deben a que estos
microorganismos tiene la capacidad de promover el crecimiento vegetativo.
Las cianobacterias fijan y producen macronutrientes como nitrégeno,
potasio, calcio, magnesio, fosforo y oligoelementos, sintetizan polisacaridos
matriciales como alginatos y polisacarido de reserva como manitol,
sustancias que en conjunto estimulan el desarrollo de las plantas. Se ha
demostrado que estos diazotroficos también producen repelentes como
compuestos aromaticos y terpenoides halogenados, que controlan las
plagas (hongos, bacterias, insectos, nematodos), que puedieran interferir en
el normal desarrollo de las plantas (Abertz 2000; Bailey et al., 1993; Bernal,
2008; Norrie, 2000).

Respecto al analisis de la variable longitud de la raiz, se encontro
gue existid diferencia estadistica significativa entre los tratamientos
aplicados al Raygrass. Se obtuvo los mejores resultados con la aplicacion
del biofertilizante consorcio microbiano con cianobacterias B (CMg). El
desarrollo de las raices, puede atribuirse al contenido de hormonas
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(fundamentalmente citoquininas) propios de las cianobacterias. Esta
demostrado cientificamente (Crouch & Standen, 1993; Meeting et al., 1988;
Zhang et al., 1991) la presencia de al menos seis tipos de citoquininas y
precursores en cianobacterias. Las citoquininas acttan como

bioestimulantes que activan el crecimiento y desarrollo radicular.

Globalmente, el desarrollo morfoagrondbmico del Raygrass se
relaciona con el estado fenolégico de la planta. Cuando las pasturas se
encuentran en estado vegetativo la accion de factores externos como
temperatura, agua, luz natural o artificial y fertilizacion asi como la accion de
factores internos como las fitohormonas y reguladores de crecimiento,
participan en conjunto en el desarrollo de las plantas (Bernal, 2008; Norrie,
2000).

4.2 Andlisis de la sobrevivencia de consorcios microbianos con

cianobacterias

Durante el andlisis de sobrevivencia de los consorcios microbianos
con cianobacterias se observé indicios de su crecimiento a los 15 dias
posteriores a la inoculacibn de muestras de sustrato y hojas en el medio
BG-110 sélido. Se comprobd que los consorcios de cianobacterias si tenian
la capacidad de sobrevivir después de haber sido aplicados como
tratamientos biofertilizante a sustrato y hojas de Raygrass anual sembrado

en condiciones de camara de invernadero.

La capacidad de sobrevivencia que mostraron los consorcios CMa,
CMg y CM¢ tanto en sustrato como en hojas se debe a factores como la
habilidad que poseen las cianobacterias para adaptarse y desarrollarse en

todo tipo de ambientes, sus estrategias de tolerancia y proliferacion en
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habitat como suelos humedos, troncos muertos, corteza de arboles y otros

ambientes extremos (Herrero et al., 2001; Peinador, 1999).

Segun Valderra & Téllez (2003) el crecimiento y la proliferacion de
las cianobacterias también estan relacionados con las sustancias
alelopéticas. Muchas de estas sustancias son segregadas especialmente
cuando crecen en consorcios microbianos puesto que compiten por el
medio evitando ser desplazados por otros microorganismos. Dicha
propiedad posiblemente puedo promover el crecimiento de los consorcios

tanto en el sustrato como en las hojas de Raygrass.

En la investigacion, el andlisis de sobrevivencia fue fundamental para
comprobar que los consorcios con cianobacterias eran capaces de
sobrevivir después de la aplicacion al sustrato y hojas de Raygrass. La
adaptabilidad y desarrollo de las cianobacterias en un nuevo sustrato son
indispensables para cumplir el rol biolégico de fijacion de nitrdgeno
atmosférico y, a su vez, promover la germinacién y crecimiento de las

plantas de Raygrass (Herrero et al., 2001).

4.3 Andlisis de variables nutricionales del Raygrass

En cuanto a la materia seca, se observo diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos fertilizantes. Las muestras de Raygrass
gue mostraron mayor contenido de materia seca fueron aquellas tratadas
con el fertilizante quimico (TQ). Segun Tekalign & Hammes (2005), la
asimiliacion de materia seca y su distribucién dentro de la planta, son
procesos importantes que determinan la productividad de los forrajes. Esta
asimilacion de nutrientes pudo deberse a que el fertilizante quimico estuvo
compuesto de elementos (sulfato de potasio, acido bérico, sulfato de
magnesio heptahidratado, cloruro de potasio entre otros) que son facilmente
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asimilables por la planta. Sin embargo, cabe recalcar que los porcentajes de
materia seca obtenidos de las muestras que fueron biofertilizadas no se
consideran bajos en cuanto a rendimiento de las pasturas, por lo que se
supone que las cianobacterias influyen de manera positiva en la asimilacion

de nutrientes para la posterior formacion de materia seca.

Referente a los porcentajes de humedad, los resultados obtenidos
mediante el andlisis de varianza, denotan que existié diferencia estadistica
significativa en cuanto a la influencia de los fertilizantes sobre la variable
humedad del Raygrass. Las muestras con mayores porcentajes de
humedad fueron aquellas tratadas con consorcios microbianos con
cianobacterias CMc, CMp y CMg, de las que se reportaron porcentajes de
humedad de 78.26%, 76.73%, 76.67% respectivamente. Este alto
contenido de humedad se le atribuye a los microorganismos de los
consorcios especificamente a las cianobacterias. Segun Lobban & Harrison
(2004) las cianobacterias poseen ficocoloides (hidrolocoides) que recubren
sus paredes celulares. Los ficocoloides tienen la capacidad de formar una
reticula que retiene gran cantidad de agua, lo que les confiere una
propiedad reoldgica Unica, y explica su actuaciébn como hidratantes de
suelo. La gran higroscopocidad de estos coloides les permite captar agua
de forma reiterada, con lo que se aumenta y mantiene la capacidad de
campo de los suelos. Asi mismo, sus propiedades viscosantes — gelificantes
permiten crear una fina capa hidratante, tanto sobre el suelo como las hojas
de la planta (Povolny, 1991; Lahaye et al., 2009). Por otro lado, esta
propiedad de retener agua, también facilita el proceso de fotosintesis al
promover la conductancia estomatica (Iglesias & Monteros, 2005; Lerner,
1999).

Segun Leon (2003) la disponibilidad de moléculas de agua, dada por
la interaccién de las cianobacterias, contribuiria con la regulacion de

temperatura y equilibrio hidrico de la planta. Se podria decir que los
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consorcios con cianobacterias de acuerdo a los resultados obtenidos
facilitan la hidratacién de las plantas forrajeras evitdndoles la pérdida de

agua por evaporacion (Castro et al., 2002).

Los resultados de porcentaje de proteina evaluados en las muestras
de Raygrass, sometidos a diferentes fertilizantes, mostraron diferencia
estadistica significativa entre ellos. Los porcentajes mas altos de proteina
fueron obtenidos de las muestras en las que se aplico estiércol vacuno
(TBV) y consorcio microbiano con cianobacterias A (CM,). Dichos
resultados pueden ser atribuidos a los microorganismos de estos
biofertilizantes. Segun Dominguez (1999), el nitrbgeno provisto por
biofertilizacién, es un constituyente de los mas importantes compuestos y
complejos oOrgano minerales de la planta como aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, amidas y aminas. La clorofila, componente esencial en la
fotosintesis, también es una sustancia nitrogenada. Investigaciones
realizadas por Mohamed et al. (1997) detectaron aumentos en el contenido
de aminoéacidos, proteinas y clorofila, en plantas de tomate, cuando

inocularon el cultivo con microorganismos diazotroficos.

En cuanto a la variable, porcentaje de grasa, los resultados obtenidos
mostraron diferencias estadisticas significativas entre las muestras tratadas
con fertilizantes. De las muestras de Raygrass, aquellas tratadas con el
preparado de estiércol vacuno (TBV) obtuvieron la mayor concentracion de
grasa. Los resultaron se debieron probablemente a que el tratamiento TBV
era un fertilizante preparado a base de estiércol, por lo cual aporto al
sustrato con nutrientes como el fosforo, que al ser asimilado por los tejidos
meristematicos de las plantas, contribuyen con la formacion de acidos
nucleicos, fosfolipidos y coenzimas NAD y NADP. Segun Dominguez
(1999), el fosforo provisto mediante biofertilizacion participa en el proceso

de reproduccién y en la constitucion genética de las plantas por ser un
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componete de los acidos nucleicos. Interviene ademas en muchas
reacciones bioquimicas relacionadas con el metabolismo de los

carbohidratos, grasas y proteinas.

La concentracion de fibra en los forrajes es otro parametro
importante, puesto que le confiere resistencia a la planta. En cuanto a los
resultados obtenidos, en los porcentajes de fibra de las muestras de
Raygrass, se observé que hubo diferencia estadistica significativa respecto
a cada tratamiento. De acuerdo con los analisis, las muestras de Raygrass
tratadas con Gallinaza (TBG) indicaron los porcentajes de fibra mas altos.
Este resultado puede atribuirse a que la Gallinaza es un apreciado
fertilizante organico, relativamente concentrado y de rapida accion.
Contiene todos los nutrientes basicos indispensables para que las plantas
puedan sintetizar sus hidratos de carbono. Segun Gonzales (2005) los
carbohidratos en los vegetales son muy abundantes, generalmente
sobrepasan el 75% de la materia seca. Esta abundancia en las plantas se
debe a su facil elaboracion mediante el mecanismo de fotosintesis. Los
carbohidratos presentes en las plantas proporcionan energia y fibra. Entre
los carbohidratos de bajo peso molecular, como los monosacaridos, se
encuentran la Xilosa y Arabinosa que constituyen la cadena principal de la

hemicelulosa en los forrajes (Sergio, 2009; Yu, Jia & Dai, 2009).

Respecto al contenido de ceniza, las muestras de Raygrass tratadas
con el fertilizante quimico mostraron los porcentajes mas altos de ceniza.
Segun Leodn (2003), la ceniza es el residuo inorganico o fraccion mineral,
gue queda después de quemar la materia organica. Los resultados
obtenidos pudieron deberse a que el tratamiento quimico aporté con
elementos inorganicos que fueron absorbidos del suelo por la planta y
posteriormente asimilados en el proceso de fotosintesis (Montero, 2008;
Ledn 2003).
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Los biofertilizantes gallinaza y el preparado de estiércol vacuno no
influyeron de manera significativa en el desarrollo y valor nutricional del
Raygras anual, en comparacion con las plantulas que fueron tratadas con
consorcios de cianobacterias. Los resultados de las variables morfo
agronomicas en las muestras en las que se aplicé gallinaza y el preparado
de estiércol vacuno pudieron deberse a las bajas concentraciones de
nutrientes y los elevados niveles de humedad presentes en estos abonos.
Segun Cubero & Vieira, (2001) estas son razones que constituyen una de

las debilidades de estos preparados.

Por otro lado, los contenidos de nutrientes en los abonos orgénicos
son poco manejables y estan en funcion de sus concentraciones en los
residuos utilizados. Por ejemplo, la concentracion de fosforo en los residuos
de origen organico es generalmente baja. En los suelos tropicales pobres
en fésforo las necesidades de fertilizacion con este nutriente van mas alléa
de las cantidades que pueden ser suministradas por un abono organico
(Espino, 2001). Sin embargo esta desventaja se podria paliar aumentando

la eficiencia de adicién de fosforo a las plantas de forma quimico- biolégica.

El contenido y el comportamiento de los abonos organicos es muy
variable de acuerdo a los materiales que se utilizan para producirlo, ademas
existen muy pocas posibilidades de ejercer un control de su calidad a nivel
de finca y a gran escala (Cubero & Vieira, 2001). Por lo que ante dichas
desventajas, el empleo de consorcios microbianos con cianobacterias seria
una alternativa viable para mantener una productividad competitiva. La
facilidad de controlar los cultivos de cianobacterias y utilizar medios
inorganicos sencillos para su masificacién, hacen que las cianobacterias
empleadas como fertilizantes reduzcan los costos de manejo y
productividad de los cultivos (Garbisu, 1999; Anesin et al., 2003).
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De forma global, se puede decir que las propiedades de las
cianobacterias, entre estas: la capacidad de captar energia luminica por
medio de sus ficobilisomas, el contar con complejos proteicos, la habilidad
para adaptar su metabolismo e interaccionar con el ambiente, para poder
desarrollarse en casi cualquier sustrato, hacen de las cianobacterias

microorganismos Utiles en la biofertilizacion de cultivos (Ortega et al., 2004).

Los consorcios de cianobacterias empiezan a tener un rol cada vez
méas importante en area agricola. El uso de cianobacterias como
biofertilizantes ya sea aisladas o en consorcios, han dado muy buenos
resultados en los cultivos en los que han sido evaluados. Debido a la
simpleza de su cultivo, las cianobacterias pueden ser cultivadas a grande
escala, con la finalidad de desarrollar un proceso industrial rentable. Sin
embargo, es necesario profundizar en el estudio de su comportamiento,
fisiologia, interacciones con el ambiente asi como determinar los mejores

géneros para ser empleados en la agricultura.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

. Los tratamientos CM, y CMg mostraron alturas de 23,16 cm y 21,18 cm
respectivamente, valores que superan al control quimico del cual se reporto

una altura de 19,32 cm.

. Con la aplicaciéon de CMg en el Ryegrass se consiguié una cobertura de

83,8% frente al tratamiento quimico que Unicamente alcanzo el 76%.

. Las cianobacterias de los consorcios microbianos CM,, CMg y CMg,

sobrevivieron durante los 30 dias en los que fueron evaluados.

. Las cianobacterias presentes en los consorcios microbianos se adaptaron

al nuevo sustrato que fueron transferidas.

. CMc obtuvo el porcentaje mas alto de humedad con el 78,26% frente al

tratamiento quimico del cuél se obtuvo 76,04% de agua.

. Los valores mas altos de proteina fueron los obtenidos de la aplicacion de
TBV y CMa con 11,75% y 11,74% respectivamente superando al control
quimico (1,22%).

. El porcentaje de fibra mas adecuado para considerar un forraje de calidad

fue el obtenido por CMc con un valor del 4,08%.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Evaluar el potencial fertilizante combinando un tratamiento que conste de
consorcios de cianobacterias y fertilizantes organicos, para conocer la
interaccibn 'y el potencial que pudiesen tener sobre variables
morfoagrondmicas y nutricionales de Raygrass

. Analizar los efectos biofertilizantes de los consorcios CMa y CMc, en otro

tipo de cultivos.

Probar la accion de los biofertilizantes sin el uso de sustratos estériles.

Realizar la investigacién, considerando al menos tres cortes del Raygrass
durante su desarrollo para conocer si los tratamientos biofertilizantes CMa y

CMc, también demuestran potencial de rebrote después del corte del pasto.
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ANEXO A

Preparacion de medio de cultivo para cianobacterias BG-11o0 liquido

Para la preparacion del medio de cultivo BG-11o liquido se realizd por
separado la solucién de macroelementos y microelementos que se detallan
en las tablas A y B las cuales contienen elementos necesarios para

promover el crecimiento de cianobacterias.

Los metales traza descrito a continuacion fueron disueltos en un litro de

agua desionizada.

Tabla A. Metales traza medio de cultivo BG-110

Reactivo Formula g/L
Molibdato de Sodio dihidratado Na,M00,.2H,0 0,39
Acido Boérico HsBO, 2,84
Nitrato de Cobalto hexahidratado CO(NQsy),.6H,0 0,49
Cloruro de manganeso tetrahidratado MnCl,.4H,0 1,81
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnS0,4.7H,0 0,222
sulfato de Cobre pentahidratado CuS0,4.5H,0 0,079

Los macronutrientes descritos en la tabla B fueron disueltos en un litro de
agua desionizada y mezclados con agitacion magnética a continuacion se
afiadi6 1mL de la solucibn de metales traza, se verific6 que el pH se
encontraba en 7,4 caso contrario se lo ajusto con un acido o base segun el

caso, y se esterilizd el medio por autoclave a 121°C y 15 psi de presion.
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Tabla B. Macroelementos medio de cultivo BG-110

Reactivo Formula g/L
Fosfato bipotasico KoHPO, 0,04
Sulfato de magnesio heptahidrato MgS0,.7H,0 0,075
Cloruro de Calcio dihidratado ClCa.2H,0 0,036
Acido Citrico CsHsO4 0,06
Citrato de Amonio Férrico Fe(NH4)HCsH50- 0,006
Carbonato de sodio Na,CO; 0,02
EDTA disodico EDTA - Na, 0,001

Preparacién de medio de cultivo para cianobacterias BG-110 solido

Para la preparacion del medio de cultivo solido se disolvié los
macroelementos y microelementos en 500 mL de agua desionizada
conservando los mismos valores en gramos usados para un litro. En otro
recipiente se disolvi6 12.5 g agar — agar con la ayuda de agitacién
magnética y calentamiento hasta ebullicibn del medio. Se esteriliz6 ambos
medios a 121°C y 15 psi de presion por 15 min. Se dej6 enfriar las
soluciones por 10 minutos vigilando que el agar no solidifique, se mezclé e

inmediatamente se dispenso e cajas Petri esterilizadas previamente.
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ANEXO B
Estadistica empleada en el estudio

Para la fase experimental se emple6 un disefio completamente al azar
(DCA) en el cual se investigd la influencia de los diferentes fertilizantes
(tratamientos) sobre las variables de morfoagronémicas y nutricionales de
Raygrass annual. Se escogi6 trabajar con este disefio puesto que las
unidades experimentales fueron bastante homogéneas y que desde el
punto de vista estadistico, este disefio considera dos fuentes de variabilidad
gue son los tratamientos y error aleatorio considerdndose el disefio mas
simple para comparar dos o mas tratamientos (Gutierrez & de la Vara,
2008).

Se realiz6 andlisis de varianza en el DCA con el objetivo de probar la
hipétesis de igualdad de los tratamientos fertilizantes con respecto a la

media de la correspondiente variable de respuesta

Ho:M1i =Mz ..... =k =}
Ha: Wi # pjparaalgini# j

A partir de lo cual se decidi6 si los tratamientos son iguales
estadisticamente, frente a la posibilidad de que al menos dos de ellos sean
diferentes, el andlisis de varianza, nos indic6 que las diferencias por
tratamientos eran significativas respecto a la evaluacion morfoagronémica y

nutricional de las plantas de Raygrass.

Mediante estos resultados se aceptd la hipotesis alternativa, en la
que los tratamientos resultaron tener diferentes influencias sobre las
variables estudiadas, por lo que hizo indispensable para la investigacion
conocer cual resultaba ser el mejor tratamiento fertilizante, por lo que se
utilizé la prueba de LSD- Fisher para conocer cuales medias eran iguales y
cuales distintas.
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La prueba LSD de Fisher se basa en el ensayo “t” de significacion de
diferencia de medias, la cual calcula la “menor diferencia significativa” entre
dos medias cualesquiera del conjunto analizado mediante un ANOVA
(Gutierrez & de la Vara, 2008).

Con la prueba LSD Fisher se probo la igualdad de todos los posibles

pares de medias con la hipotesis:

Ho @ a = u;
PN * U

Para toda i # j. Para k tratamientos se tiene en total k(k —1)/2 pares

de medias. El estadistico de prueba de cada una de las hip6tesis dadas en

la siguiente ecuacion es la correspondiente diferencia en valor absoluto

entre sus medias muestrales‘fi —;71.‘. Se rechaza la hipotesis H, : H, = u, si

ocurre que

o 1 1
‘7i 7j‘>ta/2,Nt\/CME(_+_J =L3D

n N

Donde el valor t,,, ,_, se lee en las tablas de distribucion T de student

con N-k grados de libertad que corresponden al error. EI CMg es el
cuadrado medio del error y se obtiene de la tabla ANOVA, n; y n; son el

numero de observaciones para los tratamientos i y j respectivamente.

Mediante la prueba LSD Fisher se observé la diferencia minima que
debe existir entre dos medias muestrales para considerar que los
tratamientos correspondientes son significativamente diferentes. Asi, cada
diferencia de medias muestrales en valor absoluto que sea mayor que el

namero LSD se declara significativa.
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Si el disefio resulta balanceado es decir ni=n,=...... n=n, la
diferencia minima significativa se reduce a LSD=t,,, ,_/2CM.In . En caso
de rechazar Ho se acepta la hipdtesis alternativa H, : 4 # u;, con la cual se

pudo concluir para la presente investigacion que las medias de los

tratamientos i y j fueron diferentes (Gutierrez & de la Vara, 2008).
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