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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

La crisis actual por la que el sector agricola mundial se encuentra atravesando se
debe a su estrecha relacion con la utilizacion de fertilizantes quimicos y al
empobrecimiento de los suelos por su causa. Los fertilizantes quimicos han sido
utilizados por todos los agricultores desde hace décadas, y si bien estos han generado
una mayor productividad, de un tiempo aca, han elevado sus precios amenazado la
alimentacion de naciones enteras (Angulo, 2007). El empirismo con el que se realizan
los procesos de fertilizacion de los cultivos en paises en vias de desarrollo como el
Ecuador, implica la utilizacion de sustancias potencialmente peligrosas para la salud,
a mas de un desgaste periddico del suelo inoculado, problema que ha conllevado a la
busqueda de fertilizantes inocuos para los seres humanos y renovables para el suelo.
Son varios los nutrientes necesarios para una buena germinacion, el fosforo constituye
uno de los elementales para el desarrollo normal de las plantas, pero su
inmovilizacién impide su correcta solubilizacibn y por ende su correcto
aprovechamiento por parte de los cultivos. EI empleo de productos biotecnologicos
como biofertilizantes desarrollados a partir de bacterias solubilizadoras de fosforo,
proporciona un resultado efectivo para la fertilizacion y absorcion de los nutrientes
del suelo, a mas de asegurar un producto sano y una renovacion de la poblacion

bacteriana del suelo.

1.2 Justificacion del problema

Aunque el fosforo es un elemento que se encuentra de manera relativamente
abundante en los suelos ecuatorianos, su requerimiento de alrededor de 10 a 30
kilogramos no es completamente abastecido, por lo cual debe ser suministrado por
medio de fertilizantes quimicos. Los fertilizantes quimicos tienden a acumularse en

forma de fosfatos insolubles y provocan efectos como la variacion del pH del suelo y



la inmovilizacién de metales pesados (Angulo, 2007; Carcafio, M. 2007; Lloclla y
Davila, 2005).

Las plantas obtienen la mayoria de sus nutrientes del suelo y pese a que la
mayoria de minerales se presentan en cantidades mili molares, el fosforo esta presente
solo en cantidades micro molares 0 menores. Estos niveles bajos se deben a una alta
reactividad del fosforo soluble con el calcio, hierro o aluminio (presentes en suelos
tropicales y subtropicales), lo cual conduce a su precipitacion, inmovilizandolo e

impidiendo que las plantas lo absorban (Ishikawa, et al. 2000).

La clave para mantener la productividad agricola es la solubilizacion del
fosforo por medio de agentes bioldgicos como bacterias con la aplicacion de
biofertilizantes en el campo. Esta es la pauta para el inicio de una urgente
transferencia de tecnologia en el campo y en la industria por medio de la produccion

de biofertilizantes a gran escala.

Las compafiias importadoras de productos quimicos se encargan de
distribuirlos sin tener conciencia de que a la larga, influiran en el aparecimiento de
méas enfermedades debido a su uso intensivo, contribuyendo a una crisis en la
agricultura. Este trabajo de investigacion es la base para el desarrollo y elaboracion de
un biofertilizante de econdmica y facil aplicacion. Su utilizacion y su permanencia en
los suelos hara que las corrientes se lo lleven a los rios, y mares fertilizandolos natural
y organicamente, contribuyendo también a la pesca, otra de las principales actividades

econdmicas en nuestro pais (Vera, 2007).

Esta investigacion constituye un aporte cientifico-técnico para el pais, al
presentar una alternativa bioldgica confiable para satisfacer la necesidad de un
método de fertilizacion natural. La falta de investigacion en el campo de la
Biotecnologia en el Ecuador, como lo sefiala Vera (2007), ha traido consigo la quiebra
del sistema agroproductivo y la aparicion de enfermedades que atacan cultivos
importantes como la monilla en el cacao, la sigatoka en el banano, la virosis en los

cultivos de sandia y pepino y la baja productividad en el arroz y maiz.



El uso de biofertilizantes tiene la ventaja de que originan procesos rapidos,
consumen poca energia y no contaminan el medio ambiente, constituyendo una
biotecnologia que ademéas de incrementar la fertilidad del suelo, favorece el
antagonismo Y el control biolégico de organismos fitopatégenos. Su uso disminuye el
empleo de fertilizantes quimicos fosfatados, lo que contribuye a frenar las
afectaciones de los suelos agricolas y reducir costos de produccion, favoreciendo las
ganancias para los agricultores. Finalmente, al reducir el uso de fertilizantes quimicos,
la acidez de los suelos agricolas disminuye y por ende su fertilidad crece, debido a
que este tipo de biofertilizantes enriquece los suelos por su concentracién de
microorganismos benéficos (Carcafio, 2007; Padilla, et al. 2006; Perticari, 2005).

El presente proyecto estudia los aspectos fundamentales de la produccion de
biofertilizantes por medio de fermentacion discontinua a partir de bacterias
solubilizadoras de fosforo; la utilizacion de un medio alternativo tiene como objetivo
abaratar los costos de produccion del biofertilizante a gran escala para asi llegar a
todos los agricultores del pais. Por medio del estudio de los aspectos fundamentales
de la produccion de biofertilizantes, Agrodiagnostic posee informacion de primera
mano del proceso de produccion, lo que repercute directamente en el mejoramiento de
la calidad del producto que entrega para satisfacer las necesidades del cliente. Del
mismo modo la informacién proporcionada por el estudio le permite a la empresa
tomar decisiones permisibles de produccién, bajando sus costos, que es el objetivo

final del productor para aumentar el margen de ganancia.

1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo General
Evaluar mediante una prueba a nivel de invernadero y determinar la

sobrevivencia de un biofertilizante producido a partir de bacterias solubilizadoras de

fosforo utilizando un medio de cultivo alternativo.



1.3.2 Objetivos Especificos

- Establecer el caldo de cultivo alternativo adecuado para una produccion
industrial en el futuro de estas bacterias solubilizadoras de fésforo mediante el
analisis de su curva de crecimiento.

- Escalar el proceso productivo del biofertilizante hasta diez litros.

- Establecer el tiempo de duracion del proceso de fermentacion y la
concentracion de biomasa del producto.

- Evaluar la accién del biofertilizante en una prueba de invernadero en plantas

de maiz.

1.4 Marco Teorico

1.4.1 Biofertilizantes

Se define a los biofertilizantes como preparaciones o productos que contienen
células de microorganismos vivas o latentes, las cuales activan el proceso biolégico y
son capaces de formar un compuesto fertilizante haciendo que la forma no disponible
de algunos elementos esté disponible para las plantas. Dentro del término
biofertilizante se incluyen aquellos basados en microorganismos fijadores de

nitrégeno, solubilizadores de fosforo y los microorganismos celuloliticos.

Cuando se emplean mezclas de diferentes bacterias para ser utilizadas como
biofertilizantes, es preciso aclarar que los efectos benéficos que puede ocasionar una
bacteria 0 mezcla de bacterias sobre una planta se deben a una combinacion de
procesos (fijacion de N, fitohormonas, sustancias antimicrobianas, solubilizacion de
fosforo, etc.) y no a uno s6lo de ellos, las bacterias que promueven el desarrollo
vegetal, por lo general presentan varias formas o procesos, que en su conjunto dan

como resultado el beneficio a la planta (Rodas, 2006).

Los biofertilizantes pueden reemplazar a los fertilizantes quimicos, y son mas
econdmicos (Boonkerd, 2000). Los cultivos deben ser provistos de fertilizantes

quimicos de manera repetitiva para poder cubrir la pérdida de fosforo, frente a esto,



los biofertilizantes proveen a la planta a mas del este elemento, vitaminas, hormonas y
minerales. Existen varios efectos deletereos al aplicar dosis altas de fertilizantes
quimicos en los cultivos, en este aspecto, los biofertilizantes no causan efectos toxicos
(Rodas, 2006).

1.4.2 Produccion de Biofertilizantes de origen bacteriano

La produccion de biofertilizantes constituye el ejemplo méas representativo de
la aplicacion de la Biotecnologia enfocada a la obtencién de productos metabdlicos
Gtiles a partir de materiales vivos, pudiendo estos Ultimos ser microorganismos e
inclusive organismos mas desarrollados. Este proceso de obtencion implica el
desarrollo de dos fases: la fermentacion y la recuperacion de dichos productos
(Mateos, 2007).

La primera fase denominada como “fermentacion”, se refiere a los diferentes
cultivos aerobicos celulares realizados a gran escala en aparatos especializados
denominados fermentadores o biorreactores donde al finalizar el proceso se recogen
los productos secundarios o las células. Para que los microorganismos puedan
desarrollarse en dichos cultivos se requiere del establecimiento y optimizacion de las
condiciones éptimas para su crecimiento y produccion de metabolitos, asi como del
control de los factores fisico — quimicos que afecten su rendimiento. La segunda fase
implica la recuperacién de los productos bioldgicos, este procedimiento es muy
diferente al realizado durante la recuperacion quimica puesto que los materiales
involucrados son mucho mas labiles. Para llevar a cabo este proceso se debe iniciar
con la formulacion y esterilizacion del medio de cultivo y equipos a utilizar,
posteriormente se continda con el crecimiento de los microorganismos en un medio de
mantenimiento para posteriormente colocarlos en un prefermentador después del cual
se obtiene el indculo para el fermentador de produccion a mayor escala (Zaid, et al.,
2004).

1.4.3 Crecimiento Bacteriano



Para evaluar el crecimiento microbiano es necesario efectuar medidas
cuantitativas de la biomasa microbiana, del nimero de células por unidad de volumen,

del peso de las mismas o algunas de sus actividades metabolicas (Mateos, 2005).

1.4.3.1 Ciclo de crecimiento de las poblaciones bacterianas

Una poblacion bacteriana presenta, de manera general, un patrén de
crecimiento caracteristico al ser inoculada en un medio de cultivo recién preparado. El
crecimiento tipico de una poblacion celular se ilustra en una curva de crecimiento
como la presentada en la Figura 1.1 donde se reflejan las distintas fases por las que
atraviesan las poblaciones bacterianas: fase lag, fase exponencial, fase estacionaria y

fase de muerte.
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Figura 1.1 Curva de crecimiento tipica de una poblacién bacteriana (Brock, 2001).

a) Fase lag, de retraso o latencia

Al inocular una poblacion bacteriana en un medio de cultivo recién preparado,
no se espera un crecimiento inmediato debido a que las células necesitan un periodo
de adaptacion o retraso que puede ser corto o largo dependiendo de las condiciones
ambientales (temperatura y composicion del medio de cultivo) y del estado del
indculo. Esta Gltima condicién viene determinada por factores como: la edad del

indculo, esto es, si el indculo proviene de un cultivo viejo definitivamente atravesara



por la fase de lag debido a que las células necesitan tiempo para reponer sus
coenzimas y constituyentes celulares esenciales. Lo mismo sucede si las células
presentan dafios por agentes como el calor, radiacion o sustancias quimicas, factores
que harén necesario un tiempo para reparar en ellas dicho dafio. Por otra parte, si el
medio de cultivo al cual la poblacidn bacteriana es transferida es pobre, ésta requerira
de un tiempo para sintetizar las enzimas y moléculas necesarias para suplir los

metabolitos que no estan presentes en el medio.

b) Fase exponencial o logaritmica

Se refiere al periodo de tiempo en el que hay un aumento en la poblacion
bacteriana, donde la cantidad de células se duplica durante cada unidad de periodo de
tiempo vy la velocidad de crecimiento es méxima. La mayoria de los microorganismos
unicelulares siguen el patron de crecimiento exponencial, pero la velocidad varia entre
los organismos dependiendo de su naturaleza y de las condiciones ambientales en las

que se desarrollan.

c) Fase estacionaria

Esta fase se desarrolla por dos causas principales: cuando los nutrientes del
medio de cultivo se agotan y limitan el crecimiento bacteriano o cuando los
metabolitos generados por las bacterias gracias a procesos biosintéticos estan
presentes en una concentracion tal que se vuelven inhibidores del crecimiento cesando
asi su normal desenvolvimiento. Un aspecto importante de esta fase es que unas
células nacen y otras mueren, equilibrdndose los dos procesos no habiendo ni
aumento ni disminucion en la cantidad de células, esto se conoce como crecimiento

criptico.

d) Fase de muerte

Tiene lugar después de que las células han alcanzado la fase estacionaria y
siguen en incubacion. En este periodo puede suceder que algunas células sigan vivas y
continlen metabolizando, pero tarde o temprano moriran. En esta fase la viabilidad

disminuye pese a que el conteo al microscopio directo se mantenga constante. Puede



darse el caso de una lisis celular, lo cual conllevaria a una disminucion de estas dos
variables (Brock, 2001).

1.4.3.2 Condiciones ambientales para el crecimiento bacteriano

Para poder tener un crecimiento adecuado, se deben conocer los factores
ambientales que pueden incidir en el comportamiento bacteriano (Mateos, 2005).

1.4.3.2.1 Temperatura

La temperatura ambiental afecta de manera intensa a los microorganismos
debido a que son unicelulares y poiquilotermos. El factor mas afectado por la
temperatura es la sensibilidad de las reacciones, en condiciones de bajas temperaturas,
un aumento puede elevar la velocidad de crecimiento hasta cierto punto donde un
mayor incremento la disminuye y puede llegar a ser letal. Las altas temperaturas
pueden desnaturalizar las enzimas y proteinas esenciales ademas de deteriorar las
membranas. Debido a esto, el crecimiento microbiano depende caracteristicamente de
la temperatura, existiendo temperaturas cardinales distintivas: temperatura minima,
Optima y maxima de crecimiento. Las Optimas varian en el rango de 0° C hasta 75° C,
la temperatura de crecimiento de un microorganismo determinado abarca un margen
de 30° C (Prescott, et al., 2004).

Los microorganismos pueden clasificarse en una de las siguientes cinco

categorias en funcion de los rangos de temperatura de crecimiento:

a) Psicrofilos: Crecen bien en rangos de temperatura de 0° C a 20° C, siendo la
Optima de 15° C.

b) Psicréfilos facultativos o psicrétrofos: Crecen bien en rangos de temperatura de
0° C a 35° C, siendo la 6ptima de 20° C a 30° C.

c) Mesofilos: Crecen bien en rangos de temperatura de 15° C a 45° C, siendo la
Optima de 20° C a 45° C.

d) Terméfilos: Crecen bien en rangos de temperatura de 45° C a 55° C, siendo la
Optima de 55° C a 65° C.



e) Hiperterméfilos: Crecen bien en rangos de temperatura de 90° C a 100° C, siendo
la 6ptima de 80° C a 113° C.

Al aumentar la temperatura aumenta la velocidad de las reacciones enzimaticas
hasta una cierta temperatura a la cual las proteinas, el DNA y otras macromoléculas
son sensibles y se desnaturalizan. Todos los microorganismos tienen una temperatura

minima, 6ptima y maxima de crecimiento (Mateos, 2005).

1.4.3.2.2 pH

Los microorganismos cambian el pH del medio cuando crecen, por eso se
debe afiadir un tampodn en él para mantener el pH constante (Mateos, 2005). Cada
especie tiene un rango de pH definido para su crecimiento asi como también un pH
optimo. De acuerdo al pH del medio en el que se desarrollan, los microorganismos se

clasifican en:

a) Acidofilos: tienen un valor de pH 6ptimo entre 0 y 5.5;

b) Neutrofilos, cuyo pH éptimo esta entre 5.5y 8; y

c) Alcalofilos, cuyo rango de pH esta entre 8.5y 11.5.

Aunque los microorganismos suelen crecer en medios con un amplio rango de
pH, la tolerancia a estas condiciones es limitada, asi pues, si existen variaciones
intensas del pH, los microorganismos se veran afectados debido a la alteracion de la
membrana plasmatica o la inhibicion de algunas enzimas. Para poder sobrevivir, los
microorganismos tienen que adaptarse a los cambios ambientales de pH, algunos
desarrollan mecanismos que van desde la sintesis de nuevas proteinas tolerantes hasta
sistemas de transporte de iones hacia o desde el interior de las células (Prescott, et al.,
2004).



1.4.3.2.3 Agua

Debido a que todos los organismos requieren agua para vivir, se debe conocer
la disponibilidad del agua, denominada potencial de agua, cuyos valores van de 0 a 1.
El potencial de agua del agua natural es 1; el potencial de agua de los campos de
cultivo se sitta entre 0,9 y 1,0 (Mateos, 2005).

1.4.3.2.4 Oxigeno

El oxigeno es necesario dependiendo del tipo de microorganismo, por ello de

acuerdo a su necesidad, se han dividido en (Mateos, 2005):

— Aerobios
o Obligados: Requieren de oxigeno para crecer (21 %)

o Facultativos: No requieren pero crecen mejor en presencia de oxigeno.

— Micraerofilos: Requieren pero a niveles mas bajos que los atmosféricos (1-15
%)

— Anaerobios
o Aerotolerantes: No requieren y crecen peor cuando el oxigeno esta
presente.

o Obligados: La presencia de oxigeno es letal

1.4.3.3 Nutricion microbiana

Las células bacterianas estan compuestas por macro y micro moléculas. Las
primeras pueden ser sintetizadas dentro de la célula a partir de sustancias obtenidas
del medio ambiente o pueden ser obtenidas directamente de éste. En este grupo se
encuentran las proteinas y los &cidos nucleicos, entre otros (Cuadro 1.1). Las

sustancias utilizadas por los microorganismos para su catabolismo y anabolismo son



conocidas como macro y micronutrientes, los primeros son requeridos en grandes

cantidades mientras que los segundos, en minimas.

Cuadro 1.1 Composicién quimica de una célula bacteriana

. Porcentaje de Moléculas
Molécula .
peso seco (b) por célula
Total de macromoléculas 96 24,610,000
Proteinas 55 2,350,000
Polisacéridos 5 4,300
Lipidos 9.1 22,000,000
DNA 3.1 2.1
RNA 20.5 255,500
Total de monémeros 35
Aminoécidos y precursore: 0.5
Azlcares y precursores 2
Nucleétidos y precursores 0.5
lones inorganicos 1
Total 100%

b: Peso seco de una célula de E. coli creciendo activamente = 2.8 x 10™ g. Fuente: Brock, et al., 2001

a) Macronutrientes

Carbono

Constituye el mas importante y abundante de todos los nutrientes debido a que
la mayoria de bacterias necesita un compuesto organico como fuente de Carbono.
Muchas bacterias asimilan estos compuestos y los usan para la construccion de
nuevos materiales celulares. Entre los compuestos organicos utilizados por las células
bacterianas se encuentran en un orden indistinto: aminoacidos, acidos grasos, acidos
organicos, azUcares, bases nitrogenadas organicas, compuestos aromaticos, entre

otros.

Nitrégeno

Constituye el componente principal de las proteinas y los acidos nucleicos,
debido a esto, las bacterias lo obtienen de la descomposicion y mineralizacion de

organismos muertos. En la naturaleza se lo puede encontrar en dos formas
inorganicas: amoniaco (NHj3) y nitrato (NO; ). Otra fuente es el nitrégeno gaseoso

que puede ser asimilado por ciertas bacterias, las fijadoras de nitrégeno.



Fésforo

Se encuentra en la naturaleza en forma de fosfatos orgédnicos e inorgénicos.
Los primeros son muy abundantes en la naturaleza pero su uso esta limitado a la
presencia de enzimas celulares de nombre fosfatasas que cortan las uniones ésteres

que unen a las estructuras de manera orgénica con los aniones fosfatos liberandolos al
suelo. Por su parte, los fosfatos inorganicos ( PO. ") son utilizados por la mayoria de

microorganismos. El fosforo constituye uno de los componentes de los acidos

nucleicos y los fosfolipidos de alli su importancia en la nutricion microbiana.

Azufre

Es necesario por formar parte estructural de aminoacidos como la cisteina y

metionina, ademas por su presencia en vitaminas como la tiamina y la biotina. En su

mayoria su fuente es organica en forma de sulfato (SO ) o sulfuro (HS ™).

Potasio

Es importante debido a su papel en la activacion de algunas enzimas como

aquellas que sintetizan proteinas.
Magnesio

Es importante debido a su participacion en la estabilizacion de los ribosomas,
membranas celulares y acidos nucleicos. Ademas participa en la actividad de enzimas
que intervienen en la transferencia de fosfato.
Calcio

Su importancia radica en su ayuda a la estabilizacion de la pared celular.

Sodio



Su necesidad depende del habitat del microorganismo. Es decir, si los
microorganismos estan acostumbrados a un medio con sodio, lo requerirdn siempre
para su desarrollo; mientras que si crecieron en un medio carente de éste, se

desarrollaran sin problema en un medio sin este elemento.

Hierro

Su necesidad radica en su participacion en la estructura de varias enzimas que

participan en la respiracion.

b) Micronutrientes

Son igualmente indispensables que los macronutrientes, entre ellos estan: el
cobalto (forma la vitamina Biy), el zinc (forma parte de la estructura de varias
enzimas como la RNA y DNA polimerasas), el molibdeno (forma parte de la
estructura de varias enzimas), cobre (forma parte de la estructura de varias enzimas

respiratorias) y el manganeso (activador de varias enzimas).

1.4.4 La agricultura y los microorganismos

La fertilidad del suelo es esencial para el desarrollo de los seres vivos y en el
futuro constituira la Unica y mas preciada fuente de alimento. Debido al incremento en
los trabajos agricolas de los Gltimos afios, se ha llegado a una reduccion gradual del
contenido de materia organica en las tierras cultivadas intensivamente y al deterioro
de la estructura del suelo, lo cual lo ha hecho susceptible a la compactacion y a la

erosion entre otros procesos (Rodas, 2006).

El hecho de que los suelos son cada vez menos fértiles ha contribuido a la
disminucion de la actividad de los factores edaficos, que dependen de la
disponibilidad de nutrientes y de la energia aportada por la materia organica del suelo

y de los residuos de los cultivos y animales. En este aspecto, la diversidad de



microorganismos del suelo es un indicador muy sensible de la contaminacion y

degradacion de los ecosistemas (Rodas, 2006; Ishikawa et al, 2000).

La mayor parte de la alteracién quimica que se produce en el suelo se debe a la
actividad de sus microorganismos, es por esto que la capacidad del suelo para
proporcionar nutrientes al cultivo en desarrollo es cada vez menor pues sus reservas
propias se van agotando. En la actualidad, solo se puede mantener un suelo
productivo, si se lo mantiene con la aplicacion de abonos y productos quimicos, cuya
cantidad va en aumento conforme pasa el tiempo. Se define como un suelo sano a
aquel que es capaz a través de su actividad biotica y su propia fertilidad de hacer
fructificar cultivos y hacer que permanezcan productivos por largos periodos. Para
lograr este objetivo se deben conocer las capacidades y el potencial de los
microorganismos promotores de crecimiento en el suelo. Estas bacterias aparecen
libres en el suelo, son capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizosfera de la
planta favoreciendo el crecimiento o desarrollo de ésta con su actividad (Rodas,
2006).

Estos microorganismos pueden ser afectados de manera drastica por los
ambientes quimicos, fisicos y bioldgicos; por factores como el pH, la fertilidad, la
disponibilidad y el contenido de materia orgéanica, el contenido de residuos, la
temperatura, la porosidad del suelo, la variedad de cultivos, etc. Como resultado,
todas las practicas de manejo (como la quema, la exposicion del suelo al sol o el uso
de fertilizantes amoniacos, etc.) que afectan estos factores también afectan a la
actividad microbiana positiva o negativamente. Cuando el proceso microbiano es
afectado en forma negativa, generalmente se ven efectos indirectos que reducen la
salud y el vigor de las plantas. Cuando se afecta en forma positiva, éste se manifiesta
mejorando el vigor de la planta, la tolerancia al estrés y la resistencia a las plagas
(Reilly, et al, 2000).

1.4.4.1 Bacterias predominantes en la comunidad microbiana del suelo

En el suelo, la mayoria de microorganismos existente corresponde al grupo de

las bacterias (alrededor de un el 98%) y son tal vez las méas diversas en cuanto al



namero de especies y su comportamiento. Se reproducen rapidamente por division
celular llegando a producir gran cantidad de bacterias en un periodo corto de tiempo.
Durante el crecimiento poblacional de éstas, una diversidad de ellas puede tener
disponible una elevada cantidad de carbono, por su alta actividad de alimentacion.
Durante la transformacion del carbono natural, se originan numerosos subproductos
que generan grandes cambios quimicos que pueden ocurrir en el suelo como resultado
del crecimiento y de la transformacion del alimento por su parte. Por ello las bacterias
son consideradas como los microorganismos mas significativos en el desarrollo del
suelo (Reilly, et al, 2000; Rodas, 2006). La supervivencia de las bacterias esta
limitada en suelos con poca materia viva. Algunas son buenas saprofitas, otras son
endofiticas, y un nimero limitado puede causar enfermedades a las plantas, animales
y humanos. Las bacterias con gran importancia para el suelo son aquellas que
transforman los nutrientes de éste para promover directamente el crecimiento de la
planta. Estos organismos juegan un papel clave en el mantenimiento del delicado
balance entre la materia acumulada y la materia degradada. Numerosas bacterias son
eficientes fijadoras de nitrogeno, otras son excelentes solubilizadoras de fosforo, sin
duda estos organismos contribuyen sustancialmente para que los agricultores
economicen en fertilizantes. Algunas de estas bacterias producen de manera natural

hormonas que estimulan el crecimiento de las plantas (Reilly et al, 2000).

1.4.4.2 Microorganismos solubilizadores de fosforo

Muchas plantas han demostrado haberse beneficiado de la asociacién con
microorganismos bajo condiciones deficientes de fésforo. Esta asociacion pudo haber
resultado de una mejor absorcion del fosforo disponible o por falta de fuentes
asequibles para las plantas. De la primera asociacion son responsables micorrizas
arbusculares, de la segunda, una serie de bacterias y hongos aislados debido a su
capacidad de solubilizar complejos de fosfato mineral insoluble (Ishikawa, et al,
2000).

Los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkordelia, Achromobacter,
Agrobacterium, Micrococcus, Aereobacter, Flavobacterium, Azotobacter y Erwinia

son las bacterias que favorecen en gran magnitud la solubilizacién de fosfatos y su



habitat es el suelo y la rizosfera. Algunas de las especies de bacterias que han sido
utilizadas como biofertilizantes, debido a la capacidad solubilizante de fosforo son las

siguientes:

— Pseudomonas striata

— Rhizobium leguminosarium
— Rhizobium loti

— Bacillus amyloliquefaciens
— Bacillus polymyxa

— Bacillus megaterium

— Bacillus pulvifaciens

— Bacillus circulans

Datos de estudios muestran que las especies de los géneros Rhizobium,
Pseudomonas y Bacillus son las que presentan mayor actividad solubilizadora de
fosforo. Ademas, debido a que muchas bacterias solubilizadoras de fosforo que se
encuentran presentes en el suelo no estan en un nimero suficiente para competir con
las bacterias que se encuentran ya establecidas en diferentes rizosferas es necesario
inocularlas en una alta concentracion para obtener una alta solubilizacion de fosforo.
Se ha sefialado que la inoculacion de Pseudomonas en suelos, ejerce efectos positivos
en las plantas como la produccion y segregacion de reguladores del crecimiento de
plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas, mejorando procesos como
germinacion de semillas, nutricion mineral, desarrollo de raices y empleo del agua
(Rodas, 2006; Santillana, 2006).

Aungue muchas de estas se encuentran presentes en el suelo, su nimero no es
suficiente para competir con la gran variedad de bacterias que se encuentran ya
establecidas en diferentes rizosferas, por esto, para obtener una alta solubilizacion de
P, es necesario inocularlas en una alta concentracién; se ha demostrado que sélo causa
efecto una inoculacién en suelos que dispongan sobre 1,5 por ciento de materia
organica. Se ha comprobado que los microorganismos solubilizadores de fésforo a
menudo constituyen el 30% de la poblacion de microorganismos de la rizosfera
(Rodas, 2006).



Para que las plantas puedan utilizar el fosforo, las bacterias deben hidrolizar
los compuestos fosfatados para dejar al fésforo en su forma inorgénica (ION), para
ello las bacterias producen enzimas llamadas fosfatasas &cidas, las cuales cambian el
pH del entorno y asi facilitan que el Pi (fésforo inorganico) sea liberado por
intercambio proténico al medio, remplazando los Pi por iones Calcio. Durante la
descomposicién aerobia de un residuo organico, los compuestos de P presentes sufren
transformaciones a medida que avanza la degradacion de la materia organica, debido
a procesos de mineralizacion e inmovilizacién y procesos de adsorcion, desorcion,
precipitacion y disolucién, lo cual afecta la biodisponibilidad de P en la matriz del
residuo y posterior aplicacion en el suelo y la rizosfera (Rodas, 2006). Los
microorganismos solubilizadores de fosforo desempefian un rol importante en la
nutricion de las plantas mediante el aumento de absorcion de fosforo por parte de la
planta. A mas de fertilizar, éstos constituyen la tnica manera posible para incrementar

el fosfato disponible para las plantas (Boonkerd, 2000).

1.4.4.2.1 Género Pseudomonas sp.

El genero Pseudomonas, es uno de los principales grupos de rizobacterias con
actividad promotora de crecimiento vegetal. Son bacilos Gram negativos aerobios
estrictos que poseen un metabolismo oxidativo no fermentativo. Crecen entre los 10°

C y 42° C pero su temperatura optima es de 25° C a 30° C. No crecen en condiciones

acidas (pH < 4.5) y se desarrollan preferentemente en un pH neutro. Se encuentran
repartidas en el suelo y el agua y por medio de su consumo de pasan a las plantas y
animales. Reducen los nitratos, producen oxidasa, en agar TSA crecen en forma de
colonias de 3 mm; al crecer desprenden un olor aromatico, producen pigmentos: la
piocianina (azul en medio alcalino y rojo en &cido) y la fluoresceina que es un
pigmento amarillo (Prescott, 2006). Son bacilos rectos o curvos, no esporulados, cuyo
tamano oscila entre 0.5 y 1 um de ancho por 1.5 y 4 pm de largo, no poseen vainas ni
apéndices. Algunas especies son litotroficas pudiendo emplear H, como Unico dador
de electrones y NOs- como aceptor de electrones en anaerobiosis. Reaccionan

positivamente a la prueba de oxidasa y catalasa (Brock, et al., 2001).


http://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura

Ademaés, se ha comprobado que bacterias de este género producen gran
cantidad de hormonas, como auxinas (que permiten obtener un mayor desarrollo a
nivel radicular), giberelinas (que promueven el alargamiento de las células de la raiz)
y citoquininas (que activan la division celular). En el suelo, estas bacterias son las
encargadas de movilizar el fosforo, solubilizando los fosfatos insolubles del area
radical (Gonzalez, 2008).

Pertenecen a la familia Pseudomonadaceae y estan divididas en dos grupos:
las especies fluorescentes y las no fluorescentes. Poseen un interesante mecanismo de
accion entre los que figuran la toma de agua y nutrientes por parte de las plantas y la
produccion de fitohormonas y biocontrol de patégenos (Hernandez, et al., 1998).
Algunas publicaciones hacen referencia a distintas Pseudomonas sp. que son capaces
de sobrevivir e incluso degradar una gran variedad de compuestos organicos entre los
que estan algunos pesticidas, ademas de una gran variedad de compuestos

halogenados e hidrocarburos derivados del petréleo (Altamirano y Pozzo, 2000).

Pseudomonas aeruginosa al igual que Pseudomonas fluorescens tiene una alta

capacidad de solubilizacion del fésforo. Esta bacteria es capaz de utilizar una gran

variedad de compuestos organicos como sustrato para crecer. (Cuberos, et al., 1998).
Este proceso es realizado ya sea por medio de la produccion de acidos organicos

como acido citrico, acido oxalico o acido glucdnico que actuan sobre el pH del suelo

beneficiando la solubilizacion del fésforo inorganico y liberando el fosfato a la
solucién del suelo. Otra via de accién es por medio de las fosfatasas que son enzimas

hidrolasas (Monoesterasas y Diesterasas Fosfdricas) que actian sobre las uniones

ésteres liberando los grupos fosfatos de la materia organica a la solucion del suelo.
Las dos vias generan una mayor cantidad de fosfato susceptible de ser absorbido por

las raices de las plantas (Brock, et al., 2001)

Pseudomonas putida posee un potencial de degradacién de compuestos
aromaticos y xenobidticos, ademas posee la capacidad de colonizar el sistema
radicular de plantas y de formar biopeliculas. Este género es capaz de producir
auxinas, giberelinas y cigtoquininas , mejorando asi procesos esenciales como la

germinacion de las semillas, la nutricion mineral, el desarrollo de raices, el empleo de
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agua, etc. Ademas son capaces de colonizar cultivos y ser antagonistas de patégenos
asociados a las raices de las plantas (Brock, et al., 2001; Santillana, 2006).

1.4.4.2.2 Género Azotobacter sp.

Son bacterias Gram negativas polimdrficas, ademas forman quistes de pared
gruesa. Los cultivos de mayor edad incluyen formas encapsuladas resistentes al calor,
desecacion y condiciones adversas. Su tamafo varia en un rango de 2-10 x 1-2.5 um y
son de naturaleza aerdbica. Las bacterias del género Azotobacter sp. crecen en medios
con un rango de pH de 5.5 a 8.5, y a una temperatura de 25 a 35° C. Este género
utiliza el nitrégeno atmosférico para la sintesis de sus proteinas, las mismas que se
mineralizan en el suelo despues de su muerte, contribuyendo asi con la disponibilidad
de nitrégeno para las plantas. Ademas, algunas especies promueven la solubilizacion
del fésforo por medio de la solubilizacion de fosfatos inorganicos para el mejor
aprovechamiento de este elemento por parte de las plantas (Murty y Ladha, 1988).
Las diferentes especies de Azotobacter son conocidas por su capacidad de fijar
nitrégeno atmosfeérico en la rizosfera y poblar ciertos sitios influenciadas por la
presencia de otros microorganismos del suelo. Pueden también actuar como un agente
del control biolégico pues producen ciertas sustancias que afectan el crecimiento de

patogenos de plantas (Brock, et al., 2001).

1.4.5 Importancia del fésforo en los seres vivos

Todos los seres vivos, plantas y animales requieren fosforo. Los compuestos
que contienen fosforo son esenciales para la fotosintesis en las plantas, para
transformaciones energéticas y para la actividad de algunas hormonas. Los animales
obtienen fosforo de las plantas, las plantas lo obtienen de la tierra en la que crecen vy,
si no se han usado fertilizantes, el fosforo en el suelo proviene del material original

del que éste esta hecho.
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1.4.5.1 Comportamiento del fosforo en el suelo

La concentracion de fésforo en suelos no fertilizados varia entre 100 a 3000
miligramos de fésforo por kilogramo de tierra (Dahal, 1977). Las principales formas
de f6sforo inorganico en los suelos son HoPO, y HPO4?. Esta es la forma en la cual el
fosforo es utilizado por las plantas. Sin embargo, estos iones pueden también ser
adsorbidos hacia la materia solida del suelo. Alrededor del 50 al 80% del fésforo en el
suelo es organico y proviene de la descomposicion de plantas y otros organismos
muertos, etc.; como fosforo es encontrado en las membranas celulares y en el DNA de
los organismos vivos (Rodas, 2006). EI fosforo estd naturalmente disponible en el
suelo, sin embargo, no existe en la cantidad suficiente para que las plantas puedan
crecer. Los niveles de fosforo se reducen cuando los animales se alimentan de las
plantas y luego mueren, también cuando éste es adsorbido en particulas o arrastrado
por la lluvia (Dahal, 1977). Es uno de los elementos bioldgicos méas importantes.
Ayuda a unir a las moléculas de DNA y RNA vy juega un rol importante en la
transferencia de energia hacia las moléculas de ATP y ADP. Es también utilizado
ampliamente en la agricultura como fertilizante. Su ciclo es Unico entre los principales
ciclos biogeoquimicos, no incluye una fase gaseosa, aunque se producen pequefias
cantidades de &cido fosforico (H3PO,) las cuales encuentran su via para escapar hacia
la atmosfera, contribuyendo en muchos casos a una precipitacion acida. EI mayor

reservorio de fosforo es la roca sedimentaria (Boonkerd, 2000).

El ciclo del fosforo se origina con la introduccion de fosfato (PO,) en los
suelos cercanos a las rocas. El fosfato ingresa a los sistemas vivos cuando las plantas
lo toman en forma de iones fosfato del suelo. El fosfato se mueve desde las plantas
hacia los animales cuando los herbivoros comen plantas y cuando los carnivoros
comen herbivoros. El fosfato que pas6 a formar parte del tejido de los animales es
regresado al suelo por medio de excrecidn, orina o0 heces, en las plantas éste regresa
por medio de su descomposicion (Boonkerd, 2000). El fosforo presente en el suelo
puede ser agrupado en cuatro formas generales: (1) foésforo inorganico, disponible
para la planta, y tres formas que no son disponibles para las plantas: (2) fosforo

organico, (3) fésforo adsorbido y (4) fésforo mineral primario (Cuadro 1.2).



Cuadro 1.2 Ciclo del fosforo simplificado donde se presentan las diferentes vias por las
cuales el fésforo es absorbido por las plantas

Cosecha

T

Cultives —» Residuos de cultivos

P en minerales Raices
primarios  ~_|
\_ P organico

P en minerales — — .+ Penbiomasa — 9uimicay
secundarios Psoluble . microbiana | fisicamente

/'prolegido
N\ \ /

P ocluide P inorfganico labily P organico labil y
moderadamente labil moderadamente labil

Inorganico Inorganico y organico rapido Organico
lento M lento
Lavado

Fuente: Fixen, 2003

Los diferentes procesos mediante los cuales el fosforo se transforma son:
erosion y precipitacion, mineralizacion e inmovilizacién y adsorcion y desorcion.
Tanto erosién como mineralizacion y desorcion son procesos que elevan el fésforo

disponible para la planta, mientras que los tres restantes lo disminuyen.

a) Erosion o desgaste y precipitacion

Los suelos poseen minerales ricos en fosforo de manera natural, estos son
erosionados por largos periodos de tiempo y se vuelven disponibles para las plantas.
El fésforo puede dejar de ser disponible a traves de la precipitacion, la cual se lleva a
cabo si el fosforo inorganico disponible de las plantas reacciona con Fe, Al y Mg
disueltos en suelos acidos o con el calcio en suelos alcalinos para formar minerales de

fosfato.
b) Mineralizacion e inmovilizacion

La mineralizacion es la conversion microbiana de fosforo organico a H,PO,

o HPO;, formas disponibles para las plantas conocidas como ortofosfatos. Este



proceso reduce la necesidad de la aplicacion de fertilizantes. La inmovilizacion se
lleva a cabo cuando estas formas disponibles son consumidas por microbios
convirtiendo todo el fosforo en sus formas organicas, no disponibles para las plantas.
El fosforo tomado por las bacterias se hace disponible una vez que el microorganismo

muere.

c) Adsorcion y desorcion

La adsorcion es la union quimica del fosforo disponible para las plantas con
las particulas de suelo, lo cual reduce su disponibilidad. Es un proceso rapido
mientras que la desorcion es lenta y se diferencia de la precipitacion en el hecho de
que es una unién reversible y ésta Gltima implica cambios permanentes en las
propiedades quimicas del fosforo. La desorcion es la liberacion del fosforo adsorbido

hacia la solucién del suelo.

d) Eliminacion

Es la mayor causa de pérdida de fosforo en las granjas, se produce debido a la
accion arrasadora del agua sobre las particulas de suelo unidas al fésforo en los
sedimentos al igual que con el fosforo disuelto aplicado en los fertilizantes. Esto se ve

disminuido con la reduccion del flujo de agua sobre la tierra (Hyland, et al., 2005)

1.4.5.2 Comportamiento del fésforo en las plantas

Casi todos los procesos que se llevan a cabo en las plantas requieren de
fosforo (P) para operar. Este elemento es esencial en las reacciones relacionadas con
el mantenimiento de la vida como los son: transferencia de energia, activacion de
proteinas y regulacion de procesos metabdlicos. Debido a sus reacciones con los
componentes del suelo, el fosforo ingresa a las raices por medio de difusién, al igual

que el potasio.
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Figura 1.2 Influencia de la arquitectura radical en la eficiencia en la adquisicion de fosforo
(Fuente: Rubio, 2002).

La absorcion de éste ocurre primeramente en las puntas jovenes de las raices
dentro de las células epidérmicas con pelos radicales y dentro de las células de la capa
superficial de la corteza radicular. Las primeras, se expanden de manera continua en
la tierra y estan expuestas a las concentraciones de fésforo encontradas en la mayor
parte de la solucion del suelo (Figura 1.2). El fosforo solo se desplaza por escasos
milimetros debido a su intensa interaccidn con la matriz del suelo, su absorcion
depende en gran parte del grado en el que las raices de las plantas exploran el suelo.
Debido a que la disponibilidad de fosforo es mas elevada en la superficie del suelo y
decrece con la profundidad, se ha afirmado que raices con mayor concentracion de
pelos radicales en la superficie son mas eficientes en la absorcion de fosforo (Rubio,
2002). Hedley et al. (1994), sefialaron cuatro mecanismos externos en la rizosfera,

determinantes para la eficiencia de absorcion de P por las plantas:

a) Modificacion del sistema radical

b) Cambios del pH en el suelo inducido por las raices producidos por la liberacion de
agentes quelantes, adcidos orgénicos y otros compuestos que alteran la quimica del
suelo, pudiendo ocurrir solubilizacidon del P-inorganico.

¢) Asociacion de las raices con hongos micorrizicos.

d) Habilidad para utilizar el P-organico del suelo por medio de la liberacion de

enzimas fosfatasa 4cidas por parte de las raices y microorganismos del suelo que



actGan sobre la materia organica originando una mineralizacion netamente

bioquimica.

1.4.5.2.1. Transporte Apoplastico y Simplastico

Existen dos vias para la absorcion de agua y nutrientes en la raiz:

Via A o via del simplasto o simplasma, ruta donde el agua y los nutrientes
pasan de una célula a la siguiente atravesando la pared celular y el plasmalema para
luego entrar en el citoplasma. Posteriormente esta solucion se mueve a lo largo cada
célula a través de los plasmodesmos que conectan el citoplasma de una célula con el
de la célula vecina. Para esto se requiere que los solutos atraviesen la barrera
semipermeable que constituye el plasmalema. El simplasma es un sistema vivo
dentro de la planta, que conecta cada 6rgano en crecimiento. Esta conformado por
c€lulas de paredes delgadas denominadas parénquima donde el contenido de cada una
(protoplasma) se conecta con el de la adyacente, es muy fragil y requiere de la

proteccion de apoplasto para mantener su estabilidad.

Via B o via del apoplasto, ruta donde el agua y los nutrientes disueltos en ella
se mueven exclusivamente a través de las paredes celulares, sin cruzar membranas. Es
el sistema continuo de paredes celulares y espacios intercelulares en los tejidos
vegetales y equivale al espacio de difusion libre hasta la endodermis y comprende las
paredes de la raiz, las células corticales y los espacios abiertos entre estos tejidos
(Figura 1.3).
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Figura 1.3 Seccion transversal de una raiz que muestra las vias simplastica y apoplastica del

movimiento de nutrientes (Fuente: Mikkelsen, 2005).

Este “espacio muerto” esta formado de fibras entrelazadas que forman una
especie de rejilla entre las raices que sirve como un filtro para la solucion del suelo, la
misma que se mueve a través de estos poros hasta que alcanza la zona denominada
“banda caspariana” que rodea el nucleo de la raiz. Esta banda obstruye el movimiento
de la solucion del suelo a través del apoplasma pues esta formada principalmente por
suberina, un compuesto hidrofobico que actia como una barrera contra el agua y los
solutos. Es aqui donde los nutrientes deben optar por la primera via o via del
simplasto para poder entrar en las células. Una carga neta negativa asociada con las
células de las paredes, repele aniones que se encuentran en la solucion como fosfato y

nitrato (NO3) y limita su transporte a poros de mayor tamafio dentro del apoplasma.

El movimiento de nutrientes a través de éste, dentro de la raiz, es mayor en la
cercania de la punta y en tejidos jovenes donde la banda de Caspary aun no se ha
desarrollado completamente. En el apoplasto no hay barreras de permeabilidad y los

nutrientes siguen aqui las leyes de la difusion simple.

Aunque la concentracion de fosforo en la solucién del suelo puede ser menor a
50 ppb, la concentracién dentro de las células de las plantas es mucho mayor. Para
que las plantas eleven esta concentracion requieren del desarrollo de transporte activo

a través de las membranas de la raiz. Algunos cambios ocurren en la rizosfera con el



fin de mejorar la absorcion del fosforo, muchas raices exudan acidos orgénicos
(principalmente citrato y oxalato) hacia la rizosfera, alterando el pH del suelo y
estimulando la disponibilidad de fosforo. Ademas, los compuestos orgénicos
desplazan al fésforo retenido en el suelo (intercambio de ligandos) y algunos
microorganismos propios de la rizosfera ayudan a la solubilizacion del fosforo. Pero
ninguno de estos mecanismos puede ayudar a que las plantas se provean de fésforo si
la tierra no posee la cantidad suficiente (Mikkelsen, 2005).

Las plantas captan los elementos minerales del suelo por medio de la
absorcion radicular, mecanismo donde estan involucrados procesos fisico-quimicos y
procesos contragradiente. Ya en la raiz, los nutrientes pueden seguir la via del
apoplasma hasta llegar a la endodermis donde se veran forzados a pasar activamente
por el simplasma, o seran absorbidos por la epidermis o por los pelos radiculares para
pasar de celula a célula por medio de los plasmodesmos en la via del simplasma. Ya
en el sistema vascular, la solucion del suelo o los iones pasan del simplasma al
apoplasma para después llegar al xilema desde donde son arrastrados por la corriente

de transpiracion hacia toda la planta (Giménez, 1991).

La deficiencia de fosforo en las plantas se presenta con la aparicion de una
coloracion morada en las hojas y tejidos jovenes debido a la formacion de
antocianinas producidas por como respuesta a la falta de fosforo en la formacion de

pentosas.

1.5 Sistema de hipotesis o pregunta de investigacion

La sobrevivencia del biofertilizante producido a partir de bacterias
solubilizadoras de fésforo en 3 meses supera el minimo de 10° células por mililitro,
estimado por bibliografia asociada a biofertilizantes o inoculantes bioldgicos
(MINIAGP, 2000; Anexo N; Gonzales, 2004).

CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS



2.1 Participantes

La empresa auspiciante del proyecto de tesis fue Agrodiagnostic, las
instituciones que colaboraron con los anélisis fisicoquimicos del medio de cultivo
alternativo y del sustrato utilizado para la fase de invernadero fueron: Laboratorios
Centrocesal y Laboratorio de manejo de suelos y aguas de la Estacion Experimental
“Santa Catalina” respectivamente. La fase de invernadero se llevd a cabo en las

instalaciones de uno de los invernaderos del Centro Internacional de la papa (CIP).
2.2 Zona de estudio

Fase de laboratorio:
Lugar: Laboratorios “Agrodiagnostic”
Provincia: Pichincha

Canton: Quito

Parroquia: Comité del Pueblo
Zona: Norte de Quito
Altitud: 2840 m.s.n.m

Fase de invernadero:

Lugar: Centro Internacional de la papa
Provincia: Pichincha
Canton: Mejia

Parroquia: Cutuglahua

Altitud: 3058 m.s.n.m

Latitud: 022’ Sur

Longitud: 78733’ Oeste

Avrea del invernadero: 184 m?

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

El proyecto se inicio en el mes de noviembre del 2007 y su parte experimental

finalizé en julio del 2008.



2.4 Disefo experimental

2.4.1 Fase de Laboratorio

2.4.1.1 Evaluacion del crecimiento bacteriano en los tres biofertilizantes

La concentracion bacteriana expresada en Log;o (UFC/mL) se tom6 como un
indice del crecimiento bacteriano, el cual se evalu6 en dos repeticiones, utilizando un
DCA (Disefio completamente al azar) tomando como tratamientos los tres
biofertilizantes realizados a partir de tres medios de cultivo diferentes (comercial
(PKM), jugo de cafia puro (JCP) y jugo de cafia modificado (JCM), a los cuales se los
consider6 como tres biofertilizantes diferentes.

Tratamientos: 3 (PKM, JCP y JCM)

Unidad Experimental: Un tubo con 5 mL de cultivo liquido.

Variable: Concentracion bacteriana en Logio (UFC/mL)

Repeticiones u observaciones: 17 (una observacion cada tres horas durante un periodo
de 48 horas)

2.4.1.2 Evaluacion de la sobrevivencia de los biofertilizantes

La sobrevivencia de los biofertilizantes se evalu6 con un experimento factorial

en DBCA de 3 x 3 x 2 repeticiones:

Factor B = Biofertilizantes Factor P = Periodos de evaluacion

3 niveles: 3 niveles:
PKM: b0 AE (antes del envasado): p0
JCP: Dbl 1M (al mes de envasado): pl
JCM: b2 3M (a los tres meses de envasado): p2

Variable: Logio (UFC/mL)



2.4.2 Fase de Invernadero

2.4.2.1 Evaluacion de los biofertilizantes en tres distintos sustratos

Se prepard un biofertilizante a partir de tres medios de cultivo: comercial
(PKM), jugo de cafia puro (JCP) y jugo de cafia modificado (JCM), a los cuales se los
consider6 como tres biofertilizantes diferentes. A estos, se los evalud utilizando un
experimento factorial en DBCA con tres repeticiones frente a un testigo y un
tratamiento quimico: 3x3+2. Los tres biofertilizantes se evaluaron en los sustratos:
tierra, tierra 50% + 50% sustrato CIP y sustrato CIP solo. Este es un sustrato especial
elaborado por el CIP, que contiene humus, pomina y tierra de zanja.

Factor de estudio: Evaluacion de 3 biofertilizantes: uno elaborado con medio
comercial (PKM), el segundo elaborado con jugo de cafia puro (JCP) y el tercero
elaborado con jugo de cafia modificado (JCM) en 3 dosis (0.5 mL/L, 1.5 mL/L y 2.5
mL/L), desarrollados a partir de bacterias solubilizadoras de fosforo en invernadero
utilizando semillas de maiz (Zea mays) de la variedad INIAP 122, cuya informacion

se detalla en el Anexo D.

Bloques o Repeticiones: 3
Unidad experimental: 1 maceta de 5 kg de capacidad con cuatro plantas de maiz de la
variedad INIAP 122.

Factor B = Biofertilizantes Factor D = Dosis
3 niveles: 3 niveles:
PKM: b0 0.5 mL/L: d0
JCP: bl 1.5 mL/L: d1
JCM: b2 2.5 mL/L: d2

b: Tratamiento testigo

tg: Tratamiento quimico

Tratamientos: 11: b0dO, b0d1, b0d2, b1d0, bldl, b1d2, b2d0, b2d1, b2d2, b, y tq



Variables evaluadas: Incremento en la altura de la planta de maiz (Zea mays) de la
variedad INIAP 122 en centimetros, longitud de las raices, diametro del tallo, peso
seco, porcentaje de materia seca, porcentaje de humedad, razén peso seco parte aérea/

peso seco parte radical.

2.5 Procedimientos

2.5.1 Fase de Laboratorio

2.5.1.1. Seleccidn de cepas bacterianas

Con fundamento en el trabajo elaborado por Huilcapi (2007), se seleccionaron
las cepas de bacterias con la capacidad solubilizadora de fésforo méas alta
almacenadas en el banco de Agrodiagnostic para la produccion del biofertilizante.
Como base para esta seleccion se tomaron en cuenta las pruebas de antagonismo
realizadas entre las bacterias en el ensayo desarrollado por Huilcapi (2007); se
escogieron solo las cepas no antagdnicas entre si, encontrandose un total de 10 cepas

que cumplian estas caracteristicas (Anexo A).

2.5.1.2 Reactivacion de las cepas bacterianas

Esta fase es primordial para el desarrollo del proyecto debido a que implica el
correcto aislamiento y pureza de los cultivos bacterianos con los que se va a trabajar.
La pureza fue monitoreada por medio de una tincibn Gram de cada cultivo para
comprobar la ausencia de bacterias contaminantes. Se inici6 el ensayo inoculando las
cepas en Agar Nutritivo-7145A de la casa comercial Acumedia. Se colocaron 20 pL
de la solucion bacteriana almacenada en el banco en el medio de cultivo, utilizando
una micropipeta calibrada Icell-MOD P-213 con puntas debidamente esterilizadas, y
se procedi6 a la siembra por estriado o rayado en cajas petri, se las dejé en incubacion
por 24 horas a 30° C en una incubadora Incucell. De las 10 cepas sefialadas, solamente
6 fueron sometidas al proceso de reactivacion debido a que los bancos de las dos

restantes presentaron contaminacion, en este caso, se decididé no utilizar estas cepas



puesto que las bacterias contaminantes podrian afectar el normal desenvolvimiento de

las cepas solubilizadoras (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Microorganismos solubilizadores de fésforo utilizados para la produccion del
biofertilizante. Quito, Pichincha, 2008.

Cepa Descripcion
Azotobacter sp. (Az 6) Bacilos Gram Negativos
Pseudomonas putida (AL-2) Bacilos Gram Negativos
Azotobacter sp. (Az 8) Bacilos Gram Negativos

Pseudomonas aeruginosa (BG-4)  Bacilos Gram Negativos
Azotobacter sp. (Az 10) Bacilos Gram Negativos

Azotobacter sp. (Az 19) Bacilos Gram Negativos

Inicialmente, se procedid a la reactivacion de las cepas en el medio Agar
Nutritivo, pero debido a que es un medio que favorece la proliferacion de otro tipo de
microorganismos presentes en el banco, resultado de la contaminacién, se opto por
utilizar los medios King B y Ashby, cuyas composiciones se encuentran detalladas en
los Cuadros 2.1 y 2.2 y fueron proporcionadas por Agrodiagnostic, para reactivar

Pseudomonas sp. y Azotobacter sp., respectivamente.

A partir de una siembra por estriado con asa de siembra (Brock, 2001), y la
incubacion durante 24 y 48 horas correspondientemente, se logré una reactivacion
selectiva de las bacterias deseadas, obteniéndose cultivos puros de las mismas, con

una concentracion de aproximadamente 10° UFC/ mL por cada cepa (Matheus, 2004).

Cuadro 2.1 Composicién del medio de cultivo Agar Ashby utilizado para la reactivacion de
Azotobacter sp. Quito, Pichincha, 2008.

Reactivo Composicion por litro

Sacarosa 10g

Fosfato monobasico de potasio 0.2¢g

Sulfato de magnesio 0.2g

Cloruro de calcio 0.2g

Sulfato de calcio 0.2g
Carbonato de calcio 59
Agar Agar* 209

*Acumedia- 7558



Cuadro 2.2 Composicién del medio de cultivo Agar King B utilizado para la reactivacion de
Pseudomonas sp. Quito, Pichincha, 2008.

Reactivo Composicion por litro
Agua de peptona* 209
Fosfato dipotésico 15¢g
Sulfato de magnesio 15¢g
Glicerina o glicerol 109
Agar Agar 15¢

* Acumedia-7365

2.5.1.3 Seleccién, formulacion y preparacion de los medios de cultivo para la

produccion del biofertilizante

2.5.1.3.1 Seleccién del medio de cultivo comercial

La seleccion del medio de cultivo comercial fue basandose en revision
bibliografica. Para el caso de Azotobacter sp., se encontro una gran variedad de
medios quimicamente definidos y facilmente reproducibles, entre ellos se encontro el
Caldo Ashby y el Caldo Pikovskaya modificado con roca fosforica. Se optd por la
utilizacion de este ultimo codificandolo como PKM y llamandolo también medio
comercial, cuya composicion se detalla en el Cuadro 2.3, debido a que ademas de ser
un medio que favorece el crecimiento de bacterias del género Azotobacter sp.,
también es Util para cepas solubilizadoras de fosforo entre las que se encuentra el

género Pseudomonas sp., segun lo descrito por Subba-Rao (1999).

Cuadro 2.3 Composicién del caldo de cultivo Pikovskaya modificado con roca fosférica (PKM)
y del medio alternativo modificado (JCM) utilizados para la produccion de los biofertilizantes.
Quito, Pichincha, 2008.

Composicion Composicion
Reactivo por L para el medio Pikovskaya por L para el medio alternativo
modificado (PKM) modificado (JCM)
Roca fosforica 59 4.98
Glucosa 10g -
Cloruro de potasio 0.2g -
Cloruro de sodio 0.2g 0.17

Sulfato de amonio 059 0.10



Sulfato de magnesio 0.1g¢ 0.0082

Extracto de levadura* 35¢ 3.50
Agua de Peptona 59 5.00
Carbonato de calcio 0.1g¢ 0.05

* Acumedia-7184

2.5.1.3.2 Seleccion y formulacion del medio de cultivo alternativo

La seleccion del medio de cultivo alternativo fue sobre la base de una revision
bibliogréfica, tomando en cuenta la reduccion de costos para su obtencién. Se utilizé
jugo puro de cafia codificandolo como JCP y nombrandolo también como medio de
cultivo alternativo, debido a su alto contenido de carbohidratos, principal componente
requerido por las bacterias, el contenido estimado por litro de este medio esta
resumido en el Cuadro 2.4. Su formulacion se realizd sobre la base de sus analisis
fisicoquimicos, donde el parametro mas relevante tomado en consideracion fue el alto
contenido de carbohidratos. Sobre la base de los anélisis realizados por Centrocesal
(Anexo B), se establecid utilizar tanto jugo de cafia puro (JCP), como jugo de cafia
afiadido los nutrientes necesarios para asemejar su composicion al medio comercial, al
mismo que se lo llamé medio alternativo modificado y se codificd con las siglas JCM,
para conocer el comportamiento de las bacterias en los distintos medios. Pese a la
naturaleza fermentativa del medio, lo que no constituyd una desventaja, la
concentracion de la biomasa bacteriana se mantuvo dentro del rango aceptable para
biofertilizantes. La esterilizaciéon tanto del medio alternativo puro como del
modificado constituyd un proceso esencial para evitar la presencia de levaduras

esporadicas que puedan afectar la calidad del producto.

Cuadro 2.4 Contenido nutritivo estimado para un litro de jugo de cafia, tomado de los analisis

quimicos realizados por Centrocesal (Anexo B). Quito, Pichincha, 2008.

Parametro Composicién por litro
Carbohidratos totales 151.9¢
Sodio 0.0342 g
Potasio 0.3488 g
Proteinas 049
Magnesio 0.0918 g

Calcio 0.0497 g




2.5.1.4 Elaboracion de la curva de calibracion para el medio de cultivo comercial
PKM

Existe un método para determinar la concentracion bacteriana basandose en
espectrofotometria, el mismo que depende de la calidad del medio y las
caracteristicas, fundamentalmente su turbidez. Tomando en cuenta esta informacion,
se determind la concentracion bacteriana por este método en el cultivo bacteriano
realizado en el medio PKM, evaluando su absorbancia. Para poder relacionar la
absorbancia con la cantidad de UFC presentes en cada mililitro de medio se elaboro
una curva de calibracién; para su construccion, se establecié la longitud de onda con
la que se trabajo a lo largo de todo el ensayo que fue de 560 nm, pues esta
absorbancia fue utilizada en ensayos previos obteniéndose excelentes resultados
ademas de ser la densidad 6ptica utilizada para la elaboracion de la curva de Mc.
Farland (Anexo J). Pese a que la curva de Mc. Farland fue elaborada con el fin de
relacionar UFC/mL con la absorbancia de un cultivo de E. coli y especies cercanas, se
utiliz6 una metodologia similar para el calculo de la concentracion bacteriana de otras
especies a partir de una ecuacion que relaciona su densidad O&ptica con su

concentracion.

Para la obtencion de esta curva se partié de un inéculo de 100 mL compuesto
por 90% de medio PKM y 10% de pool bacteriano incubado por 24 horas ( formado
por bacterias solubilizadoras de fdésforo: Pseudomonas sp. y Azotobacter sp.).
Posteriormente, a partir del inéculo se prepararon diluciones sucesivas (10 a 10™?)
en agua estéril, de cada dilucion se tomo una parte para la medicion en el
espectrofotometro y otra para la siembra en placas Kirkman (1996) y Gaitan y Garcia
(1998). Esta siembra en placa se realizo colocando 100 pL de cada dilucién en Agar
Nutriente Acumedia 7568, para el conteo de unidades formadoras de colonias 0 UFC
usando el método de siembra en placa por extension descrito por Brock (2001). Para
esto se utilizo una micropipeta calibrada de 100 pL Icell-MOD P-213 y puntas de
plastico debidamente esterilizadas. La transmitancia de cada dilucion a una longitud
de onda de 540 nm se midi6 utilizando un espectrofotdémetro Spectronic 20 Baush y

Lomb en tubos de vidrio Milton Roy.



Para calcular la absorbancia o densidad Optica de las muestras se utiliz6 la
siguiente formula descrita por Lambert-Beer (Gonzélez y Varea, 2006):
O.D=A=2—log%T
Este procedimiento se realiz6 manteniendo las condiciones 6ptimas para el
crecimiento bacteriano bajo las cuales se desarrollé todo el ensayo: temperatura de 20
a 35 °C (medida con un termometro B&C Germany) y pH neutro o ligeramente acido

(controlado con papel medidor de pH Macery-Nagel 921-10).

Kirkman (1996) afirma que se puede correlacionar de manera lineal la
concentracion bacteriana con la absorbancia de una muestra. Para poder calcular la
concentracion bacteriana a partir de datos de absorbancias conocidas, se debe colocar
a la variable Densidad Optica en el eje de las abscisas (X) y la concentracion
bacteriana en el eje de de las ordenadas (), esta curva debe ser ajustada a una linea
recta por el método de minimos cuadrados. Esto ultimo se realizé utilizando el
programa Excel 2007 del paquete Microsoft Office 2007 y el software XLSTAT
version 2008.6.05. Para los medios de cultivo alternativos, no se elaboré una curva de
calibracion debido a que la turbidez que presentaron hizo imposible el empleo del
espectrofotometro. Para estos se realizd una siembra en cajas petri de las muestras
tomadas cada tres horas, procurando preparar las diluciones necesarias para el conteo

de UFC/mL utilizadas para la elaboracion de la curva de crecimiento.

2.5.1.5 Produccion de biofertilizante a partir de bacterias solubilizadoras de

fésforo a escala de 1 litro utilizando los tres medios de cultivo: PKM, JCP y JCM

Se utilizaron cultivos en su fase exponencial tanto para los preindculos como
para los inoculos de esta fase y la fase a escala 10 L, esto se debe a que durante esta la
fase exponencial, la concentracion bacteriana esta en ascenso, y por ende la

concentracion de los indculos es mayor.

2.5.1.5.1 Preparacion del inéculo y fermentacion discontinua



Para preparar el indculo, se transfirieron las 6 cepas cultivadas en medios
solidos hacia un medio liquido que consistié en Caldo Nutritivo-7146 de la casa
comercial Acumedia y se las dejé en incubacion por 24 horas a 30° C; posteriormente
se prepar6 un pool con las mismas y se lo dejé incubar un tiempo de 3 horas a 30° C,
verificando visualmente que su turbidez vaya en aumento (Gaitdn y Garcia 1998).
Posteriormente, se vertieron 100 mL de pool elaborado (indculo) lo que corresponde a
un 10 % del volumen total a fermentar segln Trevan, et al. (1998) en 900 mL de cada
uno de los medios de cultivo (PKM, JCP y JCM), iniciandose la fase de produccion a
escala 1 L. Se construyé un fermentador discontinuo para cada medio, los tres
consistieron en matraces de vidrio debidamente sellados, a los cuales se les afiadio
oxigeno en forma de aire (con un flujo de 1 L/minuto aproximadamente) utilizando
motores para peceras Lifetech. A continuacion se realizaron una serie de 6 ensayos
gue consistieron en dos repeticiones para cada medio de cultivo para evaluar las
variables: crecimiento bacteriano (se midio la absorbancia con una longitud de onda
de 540 nm con la ayuda del espectrofotometro para el medio PKM vy se realizaron
siembras en cajas para los medios JCP y JCM), pH con la ayuda de papel medidor de
pH Macery-Nagel 921-10 y temperatura en grados centigrados con la ayuda de un
termometro B&C Germany. Todas las variables fueron evaluadas midiendo sus
parametros en cada una de las muestras tomadas de los tres fermentadores en
intervalos de tres horas durante las 48 horas que dur6 cada ensayo. Ademas, se grafico
la cinética de la fase exponencial de acuerdo a las siguientes ecuaciones dadas por

Brock (2001), que se adaptan muy bien a los datos experimentales de esta fase:

dX
=X
at “
De donde se obtiene la siguiente ecuacion después de integrarla:
InX, =InX, + 14
X, =X, *e"
La transformacion de esta ecuacion en una recta tomando logaritmos proporciona lo
siguiente:
u*t
log,, X, =log,, X, + ——
glO t glO 0 2303

t

X, = X, *10230%



Un pardmetro constante importante para una poblacion creciente de modo

exponencial es el tiempo de duplicacién o generacion, que ocurre cuando —-=2.
0

Reajustando y sustituyendo este valor en la ecuacion anterior, tenemos:
u(tgen)

2=102%03
De donde se obtiene:

_log,,2*2.303 _ 0.693 t
t t

gen gen gen

Donde n es el namero de veces en las que la concentracion bacteriana fue
duplicada durante la fase exponencial (nimero de generaciones) y u es la relacion
constante de crecimiento o velocidad instantanea. EI tiempo de generacion tge, puede
utilizarse para definir otro parametro de crecimiento, k, que es la constante de
velocidad media del crecimiento que expresa mejor la velocidad de crecimiento en un
cultivo discontinuo como el empleado en este ensayo:

toen

Estas ecuaciones reflejan las actividades de una poblacion de un cultivo tipico,
donde X corresponde al nimero celular o densidad de la poblacion bacteriana al
tiempo 0, X; es el nimero celular o densidad de la poblacion al tiempo t, t es el tiempo
que transcurre mientras se mide el crecimiento y p corresponde a la constante de
velocidad instantanea que constituye una aproximacion mas cercana de la velocidad a

la que transcurren las actividades individuales.

2.5.1.6 Escalado a 10 L de la produccion del biofertilizante a partir de bacterias

solubilizadoras de fosforo utilizando los tres medios de cultivo

De manera usual en el escalado se sigue un proceso de preinoculacion,
inoculacion, incubacién y traspaso de pequefios volimenes a volimenes mayores,

esto puede observarse en la Figura 2.1 y en el Anexo F.
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Figura 2.1 Esquema del escalado a 10 L del proceso de produccion de biofertilizante a partir

de bacterias solubilizadoras de fésforo. Quito, Pichincha, 2008.

2.5.1.6.1 Preparacion del preinoculo

El preinoculo consistié en la preparacion del pool bacteriano constituido por
las 6 cepas solubilizadoras de fosforo aisladas, el mismo que se dejé incubar durante

tres horas.

2.5.1.6.2 Preparacion del in6culo y fermentacion discontinua a escala 10 L

Posteriormente 100 mL (10% del volumen a fermentar) de este pool fueron
vertidos en 900 mL de cada uno de los tres medios de cultivo, iniciandose la fase de
produccién a escala 1 L (indculo). En esta Gltima se detuvo la fermentacién a la hora
en la que se inicio la fase exponencial para continuar con el proceso de produccion a

escala 10 L de forma aséptica (Echeverria, 2007).

Se coloco 1 L del indculo en 9 L de cada uno de los medios en envases de 40
L, el aire para el fermentador discontinuo fue proporcionado por motores para peceras
con un flujo aproximado de 1 L/ minuto. En esta fase se evaluaron las mismas
variables evaluadas en la fase de produccién 1 L: crecimiento bacteriano, pH y

temperatura.

Se tomaron los datos tanto de absorbancia para el medio comercial (PKM)

como conteo de unidades formadoras de colonias 0 UFC/mL en placa para los medios



alternativo puro (JCP) y alternativo modificado (JCM). Con estos datos se realiz una
curva de crecimiento al final de cada ensayo para conocer el comportamiento de las
bacterias y el tiempo en el que alcanzaron su fase exponencial para saber donde
detener el proceso de fermentacién y proceder al almacenamiento y empacado del
producto.

Durante esta y la anterior fase se toma muy en cuenta el establecimiento de las
condiciones lo més estériles posibles, por ello se realizaron siembras en placa para
conocer si existe 0 no contaminacion en los biofertilizantes mediante tincion Gram
(Mateos, 2007).

2.5.2 Fase de Invernadero

2.5.2.1 Seleccion del sustrato para las macetas

Debido a que se requirié evaluar la capacidad solubilizadora de fosforo de las
cepas que conforman el producto, se establecid la utilizacién de tierra normal
esterilizada procedente del CIP para las macetas. A la tierra se le realizaron analisis
previos de contenido de los nutrientes principales: N, P y K ademas de P soluble y P
total (Anexo C, seccidon C.1). Ademas, debido a la consistencia compacta de la tierra
utilizada como sustrato, se decidio utilizar también un tipo de sustrato preparado por
el CIP, el mismo que consistié en una formulacion de humus de lombriz, tierra de
zanja y pomina, para garantizar el crecimiento de las plantas en él y tener un
parametro para comparar en el momento del andlisis. Finalmente se utilizé un tercer

sustrato, consistente en tierra estéril 50% Yy sustrato del CIP 50%.

2.5.2.2 Esterilizacion del sustrato

Inicialmente, se establecid una esterilizacién utilizando una autoclave pero

debido al gran volumen de tierra requerida se utilizé un equipo esterilizador Beckett



RWB (20 PSI), con el cual se obtuvo el producto estéril en 6 horas. Finalizada esta
operacion, se procedid a dejar enfriar los sustratos durante 48 horas, después de lo
cual se procedi6 a colocarlos en las macetas de 5 kg.

2.5.2.3 Siembra en macetas

Se establecié un experimento factorial en DBCA con dos adicionales que
consistieron el testigo y el tratamiento quimico (18-46-00 o Fosfato diamdnico):
3x3+2. Para los 3 sustratos se evaluaron los 3 biofertilizantes (PKM, JCP y JCM) en 3
dosis (0.5 mL/L, 1.5 mL/L y 2.5 mL/L, las cuales corresponden a una dosis de: 0.5
L/Ha, 1.5 L/Ha y 2.5 L/Ha ) en macetas con semillas de maiz (Zea mays) de la
variedad INIAP 122. Se colocaron aproximadamente 3 kg de cada uno de los tres

sustratos en cada maceta, se procedio a embeber a la semilla de maiz en cada uno de
los tratamientos, ademas de humedecer los sustratos antes de la siembra. Se plantaron
4 semillas en cada maceta a una profundidad aproximada de 2.5 cm siguiendo un

mismo patron de ubicacion (en cruz), (Figura 2.2).

Figura 2.2 Esquema de la disposicion en cruz de las semillas de maiz de la variedad INIAP
122 en cada maceta. Quito, Pichincha, 2008.

Las macetas fueron colocadas en su totalidad en la misma cama del invernadero para
asegurar la igual incidencia de luz, humedad y temperatura para todas las macetas,

como se puede observar en el esquema de la Figura 2.3 y en el Anexo I.
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Figura 2.3 Esquema de la disposicion en la cama de invernadero de los distintos bloques por
sustrato. Quito, Pichincha, 2008.

La disposicion de las macetas por tratamiento fue al azar en los bloques I y 111
de cada sustrato ya que en el bloque | se distribuyd de manera ordenada por
tratamiento y por dosis.

2.5.2.4 Germinacién de las semillas

Las macetas con las semillas se colocaron dentro de un invernadero cuyo
ambiente fue controlado y contaba con la luz y humedad necesarias para el cultivo. Se
realizé un control de temperatura y humedad relativa por medio de la utilizacion de un
sensor especializado denominado HOBO H8 de marca Onset, cuyos datos fueron

almacenados en el software Box CarPro 4.3 y se presentan en el Anexo K.

2.5.2.5 Riego de las plantulas

Se utilizé una manguera con una boquilla de gota fina para asegurar que la
cantidad de agua vertida sea igual para todas las macetas. El riego se hizo dos veces al
dia cada 48 horas, una a las 9 de la mafiana y otra a las 3 de la tarde debido a que el
maiz es un cultivo exigente de agua. Para administrar el agua de manera adecuada, se
procurd6 no exceder la capacidad de campo del sustrato impidiendo que el aire
presente en los poros del suelo sea desplazado por el agua, evitando una posibles
asfixia radicular (Aello, et al., 2003). EI maiz al igual que el resto de plantas,
transpira agua en forma de vapor, se lleva a cabo un fenémeno de demanda de agua

por parte de la atmosfera y de oferta por parte del suelo. Si el suelo suministra de



forma eficiente el agua demandada, las plantas de maiz crecen adecuadamente, estas

condiciones son las se procuraron mantener durante todo el ensayo.

2.5.2.6 Medicién de los parametros a evaluar

a) Altura de las plantas

Esta variable fue evaluada con un metro, con el cual se tomoé la medida de la

altura a partir del nivel de la tierra hasta la hoja con mas empinamiento.

b) Longitud de las raices

Con la ayuda de un metro se tomo la medida a partir de la raiz mas larga y fue
medida en centimetros desde la base del tallo al apice radical.

¢) Diametro del tallo

Esta variable fue evaluada con un calibrador de marca Mitutoyo. Se tomé la

medida del tallo a partir del extremo mas proximo al nivel de la tierra en la maceta.

d) Peso seco

La evaluacion del peso seco es una medida real del crecimiento de las plantas
debido a que las plantas tienen una alta composicion de agua y el nivel de esta en una
planta dependera de la cantidad de agua presente en el ambiente. Para esto, se
removio el sustrato y se extrajeron suavemente cada una de las plantulas de la maceta
(4 plantulas). Se las coloco en un recipiente semi plano con agua para limpiar las
raices y se procedi6 a pesar cada una de las plantulas con una balanza analitica AND
FX-200 y separar con ayuda de un bisturi la parte aérea de la raiz. Las muestras
fueron colocadas en fundas de papel pequefias rotuladas. Se obtuvo el peso de cada
funda, lo que fue considerado como el peso hiimedo de la funda. Posteriormente, para

obtener el peso seco, el material clasificado en las dos porciones de la planta y



separado por repeticion, se colocd en fundas de papel en el horno Cole Parmer
0501560 a 70° C por 24 a 48 horas hasta que alcanz6 un peso constante. Finalmente se
pesaron todas las muestras en la balanza analitica. Los valores de planta completa se

obtuvieron al sumar los valores de peso seco de raiz y de parte aérea.
e) Porcentaje de materia seca

Se midi6 el porcentaje de materia seca segin lo descrito por Azofeifa y
Moreira (2005) a través de la siguiente formula:

Peso seco

———————*100=% Materia seca
Peso humedo

f) Porcentaje de humedad: w

Se midio el contenido hidrico relativo al peso seco de las plantas segiin lo
descrito por Azofeifa y Moreira (2005), a través de la siguiente formula:

ml—m2
W=——
ml

*100

Donde:
ml: masa en gramos de la planta o porcion de la planta himeda antes del secado (peso
fresco)
m2: masa en gramos de la planta o porcion de la planta después del secado (peso

Seco)

g) Razon en peso seco parte aérea/ peso seco parte radical

Esta relacion fue evaluada para comparar los efectos del biofertilizante sobre

la parte aérea y radical de las plantas (Azofeifa y Moreira, 2005).

_ peso seco vastago g
peso seco raiz g

v/ir

2.6 Analisis del contenido de P soluble en agua en la tierra



Se realizé un analisis preliminar y uno al final de la tierra pura utilizada para
conocer si el fosforo soluble se incrementé o disminuyd. Este tipo de anlisis
constituye una herramienta importante para la agricultura, pues es una guia para
conocer sus niveles nutricionales y es un punto de partida para programas de
fertilizacion. Pero lo mas importante, constituye una herramienta para monitorear los

cambios nutricionales que se dan en el suelo (Fernandez et al, 1984).

Partiendo de la premisa que sefiala que las plantas utilizan el fésforo soluble
en H,O o fosforo disponible para su crecimiento, se realizaron los anélisis respectivos
del sustrato tierra para conocer la cantidad de fésforo disponible en el suelo para las
plantas antes de la germinacion y posteriormente se realizaron analisis de las distintas
dosis en tierra para conocer si la cantidad de foésforo soluble aument6 o disminuyd

atribuyendo ese efecto a la actividad bacteriana.

Este analisis se realiz6 tinicamente en el sustrato tierra debido a que solo en
este sustrato se mantuvieron condiciones controladas ya que los otros dos sustratos
contenian mayor cantidad de materia organica, factor que podia afectar la capacidad

solubilizadora de las bacterias.

2.7 Analisis Estadistico de Datos

El analisis estadistico de los datos fue realizado con el programa Excel del
paquete Microsoft Office 2007 y el programa XLSTAT version 2008.6.05. Se calculd
el promedio de cada una de las variables por tratamiento del ensayo y se realizo el
andlisis estadistico para cada una de esas variables, por medio de analisis de varianza.
Se aplicd la prueba de significancia de Tukey al 5% para la comparacion de los
promedios en los tratamientos donde se detectaron diferencias significativas y el
andlisis de regresion para la curva de calibracion del medio de cultivo y para la

evaluacion de la fase exponencial.

CAPITULO I1I

RESULTADOS



3.1 Elaboracion de la curva de calibracion para el medio de cultivo comercial
PKM

Siguiendo el método establecido por Kirkman (1996) y Gaitan y Garcia
(1998), la elaboracién de la curva de calibracién consistié en graficar el crecimiento
bacteriano normal en términos exponenciales, es decir con concentraciones conocidas
y en aumento sucesivo, luego se ajustaron dichos datos por minimos

cuadrados a un sistema lineal (Tabla 3.1 y Figura 3.1).

Tabla 3.1 Valores utilizados para la elaboracién de la curva de calibracién de las bacterias

solubilizadoras de fosforo utilizadas en el ensayo. Quito, Pichincha, 2008.

Dilucién Absorbancia UFC/mL

10%° 0.097 1.8E+11
10° 0.108 2.5E+11
10°® 0.128 5.0E+11
10”7 0.159 8.6E+11
10°® 0.174 1.1E+12
10° 0.202 1.3E+12
10" 0.221 1.5E+12

De acuerdo a esta figura, se puede observar la tendencia de los datos hacia la
linealidad, la misma que va en ascenso indicando una proporcionalidad entre ambas
variables, sefialando que para este grupo de bacterias, su concentracion en un medio

liquido es directamente proporcional a su absorbancia.

Con esta curva estandarizada a las condiciones de trabajo, se obtuvo una
ecuacion de ajuste, con la cual se continuaron los procesos de fermentacion en el

reactor o fermentador (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Curva de calibracion en medio comercial PKM para las bacterias solubilizadoras
de fosforo. Quito, Pichincha, 2008.

El coeficiente de determinacién R? de 0.995, mostré un valor altamente

cercano a la unidad, lo cual reflejo una buena correlacion lineal entre las variables y

una relacion directa que es creciente debido a que la pendiente es positiva. De acuerdo

a este analisis, el modelo de la curva de calibracion del medio PKM, resulté tener un

valor altamente significativo

y el p-valor presentd un valor menor a alfa, lo que

proporciona una mejor prediccion del modelo lineal (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 ADEVA para la regresion lineal de la curva de calibracion en medio PKM. Quito,

Pichincha, 2008.

F.deV GL SC CM F. cal p-Valor (*)
Modelo 1 1.63x10” 1.63x10** 1033.48 ** < 0.0001
Error 5  7.89x10** 1.58x10*

Total corregido 6 1.64x10%

(*) p-Valor calculado para a=0,05.

3.2 Produccién de biofertilizante a partir de bacterias solubilizadoras de fosforo

a escala de 1 litro utilizando los tres medios de cultivo: PKM, JCP y JCM



3.2.1 Preparacion del indculo

El indculo consistio en un pool de las bacterias solubilizadoras de fosforo
incubado por tres horas a una temperatura de 30 °C, siguiendo lo descrito por Gaitan y

Garcia (1998), se obtuvieron inéculos con concentraciones entre 10* y 10® UFC/mL
(Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Concentracion de los in6culos utilizados para la produccion de los biofertilizantes a
partir de bacterias solubilizadoras de fésforo. Quito, Pichincha, 2008.

Medio t (h) UFC/mL

PKM 3 2.59 x10°
JCP 3 1.01 x10*
JCM 3 1.11 x10*

3.2.2 Crecimiento bacteriano

El conteo de UFC/mL se realizd en placa en dos repeticiones en los medios
JCP y JCM vy utilizando el espectrofotometro para, a partir de la absorbancia medida,

calcular la concentracion bacteriana en UFC/mL en el medio PKM mediante de la
ecuacion de ajuste obtenida en la curva de calibracion.
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Figura 3.2 Curva de crecimiento de las bacterias solubilizadoras de fdosforo (promedio del
Logio UFC/mL) en los medios de cultivo PKM, JCP y JCM durante el ensayo a escala 1 L.
Quito, Pichincha, 2008.

El grado maximo de desarrollo exponencial en los tres medios de cultivo
utilizados fue alcanzado entre las 15 y 24 horas de incubacion. La concentracion
bacteriana fue mayor en el medio PKM, con un promedio de 4.13 x 10> UFC/mL,
seguida de una concentracion de 8.01 x 10 UFC/mL encontrada en promedio en el
medio JCP (Tabla 3.4).

El medio con menor concentracion bacteriana fue el codificado como JCM, en
el cual se encontraron en promedio 4.83 x 10® UFC/mL. Estos valores promedio
superan minimo de 10°® células por mililitro, estimado por bibliografia para a
biofertilizantes o inoculantes biolégicos (MINIAG, 2000, Anexo N; Gonzéles, 2004).



Tabla 3.4 Crecimiento de las bacterias solubilizadoras de fdsforo durante el primer y segundo ensayo en los medios PKM, JCP y JCM expresado en UFC/mL
y Log (UFC/mL) en el ensayo a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.

PKM JCP JCM
Primer Segundo - Primer Segundo - Primer Segundo -
(rt]) Ensayo Ensayo X Ensayo Ensayo X Ensayo Ensayo X
A Log A Log Log Log Log Log Log Log Log
(560 Unff/ (UFC/ (560 Unff/ (UFC/ U:L:/ (UFC/ Unffl (UFC/ Unffl (UFC/ Unff/ (UFC/ Unff/ (UFC/ Un:(L:/ (UFC/ Unff/ (UFC/
nm) mL)  nm) mL) mL) mL) mL) mL) mL) mL) mL)

0.11 151E+10 10.18 0.12 3.66E+10 10.56 2.59E+10 10.41 1.10E+04 4.04 3.90E+05 559 2.01E+05 530 2.35E+06 6.37 3.35E+04 453 1.19E+06 6.08
0.17 6.91E+10 10.84 0.10 142E+11 11.15 1.06E+11 11.02 2.27E+04 436 3.98E+05 560 2.10E+05 532 2.85E+06 6.45 2.85E+04 445 144E+06 6.16
0.22 1.24E+11 11.09 0.12 292E+11 1147 208E+11 11.32 6.60E+04 4.82 2.86E+07 7.46 1.43E+07 7.16 4.90E+06 6.69 3.63E+06 6.56 4.27E+06 6.63

© o w o

0.44 9.05E+11 11.96 022 1.34E+12 1213 1.12E+12 1205 151E+04 418 450E+07 7.65 2.25E+07 7.35 528E+06 6.72 6.00E+06 6.78 5.64E+06 6.75
12 052 1.86E+12 1227 0.33 238E+12 1238 2.12E+12 1233 528E+07 7.72 1.11E+08 8.05 8.19E+07 7.91 3.80E+07 7.58 1.02E+07 7.01 241E+07 7.38
15 054 12.65 047 3.79E+12 1258 1262 7.79e+08 8.89 2.30E+08 8.36 5.05E+08 870 6.00E+07 7.78 8.50E+06 6.93 3.43E+07 7.53
18 050 4.09E+12 12.61 0.49 12.60 4.04E+12 12.61 9.12 8.46 | 8.01E+08] 8.90 1.60E+08 820 1.30E+07 7.11 8.65E+07 7.94

21 044 354E+12 1255 046 3.66E+12 1256 3.60E+12 1256 9.00E+08 8.95 2.50E+08 840 5.75E+08 8.76 1.80E+08 826 1.20E+08 8.08 1.50E+08 8.18
24 042 330E+12 1252 042 3.30E+12 1252 3.30E+12 1252 7.00E+08 8.85 2.35E+08 8.37 4.68E+08  8.67 I 2.65E+08 I 8.42 I 7.00E+08 I 8.85 | 4.83E+08 I 8.68
27 041 3.22E+12 1251 040 3.13E+12 1250 3.18E+12 1250 6.50E+08 8.81 2.30E+08 836 4.40E+08 8.64 2.13E+08 833 550E+08 8.74 3.82E+08 8.58

30 041 3.20E+12 1251 039 297E+12 1247 3.09E+12 1249 6.40E+08 8.81 2.35E+08 837 4.38E+08 8.64 2.16E+08 833 510E+08 871 3.63E+08 8.56
33 041 318E+12 1250 037 282E+12 1245 3.00E+12 1248 6.20E+08 879 229E+08 8.36 4.25E+08 8.63 2.14E+08 833 520E+08 872 3.67E+08 8.56
3¢ 041 3.19E+12 1250 036 2.70E+12 1243 294E+12 1247 6.00E+08 8.78 2.10E+08 832 4.05E+08 8.61 2.40E+08 838 5.50E+08 8.74 3.95E+08  8.60
39 039 295E+12 1247 034 247E+12 1239 271E+12 1243 520E+08 872 198E+08 830 3.59E+08 856 2.26E+08 835 530E+08 872 3.78E+08  8.58
42 040 3.08E+12 1249 032 229E+12 1236 2.68E+12 1243 4.80E+08 8.68 1.81E+08 8.26 3.31E+08 852 2.08E+08 8.32 4.90E+08 8.69 3.49E+08 8.54
45 036 273E+12 1244 029 202E+12 1231 237E+12 1238 4.60E+08 8.66 187E+08 8.27 3.24E+08 851 143E+08 8.16 4.20E+08 862 2.82E+08 8.45
48 032 229E+12 1236 028 1.94E+12 1229 211E+12 1233 3.10E+08 8.49 154E+08 8.19 2.32E+08 837 1.17E+08 8.07 3.90E+08 859 2.54E+08 8.40




En la curva de crecimiento se distinguen las diferentes fases por las que atraveso el
cultivo bacteriano discontinuo, lo mas notable es la existencia de una fase lag o de retraso

mucho mas prolongada para los medios JCM y JCP en comparacion con el medio PKM.

La fase exponencial en los medios PKM, JCP y JCM, tiene una duracién de 15, 18
y 24 horas respectivamente. En el inicio de la fase estacionaria y la de muerte, la
concentracion bacteriana disminuyd, culminando con un promedio de 2.11 x 10*%, 2.32 x
10® y 2.54 x 10® UFC/ mL para los medios PKM, JCP y JCM respectivamente (Figura 3.2 y
Tabla 3.4).

Debido a que los datos se encontraban en una notacion exponencial, se realiz6 una
transformacion de las UFC/ mL de cada uno de los medios a logaritmos en base 10 (Tabla
3.4). En el anélisis de varianza para el crecimiento bacteriano se encontro alta significancia

estadistica para los tratamientos en ambos ensayos a escala 1 L (Tabla 3.5).

Tabla 3.5 ADEVA para el crecimiento bacteriano expresado en Log;o (UFC/mL) durante la fase de
laboratorio para la produccion de biofertilizantes a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.

Primer Segundo
Ensayo Ensayo
F.deV GL - -
sC oM F CcV X sC CM F cv X
calc. - calc. -
Total 50 296.5 273.4
Trat. 2 219.1 109.6 68.03 ** 2215 110.7 102.4 **
Brror 48 773 16 519 1.1
exp.
13.8% 9.21 11.3% 9.24

De acuerdo a la prueba de significancia de Tukey se obtuvo que hay diferencias
entre el medio comercial y los medios alternativos pero no entre los alternativos entre si,

puesto que comparten un rango especifico de significancia (Tabla 3.6).



Tabla 3.6 Prueba de Tukey del crecimiento bacteriano expresado en Log10 (UFC/mL) durante el
ensayo a escala 1 L para los tres medios de cultivo. Quito, Pichincha, 2008.

Primer Segundo
Ensayo (¥)  Ensayo (¥

Tratamientos
Log (UFC/mL)  Log (UFC/mL)

PKM 4.30a 432 a
JCP 2.72b 2.80b
JCM 2.77b 2.70b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de Tukey
considerando a=0,05.

Las curvas de crecimiento del cultivo discontinuo representadas en Logio
(UFC/mL) vs. Tiempo en cada uno de los tres medios de cultivo durante el primer y
segundo ensayo a escala 1 L se presentan en las Figuras 3.3 y 3.4, de donde graficamente se
observa que la mayor concentracion bacteriana fue alcanzada por el biofertilizante

producido en el medio PKM.
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Figura 3.3 Curva de crecimiento de las bacterias solubilizadoras de fésforo en los tres medios de

cultivo durante el primer del ensayo a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.4 Curva de crecimiento de las bacterias solubilizadoras de fésforo en los tres medios de

cultivo durante el segundo ensayo a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.

La concentracion bacteriana en los medios JCP y JCM fue mas baja que la
alcanzada por los microorganismos en el medio PKM, pero se mantuvo dentro del rango de
10® UFC/ mL (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Promedio de Log (UFC/mL) encontrados en los tres medios evaluados durante los

ensayos: (a) primero y (b) segundo realizados a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.



3.2.2.1 Cinética de la fase exponencial

En los tres medios de cultivo utilizados (PKM, JCP y JCM), se graficé el segmento
que representa la fase exponencial de su curva de crecimiento en términos logaritmicos,
donde la pendiente del gréafico corresponde al cociente de la velocidad especifica de
crecimiento para el logaritmo de la constante matematica e: p/Logio(e), en las condiciones
de trabajo (Brock, 2001 y Vargas, 2005). A partir de la velocidad obtenida, se calcularon
los parametros cinéticos: tiempo de generacion y el nimero de veces en las que la

concentracion bacteriana fue duplicada (nimero de generaciones).

En el medio PKM, la fase exponencial se ajusté adecuadamente a una recta,
encontrandose valores cercanos a la unidad para el coeficiente de determinacién R?
demostrando una relacion directa entre el tiempo y la concentracion bacteriana alcanzada
(Figura 3.6). En este medio, el pool bacteriano alcanzo un tiempo medio de generacion
entre 1.81y 2.52 horas (Tabla 3.8).
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Figura 3.6 Cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias solubilizadoras de
fésforo durante los ensayos: (a) primero y (b) segundo en medio PKM a escala 1 L. Quito,
Pichincha, 2008.



De acuerdo al analisis de varianza, el modelo para la regresion lineal de la fase
exponencial en el medio PKM, resulté tener un valor significativo, lo que es corroborado
con el p-valor menor a alfa, que proporciona una buena prediccion del modelo lineal (Tabla
3.7).

Tabla 3.7 ADEVA para la regresion lineal de la fase exponencial en el primer y segundo ensayo en
medio PKM a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.

Primer ensayo Segundo ensayo
F.deV GL
sC CM F.cal p-\gglor SC CM F.cal p-\éf;lor
Modelo 1 124 124 3216 ** 0.030 0.64 0.64 21.48 ** 0.044
Error 2 0.08 0.04 0.06 0.03
Total corregido 3 132 0.70

(*) p-Valor calculado para a=0,05.

Tabla 3.8 Parametros de la cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias
solubilizadoras de fdsforo en los dos ensayos realizados en medio PKM a escala 1 L. Quito,
Pichincha, 2008.

Valor
Parametro Descripcion Primer Segundo Unidades
Ensayo Ensayo
u Constante ~~ ~de 49 0.28 UFC/mL*h
velocidad instantanea
t Tiempo medio h/generaciones
gen de generacion 1.81 2.52 9
Tiempo que transcurre
t mientras se  mide 15.00 18.00 h
el crecimiento
Valor promedio
k para  la pobla_(:lon 0.55 0.40 generaciones/h
en un periodo
finito de tiempo
n Namero de g9 7.15 .

generaciones

Los valores de los parametros cinéticos de los dos ensayos muestran una diferencia
minima que es atribuida al tiempo tardado en realizar la siembra en placas para todas las

muestras después de la incubacién.



En el medio JCP, el coeficiente R? reflejé una menor correlacion entre las variables
tiempo y concentracion bacteriana (expresada en Logipo UFC/mL) durante el primer ensayo,
esto se corrobora con el p-valor calculado que se presenta superior a alfa. Esta correlacion
aumenta en el segundo ensayo, reflejandose esto en el valor del coeficiente R? cercano a la
unidad (Figura 3.7).

a) b)
9.5 10.0
y = 0.2325x + 5.0898 y = 0.2021x + 5.1925
93 R*=0.8678 / 9.0 RT=09318 o —%
9.1 » 8.0
~ 8.9 ﬁ' ~ 7.0
— —
2 o /' / 2 oo /
o / S
L 85 L 50
2 // 2 7
83 g 40
- 81 / - 30
7.9 / 2.0
7.7 1.0
7.5 T T T | 0.0 T T T T T
8 11 14 17 20 3 6 9 12 15 18
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 3.7 Cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias solubilizadoras de
fésforo durante los dos ensayos: (a) primero y (b) segundo en medio JCP a escala 1 L. Quito,
Pichincha, 2008.

De acuerdo al andlisis de la varianza del segundo ensayo en el medio JCP, el
modelo para la regresion lineal de la fase exponencial resulto tener un valor significativo, y
el p-valor fue menor a alfa, lo que proporciona una mejor prediccion del modelo lineal que

la realizada durante el primer ensayo (Tabla 3.9).

Los parametros cinéticos calculados para este medio, demuestran una mayor
cantidad de generaciones en comparacion con el medio PKM, y un tiempo mayor empleado

para alcanzar la fase maxima de crecimiento (18 horas) (Tabla 3.10).



Tabla 3.9 ADEVA para la regresion lineal de la fase exponencial en el primer y segundo ensayo en
medio JCP a escala 1 L Quito, Pichincha, 2008.

Primer ensayo Segundo ensayo
F.deV
GL SC CM F.cal p-\g*a;lor GL SC CM F.cal p-\éf;lor
Modelo 1 097 097 6.57 * 0.237 1 514 514 2731 * 0.035
Error 1 0.15 0.15 2 038 0.19
Total corregido 2 112 3 5.52

(*) p-Valor calculado para a=0,05.

Tabla 3.10 Parametros de la cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias

solubilizadoras de fésforo en el primer y segundo ensayo en medio JCP. Quito, Pichincha, 2008.

Valor
Parametro Descripcion Primer Segundo Unidades
Ensayo Ensayo
u Constante _ Ue 0.54 0.47 UFC/mL*h
velocidad instantanea
tgen glempo ., medio 1.29 1.49 h/generaciones
e generacion

Tiempo que transcurre
t mientras se mide 18.00 18.00 h
el crecimiento

Valor promedio

k para  la pobIa_C|on 0.77 0.67 generaciones/h
en un periodo
finito de tiempo

n Namero de 1390 12.09 .

generaciones

En el medio JCM, el coeficiente R? reflejé una mejor correlacion entre las variables

en comparacion con el medio JCP (Figura 3.8).
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Figura 3.8 Cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias solubilizadoras de
fésforo durante los ensayos: (a) primero y (b) segundo en medio JCM a escala 1 L. Quito,
Pichincha, 2008.

De acuerdo a los resultados del analisis de la varianza, el modelo para la regresion
lineal de la fase exponencial para los dos ensayos en el medio JCM result6 tener un valor
significativo, ademas el p-valor presentd valores menores a alfa, lo que proporciona una
buena prediccion del modelo lineal (Tabla 3.11). En cuanto a los parametros cinéticos, se
observé que el tiempo medio de generacion fue mayor en este medio en comparacion con
los dos anteriores, y el nimero de generaciones alcanzado fue mayor que el conseguido en
el medio PKM (Tabla 3.12).

Tabla 3.11 ADEVA para la regresion lineal de la fase exponencial en el primer y segundo ensayo
en medio JCM a escala 1 L. Quito, Pichincha, 2008.

Primer ensayo Segundo ensayo
F.deV
GL SC CM F.cal p'\éf;'or GL SC CM F.cal p'\(f;"”
Modelo 1 166 166 3489 * 0.027 1 291 291 2721 * 0.014
Error 2 0.10 0.05 3 032 011
Total corregido 3 176 4 3.23

(*) p-Valor calculado para a=0,05.



Tabla 3.12 Parametros de la cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias

solubilizadoras de fésforo en el primero y segundo ensayos en medio JCM. Quito, Pichincha, 2008.

Valor
Parametro Descripcion Primer Segundo Unidades
Ensayo Ensayo

" Constante . de g2 0.32 UFC/mL*h
velocidad instantanea

tgen '(Ij’lempo . medio 2.69 2.20 h/generaciones
e generacion
Tiempo que transcurre

t mientras se mide 24.00 24.00 h
el crecimiento
Valor promedio

k para la pobla_(:lon 0.37 0.46 generaciones/h
en un periodo
finito de tiempo

n Namero de  goo 10.93 :

generaciones

3.3 Produccion de biofertilizante a partir de bacterias solubilizadoras de fésforo a

escala de 10 litros utilizando los tres medios de cultivo

3.3.1 Preparacion del preinéculo

El preindculo para esta fase consistio en un pool de las bacterias solubilizadoras de

fosforo incubado por tres horas a una temperatura de 30 °C, siguiendo lo descrito por

Gaitan y Garcia (1998), obteniéndose concentraciones entre 10* y 10° UFC/mL (Tabla

3.13).

Tabla 3.13 Concentracion de los preinéculos utilizados para la produccion de los biofertilizantes a

escala 10 L. Quito, Pichincha, 2008.

Medio t (h) UFC/mL
PKM 3 1.51 x 10"
Jcp 3 1.10 x 10°
JCM 3 2.35 x 10°




3.3.2 Preparacion del indculo

El in6culo para esta fase consistié en el pool de las bacterias solubilizadoras de
fosforo a escala 1 L incubado a una temperatura de 30 °C, hasta el tiempo en el que se
inicid la fase exponencial para conseguir la mayor concentracion. Se obtuvieron
concentraciones entre 10° y 10" UFC/mL (Tabla 3.14).

Tabla 3.14 Concentracion de los inéculos utilizados para la produccion de los biofertilizantes a
escala 10 L. Quito, Pichincha, 2008.

Medio t (h) UFC/mL
PKM 16.5 2.57 x 10"
JCP 18 1.00 x 10°
JCM 24 1.60x10°

3.3.3 Crecimiento bacteriano

El grado maximo de desarrollo exponencial durante la fase de escalado para los tres
medios fue alcanzado entre las 18 y 21 horas de incubacion (Tabla 3.15 y Figura 3.9). Para
el medio PKM, la concentracion celular obtenida fue de 6.31 x 10> UFC/mL, para JCP fue
de 6.90 x 10% y para JCM fue de 6.76 x 10°, valores que superan el minimo de 10° células
por mililitro, estimado por bibliografia asociada a biofertilizantes o inoculantes biol6gicos
(MINIAG, 2000, Anexo N; Gonzales, 2004) (Tabla 3.15).

Lo mas notable en la curva de crecimiento de las bacterias en el medio PKM es la
concentracion con la que parten los cultivos, que constituye la concentracidbn maxima
alcanzada en la fase a escala 1 litro. Se observa que el cultivo bacteriano en el medio PKM
inicié con la mayor concentracién, seguido del realizado en JCM vy finalmente se encuentra
el cultivo realizado en el medio JCP. No se evidencid la presencia de una fase lag debido a
que los in6culos fueron preparados a partir de los mismos medios de cultivo, evitando asi la
fase de adaptacion y continuando con la fase de crecimiento exponencial que duré 18 horas

para los medios PKM y JCP y 21 horas para el medio JCM (Figura 3.9).



Tabla 3.15 Crecimiento de las bacterias solubilizadoras de fésforo durante la fase de producciéon a 10 L, en los medios PKM, JCP y JCM
expresado en UFC/mL y transformado a Log;o UFC/mL. Quito, Pichincha, 2008.

) PKM JCP JCM
Tiempo
M) A@Gs0onm) UFC/ML "ogm(tj)FC/ UFC/mL "Ogm(f)FC/ UFC/mL "Ogm(tj)FC/
0 0.35 2.57E+12 12.41 1.00E+06 6.00 1.60E+06 6.20
3 0.38 2.87E+12 12.46 5.60E+06 6.75 1.65E+07 7.22
6 0.40 3.08E+12 12.49 7.30E+06 6.86 3.50E+07 7.54
9 0.44 3.54E+12 12.55 8.90E+06 6.95 6.50E+07 7.81
12 0.46 3.66E+12 12.56 2.65E+07 7.42 1.20E+08 8.08
15 0.52 4.33E+12 12.64 1.44E+08 8.16 1.80E+08 8.26
18 0.72 12.80 8.84 6.06E+08 8.78
21 0.64 5.48E+12 12.74  5.80E+08 8.76 8.83
24 0.59 4.95E+12 12.69 4.20E+08 8.62 5.20E+08 8.72
27 0.57 4.79E+12 12.68 3.10E+08 8.49 4.08E+08 8.61
30 0.55 4.63E+12 12.67 2.50E+08 8.40 3.30E+08 8.52
33 0.52 4.33E+12 12.64 2.09E+08 8.32 2.50E+08 8.40
36 0.48 3.91E+12 12.59 2.00E+08 8.30 2.35E+08 8.37
39 0.46 3.66E+12 12.56 1.99E+08 8.30 2.26E+08 8.35
42 0.44 3.54E+12 12.55 1.98E+08 8.30 2.10E+08 8.32
45 0.42 3.30E+12 12.52 1.96E+08 8.29 2.08E+08 8.32

48 0.30 2.11E+12 12.32 1.93E+08 8.29 2.06E+08 8.31
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Figura 3.9 Curva de crecimiento de las bacterias solubilizadoras de fésforo en el medio de

cultivo PKM durante ensayo a escala 10 L. Quito, Pichincha, 2008.

En el analisis de varianza para el crecimiento bacteriano, se encontré alta

significancia estadistica para los tratamientos (Tabla 3.16).

Tabla 3.16 ADEVA para el crecimiento bacteriano expresado en Log;, (UFC/mL) durante la

fase de produccién a escala 10 L. Quito, Pichincha, 2008.

F.deV GL SC CM F calc. Ccv X

Total 50 251.0
Trat 2 233.0 116.5 310.1 **
Error exp. 48 18.0 0.4
2.1% 9.56

La prueba de significancia de Tukey determind la diferencia entre el medio
comercial y los dos alternativos, cuyos resultados entre si, en cuanto a crecimiento

bacteriano se refiere, son similares (Tabla 3.17).

Tabla 3.17 Rangos de significancia al 5% para la prueba de Tukey del crecimiento bacteriano
expresado en Log;, (UFC/mL) en el ensayo a escala 10 L para los tres medios de cultivo.
Quito, Pichincha, 2008.



Log (UFC/mL)

Tratamientos *

PKM 4.30 a
JCM 2.89b
JCP 2.81b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.
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Figura 3.10 Promedio de Log;, (UFC/mL) encontrados en los tres medios evaluados durante

el ensayo realizado a escala 10 L. Quito, Pichincha, 2008.

El mejor medio de cultivo para la produccion del biofertilizante a escala 10 L,
fue el medio PKM, donde se alcanzé la mayor concentracién bacteriana de 6.31 x 10*2

UFC/mL, superando a los dos medios alternativos (Figuras 3.9 y 3.10).

3.3.3.1 Cinética de la fase exponencial

Se representd la fase exponencial en términos logaritmicos de los medios
PKM, JCP y JCM, cuyo comportamiento se ajusta a una linea recta, ratificandolo con
los valores de los coeficientes de determinacion de cada uno, los mismos que fueron

cercanos a la unidad (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias solubilizadoras
de fésforo durante el ensayo a 10 L en los tres medios: a) PKM, b) JCP y ¢) JCM. Quito,
Pichincha, 2008.

Los resultados del andlisis de la varianza se utilizaron para evaluar la
significacion del modelo. De acuerdo a este analisis, el estadistico F del modelo para
la regresion lineal de la fase exponencial en el los tres medios evaluados a escala 10
L, resulté tener un valor altamente significativo, lo que proporciona una excelente
prediccion del modelo lineal (Tabla 3.18). Los pardmetros cinéticos presentados
muestran que se alcanzé un nimero mayor de generaciones en el medio JCP. Ademas,
la constante de velocidad instantanea disminuyo en todos los medios. En el medio
PKM, el tiempo medio de generacién fue el mayor debido a que la concentracion
bacteriana del in6culo se mantuvo dentro de los valores obtenidos a escala 1 L (Tabla
3.19).




Tabla 3.18 ADEVA para la regresion lineal de la fase exponencial en el ensayo en los medios

PKM, JCP y JCM a escala 10 L. Quito, Pichincha, 2008.

PKM JCP JCM
F.deV p- p- p-
GL CM F. cal Valor GL CM F. cal Valor GL CM F. cal Valor
*) *) (*)
Modelo 1 0.1 463 * 0.001 1 21 2618 * 0004 1 49 771 * 0.0001
Error 5 0.002 2 0.008 6 01
Total 6 3 7

(*) p-Valor calculado para a=0,05.

Tabla 3.19 Parametros de la cinética de la fase exponencial del crecimiento de las bacterias

solubilizadoras de fésforo en el ensayo realizado en los tres medios de cultivo a escala 10 L.
Quito, Pichincha, 2008.

Paramet D ipcié Valor Unidad
arametro escripcion SKM JoP oM nidades
u Constante .9 504 049 026 UFC/mL*h
velocidad instantanea
tgen glempo ., medio 15.76 1.41 2.65 h/generaciones
e generacion
Tiempo que transcurre
t mientras se mide  18.00 18.00 21.00 h
el crecimiento
Valor promedio
k para la poblaqon 0.06 0.71 0.38 generaciones/h
en un periodo
finito de tiempo
n Numero e 114 1276  7.92 -

generaciones

3.4 Temperatura



La temperatura en los medios PKM y JCM vari6 entre el minimo de 21.7 +
0.29 °C y el méximo de 22.8 £ 0.29 °C y en el medio JCP entre 21.5 °C y 23 °C
(Figura 3.12).

Las bacterias presentaron un alto crecimiento en estas condiciones ain cuando
no hubo control externo de temperatura puesto que el ensayo se realizé a temperatura
ambiente (Tabla 3.20).

Tabla 3.20 Temperatura registrada en los tres medios utilizados durante todo el ensayo de
laboratorio (1 y 10 L). Quito, Pichincha, 2008.

Temperatura (°C)

Tiempo
(h) PKM JCP JCM
*) *) *

0 22.3+0.58 21.8+0.29 22.2+0.29
3 225+0.00 21.5+0.00 21.8+0.58
6 221+0.06 223+0.29 21.8%0.29
9 225+0.00 222+0.29 22.2+0.58
12 22.7+0.29 22.0+0.87 21.7%0.29
15 228+0.29 21.7+0.29 21.7%0.29
18 22.7+0.29 22.0+£0.50 21.7+0.58
21 22.7+0.76 222+0.29 22.3%0.29
24 228+0.29 223+0.29 22.8%0.29
27 22.7+0.29 23.0+£0.00 22.7+0.29
30 21.7+0.29 225+0.00 22.2+0.29
33 22.0+050 222+0.29 22.2+0.29
36 22.0+050 21.7+0.29 22.5+0.00
39 222+058 21.7+£0.29 22.2+0.29
42 225+040 2221058 22.5+0.00
45 223+0.29 225+0.00 22.0%0.00
48 22.7+058 225+0.00 22.2+0.29

* Promedio de los ensayos realizados en cada uno de los medios a escala 1 L 10 L + desviacién estandar
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Figura 3.12 Variacion de la temperatura durante las 48 horas de monitoreo en los ensayos a
1Ly 10L enlos tres medios de cultivo: a) PKM, b) JCP y ¢) JCM. Quito, Pichincha, 2008.

3.5 pH

El pH en el medio PKM vari6 entre el minimo de 6.0 y el maximo de 7.7 £

0.58; en el medio JCP la variacién fue de 6.00 a 7.00 y en el medio JCM de 5.00 a

7.00 (Tabla 3.21 y Figura 3.13).

El crecimiento de las bacterias alcanz6 altas concentraciones y sobrepaso el

rango estimado para inoculantes biolégicos aun cuando el pH presentd variacion

(Anexo N) .

Tabla 3.21 pH registrado en los tres medios utilizados durante todo ensayo de laboratorio

(escalas 1y 10 L). Quito, Pichincha, 2008.



Tiempo pH

(h) PKM () JCP (%) JCM (%)

0 7.0 £0.00 7.0 £0.00 7.0 £0.00
3 7.0 £0.00 6.7 £ 0.58 7.0 £0.00
6 7.0 £0.00 7.0 £0.00 6.3 £ 0.58
9 6.7 £ 0.58 6.7 £ 0.58 6.3 £0.58
12 6.3 £ 0.58 6.0 £ 0.00 6.0 £ 0.00
15 6.3 £ 0.58 6.0 £ 0.00 6.0 £ 0.00
18 6.3 £ 0.58 6.0 £ 0.00 5.3+£0.58
21 6.0 £ 0.00 6.0 £ 0.00 5.0 £0.00
24 6.0 £ 0.00 6.0 £ 0.00 6.0 £ 0.00
27 6.7 £ 0.58 6.0 £ 0.00 5.0£0.00
30 6.7 £ 0.58 6.0 £ 0.00 5.3+£0.58
33 7.0 £0.00 6.0 £ 0.00 5.3+£0.58
36 7.3 +0.58 6.0 £ 0.00 5.7+£0.58
39 7.3 +0.58 6.0 £ 1.00 5.0£0.00
42 7.3 +£0.58 6.0 +£1.00 6.0 £ 0.00
45 7.7 £0.58 6.3 +£0.58 6.3 +£0.58
48 7.7 £0.58 6.0 £ 0.00 6.3 £ 0.58

* Promedio de los ensayos realizados en cada uno de los medios a escala 1 L 10 L + desviacion estandar
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Figura 3.13 Variacion del pH durante las 48 horas de monitoreo en los ensayosa 1 Ly 10 L
en los tres medios: a) PKM, b) JCP y c) JCM. Quito, Pichincha, 2008.

3.6 Establecimiento del caldo de cultivo adecuado y costos de produccion de los

biofertilizantes



Este andlisis fue realizado con base en el tiempo en el que los
microorganismos incubados alcanzaron su fase exponencial en cada medio y la
concentracion bacteriana final, el costo de la produccion de cada biofertilizante, y la

sobrevivencia de cada uno después de tres meses de envasados.

Con respecto al tiempo tardado en alcanzar su fase exponencial, los mejores
biofertilizantes de los tres fueron los desarrollados en el medio PKM y en el medio
JCP. El medio de cultivo comercial alcanzé una mayor concentracion bacteriana que
se mantuvo estable durante los periodos de evaluacion de su sobrevivencia, mientras
que JCP present6 una concentracion bacteriana menor, este medio fue el menos
estable en cuanto a concentracion bacteriana a través del tiempo, esto se puede
observar en la Figura 3.38b donde se grafico el promedio de UFC/mL alcanzado por

cada uno de los biofertilizantes durante los tres periodos de evaluacion.

Desde el punto de vista del costo de produccion, el mejor biofertilizante fue el
realizado en el medio JCP, con un costo estimado de produccién de: $ 861.33 por
cada 100 L, le sigui6 el biofertilizante realizado en el medio JCM con un costo de $
991.41 por cada 100 L y finalmente el realizado en el medio PKM con un costo de $
1493.55 por 100 L, casi el doble del costo de produccién en el medio JCP (Anexo G).

Cada uno de los biofertilizantes cumplio con la concentracion minima de un
inoculante bioldgico (Anexo N), pero para poder reconocer su verdadera accion, debe

observarse también el comportamiento en el ensayo de invernadero.

3.7 Prueba de Invernadero

Los andlisis realizados a los tres sustratos utilizados estan detallados en el
Anexo C. La esterilizacion de cada uno de los sustratos, dio como resultado la
eliminacion de cualquier microorganismo propio del suelo que podia interactuar con
las bacterias que componian los tres biofertilizantes. Debido a naturaleza franco
arcillosa del suelo utilizado y su capacidad de compactacion, se lo tuvo que dejar
secar por un tiempo prolongado, una vez seco, se procedié a descompactarlo para

continuar con la siembra. Las semillas germinaron después de 3 dias de ser sembradas



en todos los sustratos. El riego fue realizado cada dos dias, teniendo en cuenta el alto

requerimiento de agua de las plantas en el invernadero.

3.7.1 Medicién de los parametros a evaluar en los tres sustratos utilizados en la

prueba de invernadero

La evaluacién de todas las variables descritas a continuacion fue realizada
tanto en sustrato Tierra como en sustrato Tierra + Sustrato: las variables: altura de la
planta, diametro del tallo, longitud de la raiz, peso seco de la planta, relacion peso
seco parte aérea/raiz, porcentaje de humedad de la planta completa y porcentaje de
materia seca de la planta completa, fue realizada al finalizar la fase de invernadero al
cabo de dos meses de sembradas las semillas de maiz de la variedad INIAP 122. En el
Sustrato CIP, se evaluaron las dos primeras variables debido al gran volumen que
alcanzaron, ademas, se optd por no sacrificar las plantas para la evaluacion de las
demas variables, puesto que ya se contaba con un segundo sustrato para establecer las
comparaciones necesarias. Los valores de estas variables correspondientes a cada
repeticion por tratamiento en los sustratos: Tierra, Tierra + Sustrato CIP y Sustrato

CIP se presentan en el Anexo L.

a) Altura de las plantas

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el sustrato elaborado por el CIP,
presentando plantas con un promedio de altura de 65.3 cm; por otra parte, el sustrato
denominado Tierra + Sustrato CIP presento plantas con una altura promedio de 53.6
cm, el sustrato que presento las plantas con menor altura fue el denominado Tierra

alcanzando un promedio de 27.8 cm (Tabla 3.22).

Tabla 3.22 ADEVA para la altura de las plantas de maiz en una prueba de invernadero al
evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo

utilizando tres sustratos diferentes. Quito, Pichincha, 2008

. Tierra +
Tierra Sustrato CIP Sustrato CIP

F.deV GL
CM F. cal CM F. cal CM F. cal




Total 32

Tratamientos 10 16.0 116 ** 254 50 ** 307.7 16.2 **
Dosis 2 2.1 1.5 ns 16.7 3.3 ns 154.9 82 *
Biofertilizantes 2 1.9 1.3 ns 20.0 39 * 13.9 0.7 ns
BD 4 10.2 74 ** 5.8 1.1 ns 178.7 9.4 **
Factorial vs adicional 1 473 343 ** 1355 265 ** 1874.4 98.7 **
Blanco vs Quimico 1 64.2 465 *»* 217 42 ns 150.0 79 *
Bloques 2 4.2 3.0 ns 9.2 1.8 ns 47.4 25 ns
Error Experimental 20 1.4 5.1 19.0

CV (%) =42 CV (%) =42 CV (%)=6.7
X(cm) = 27.8 X (cm) =53.6 X (cm) =65.3

El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra fue b0d1,
correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio PKM en una dosis de 1.5
mL/L, cuyas plantas alcanzaron un promedio de 30.21 cm. Por otra parte, el
tratamiento denominado bldl fue menos favorable presentando plantas con una
promedio de 26.14 cm; el testigo presento una altura de 22.02 cm, constituyendo la
menor en comparacion con los demas tratamientos (Figura 3.14 y Tabla 3.23). De
acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion (IEI) calculado y mostrado en el
Anexo L, se encontré un rango de incremento en la altura de 0.1 % a 0.44 % con
respecto al testigo en los tres bloques. ElI mejor biofertilizante fue el realizado en el
medio PKM, las dosis mas efectivas fueron 1.5 mL/L para PKM y 0.5 mL/L para JCP
y JCM (Figura 3.15y).

De acuerdo al ADEVA se encontré un coeficiente de variacion adecuado y
significancia estadistica en los tratamientos y la interaccion Blanco o testigo vs
quimico (Tabla 3.22). La prueba de Tukey para tratamientos afirma que no existieron
diferencias en la aplicacion de los tratamiento b0d1l y bld0, ademas de que la
aplicacion de estos y el testigo es diferente a la aplicacion del resto de tratamientos
(Tabla 3.23). Al comparar los tratamientos testigo y quimico, la prueba de Tukey
encontré que no hubo diferencia en la aplicacidn de estos dos tratamientos, pese a que

el promedio de este Gltimo super6 al testigo (Figura 3.16 y Tabla 3.24).

Tabla 3.23 Prueba de Tukey para los tratamientos utilizados para evaluar la altura de las
plantas de maiz en una prueba de invernadero como respuesta a la aplicacion de 3
biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo (b) utilizando
tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.



x AJtura (cm)

Tratamientos Descripcion _ Tierra + Sustrato
Tierra g strato CIP cIP
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L | 30.21 a | 55.08 a 63.92 a
b1d0O Medio JCP en una dosisde 0.5 mL/L 29.95 a 5483 ab 64.33 ab
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 29.46 ab 53.00 ab 62.50 abc
bOd2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L  29.37 ab  56.00 ab
tq Tratamiento Quimico 28.56 ab 51.22 ab 44.33 bcd
b2d2 Medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L  28.25 ab 5417 ab 7492 cd
bld2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L  27.85 ab 56.00 abc 64.03 cd
b2d1 Medio JCM en una dosisde 1.5 mL/L 27.27 ab 53.00 abc 65.92 cd
b0dO Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 27.06 ab 51.17 bc 67.00 cd
bld1l Medio JCP en unadosisde 1.5mL/L  26.14 b | 57.92 bc | 77.50 de
b Testigo 22.02 c 4742 c 5433 e

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05. Comparar lo g estaba en tierra esta en cuarto en sustrato, etc)

Tabla 3.24 Prueba de Tukey de la altura de las plantas de maiz en una prueba de
invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente
a un testigo (b) utilizando como sustrato tierra normal y sustrato CIP para los tratamientos
Testigo (b) y Quimico (tq). Quito, Pichincha, 2008.

Tratamiento X Altura (cm) (*)
Tierra Sustrato CIP
b 22.02 a 54.33 a
tq 28.56 a 44.33 b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

Por otra parte, el mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato
Tierra + Sustrato CIP fue el denominado bldl correspondiente al biofertilizante
elaborado en el medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L, cuyas plantas alcanzaron una
altura promedio de 26.14 cm. EIl tratamiento que menos estimuld el incremento en la
altura de las plantas fue el b0dO correspondiente al biofertilizante elaborado en el
medio PKM con una dosis de 0.5 mL/L, las plantas correspondientes al testigo o
blanco fueron las que menor altura presentaron (Figura 3.14 y Tabla 3.23). De
acuerdo al indice de efectividad de la inoculacién (IEI) calculado y presentado en el
Anexo L, se encontr6 un rango de incremento de esta variable que varié de 0.05 % a
0.25 %. El mejor biofertilizante fue el denominado JCP, las dosis mas efectivas
fueron 2.5 mL/L para PKM y JCM, y 1.5 mL/L para JCP (Figura 3.15ay b).



En el ADEVA se encontr6 un coeficiente de variacion adecuado y
significancia para los tratamientos y biofertilizantes entre si (Tabla 3.22). De acuerdo
a la prueba de significancia de Tukey, existié una diferencia en la aplicacion del
tratamiento denominado b0d1 (correspondiente al biofertilizante en medio PKM en
una dosis de 1.5 mL/L), el resto de tratamientos y el testigo (Tabla 3.23). Al comparar
los biofertilizantes, se encontrd que existieron diferencias en la aplicacion de los
biofertilizante PKM y JCM, mientras que no hubo diferencia en la aplicacion de los
Biofertilizantes PKM y JCP, y JCP y JCM (Tabla 3.25). El promedio de las plantas
donde se inocul6 el tratamiento quimico superd al de las plantas testigo (Figura 3.16).

Tabla 3.25 Prueba de Tukey de la altura de las plantas de maiz en la prueba de invernadero
al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo
(b) utilizando como sustrato tierra simple con sustrato CIP para los tres biofertilizantes donde:
b0: PKM, bl: JCP y b2: JCM. Quito, Pichincha, 2008.

X
Altura (cm) (*)

Tratamiento

bl 56.25 a
bo 54.08 ab
b2 53.39 b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato elaborado por el
CIP, fue el denominado b0d2 correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio
PKM en una dosis de 2.5 mL/L, cuyas plantas alcanzaron una altura promedio de
79.75 cm. Por otra parte, el tratamientos que menos influyé en el desempefio de esta
variable fue el tratamiento b2d0 correspondiente al biofertilizante en el medio JCM en
una dosis de 0.5 mL/L, cuyas plantas alcanzaron una altura promedio de 62.5 cm. Las
plantas correspondientes al tratamiento quimico presentaron la menor altura de todo el
ensayo, alcanzando un promedio de 44.33 cm (Figura 3.14 y Tabla 3.23). De acuerdo
al indice de efectividad de la inoculacion (IEI) calculado y mostrado en el Anexo L,
se encontrd un rango de incremento de esta variable de 0.02 % a 0.80 %. EI mejor
biofertilizante fue el denominado PKM vy las dosis méas efectivas fueron: 2.5 mL/L
para PKM y JCM, y 1.5 mL/L para JCP (Figura 3.15). De acuerdo al analisis de

varianza, se encontré un CV adecuado y hubo significancia estadistica al comparar los



tratamientos testigo y quimico (Tabla 3.22). La prueba de Tukey encontré diferencia
entre el testigo y el tratamiento quimico superando el primero al quimico (Figura 3.16
y Tabla 3.24).
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Figura 3.14 Promedio de la altura de plantas de maiz, al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis
diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo (b) en invernadero utilizando tres
sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.15 Promedio de la altura de plantas de maiz, al evaluar: (a) 3 biofertilizantes y (b) 3

dosis en tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.16 Promedio de la altura de plantas de maiz, al evaluar el tratamiento quimico (tq) y

el testigo (b) en tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

b) Longitud de las raices

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el denominado Tierra, cuyas
plantas alcanzaron una longitud promedio de 35.2 cm en sus raices, por su parte las
plantas correspondientes al sustrato Tierra + CIP alcanzaron un promedio de 28 cm

(Tabla 3.26).
Tabla 3.26 ADEVA para la longitud de las raices de las plantas de maiz en la prueba de
invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente

a un testigo (b) utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

Tierra Tierra + Sustrato CIP
F.deV ° oM Fea ov X oM Fca cv  X-
cm cm
Total 32
Tratamientos 10 154.9 7.6 ** 78 15 ns
Dosis 2 20.8 1.0 ns 96 19 ns
Biofertilizantes 2 57.1 2.8 ns 0.2 0.0 ns
BD 4 11.5 0.6 ns 13.8 2.7 ns
Factorial vs adicional 1 588.1 29.0 ** 05 0.1 ns
Blanco vs Quimico 1 759.2 37.4 ** 31 0.6 ns
Bloques 2 17.3 09 ns 493 24 ns
E. Experimental 20 203 20.4
12.8% 35.2 16.1% 28.0

El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra fue bldl

correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio JCP con una dosis de 1.5



mL/L, cuyas plantas presentaron una longitud promedio de sus raices de 43 cm. El
tratamiento b0d2 correspondiente al biofertilizante desarrollado en el medio PKM en
una dosis de 2.5 mL/L presento el menor promedio de raiz en sus plantas, alcanzando
un valor de 32.31 cm. Las plantas correspondientes al tratamiento quimico
presentaron la menor longitud de raiz de todo el ensayo (Figura 3.17 y Tabla 3.27).
De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion (IEI) mostrado en el Anexo L,
se encontr6 un rango de incremento de esta variable de 0.01 % a 0.36 % con respecto
al testigo. EI mejor biofertilizante fue el denominado JCP y las dosis mas efectivas
fueron 1.5 mL/L para PKM y JCP, y 0.5 mL/L para JCM (Figura 3.18 ay b). En el
analisis de varianza se encontré un coeficiente de variacion adecuado, y significancia
estadistica para los tratamientos y la interaccion Blanco vs. Quimico. La prueba de
Tukey determind que no existieron diferencias en la aplicacion de los 9 tratamientos
entre si, pero en la aplicacion de todos frente al tratamiento quimico (Tablas 3.26 y
3.27). Se encontré diferencia en la aplicacion del tratamiento quimico frente al
testigo, superando el promedio de la longitud radical del testigo a las correspondientes
al tratamiento quimico (Figura 3.19 y Tabla 3.28).

Tabla 3.27 Prueba de Tukey para los tratamientos y promedios por tratamiento de la longitud
de las raices de las plantas de maiz en la prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes
en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo (b), utilizando dos sustratos. Quito,
Pichincha, 2008.

X Longitud (cm)

Tratamientos Descripcién .
Tierra (*) Tierra + Sustrato CIP

b1d1l Medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L | 43.00 a 27.88
b1d2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L 39.36 a 31.58 |
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 37.75a 28.25

b Testigo 3750 a 28.50
b2d1 Medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L 37.42 a 27.82
b1dO Medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L 36.87 a 24.98
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L 36.28 a 26.93
b2d2 Medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L 36.25a 27.75
b0dO Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 3554 a 29.18
b0d2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L 32.31a 28.54

tq Tratamiento Quimico 15.00 b 27.06

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.



Tabla 3.28 Prueba de Tukey para la longitud de las raices de las plantas de maiz en el
ensayo de invernadero utilizando como sustrato tierra normal para los tratamientos Testigo
(b) y Quimico (tg). Quito, Pichincha, 2008.

X

Tratamiento Longitud
(cm) (%)

b 3750 a

tq 15.00 b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

Por otra parte, el mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato
Tierra + Sustrato CIP, fue el denominado b1d2, correspondiente al medio JCP en una
dosis de 2.5 mL/L, con un promedio en la longitud de la raiz de sus plantas de 31.58
cm. El tratamiento cuyas plantas presentaron el menor promedio fue el denominado
b1d0, correspondiente al medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L con un valor de 24.98
cm (Figura 3.17 y Tabla 3.27). De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion
(IET) calculado y mostrado en el Anexo L, se encontrd un rango de incremento de esta

variable de 0.02 % a 0.35 % con respecto al testigo.

El biofertilizante que mayor efecto caus6 fue el realizado en el medio de
cultivo JCP y las dosis mas efectivas fueron 0.5 mL/L para PKM y JCM y 2.5 mL/L
para JCP (Figura 3.18 ay b).

En el andlisis de varianza se encontré un coeficiente de variacion aceptable, y
ninguna significancia estadistica en las fuentes de variacion evaluadas (Tabla 3.26).
Al comparar el tratamiento quimico con el testigo, las plantas correspondientes al

testigo superaron en promedio a las correspondientes al tratamiento quimico (Figura

3.19).
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Figura 3.17 Promedio de la longitud de la raiz de plantas de maiz, al evaluar 3 biofertilizantes
en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo (b) en invernadero

utilizando dos sustratos diferentes. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.18 Promedio de la longitud de la raiz de las plantas de maiz, al evaluar: (a) 3 dosis

diferentes y (b) tres biofertilizantes en dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.19 Promedio de la longitud de la raiz de las plantas de maiz, al evaluar el

tratamiento quimico (tq) y el testigo (b) en dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

¢) Diametro del tallo

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el denominado Sustrato CIP,

observandose plantas con el mayor de diametro del tallo y un promedio de 11.8 mm, a

continuacion se encontro el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP con un valor

medio de 9.5 mm. El sustrato donde se encontraron plantas con el menor didmetro del

tallo fue el denominado Tierra, con un valor promedio de: 5.1mm (Figura 3.20 y

Tabla 3.30).

Tabla 3.29 ADEVA para el diametro del tallo de las plantas de maiz en la prueba de

invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un

testigo en tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

Tierra Tierra + Sustrato CIP Sustrato CIP
F.dev GL CM F. cal CM F. cal CM F. cal
Total 32
Tratamientos 10 0.3 0.4 ns 1.3 0.3 ns 3.1 0.2 ns
Dosis 2 0.0 0.1 ns 1.2 0.2 ns 1.4 0.1 ns
Biofertilizantes 2 0.1 0.2 ns 3.1 0.6 ns 3.3 0.2 ns
BD 4 0.4 0.5 ns 0.4 0.1 ns 2.6 0.1 ns
Factorial vs adicional 1 0.9 1.3 ns 1.1 0.2 ns 11.1 0.6 ns
Blanco vs Quimico 1 0.2 0.2 ns 1.8 0.4 ns 0.4 0.0 ns
Bloques 2 04 05 ns 0.1 09 ns 1.6 0.8 ns
Error Experimental 20 0.8 0.1 2.1
CV (%) =17.4 CV (%) = 4.0 CV (%) =12.3



X (mm) =5.1 X (mm) = 9.5 X (mm) =11.8

El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra fue bldl,
correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio JCP en una dosis de 1.5
mL/L, con un promedio del didmetro del tallo de 5.42 mm en sus plantas. El
tratamiento cuyas plantas presentaron el menor valor para esta variable fue b0d0
correspondiente al medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L, el testigo present6 el menor
diametro de todo el ensayo (Figura 3.20 y Tabla 3.30). De acuerdo al indice de
efectividad de la inoculacion (IEI) calculado y mostrado en el Anexo L, se encontrd
un rango de incremento de esta variable de 0.03 % a 0.83 % con respecto al testigo. El
biofertilizante que mayor efecto causo fue el realizado en el medio JCP y las dosis
mas efectivas fueron: 2.5 mL/L para PKM, 1.5 mL/L para JCP y 0.5 mL/L para JCM
(Figura 3.21).

En el analisis de varianza se encontrd un coeficiente de variacion aceptable y
ninguna diferencia significativa entre las fuentes de variacion (Tabla 3.29). Se
encontr6 que las plantas en las que se aplicé el tratamiento quimico superaron

ligeramente a las correspondientes al testigo (Figura 3.22).
Tabla 3.30 Promedios del diametro del tallo de las plantas de maiz en la prueba de
invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente

a un testigo (b) utilizando tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

X Diametro (mm)

Tratamientos Descripcion -
Tierra Tierra + Sustrato
Sustrato CIP CIP

bildl Medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L | 5.42 | 9.71 11.13
b1dO Medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L 5.29 9.90 11.50
b0d2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L 5.29 9.92
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L 5.26 9.74 11.75
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 5.17 9.50 11.79
b2d2 Medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L 4.88 9.10 11.50
b1d2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L 4.82 9.87 11.75

tq Tratamiento Quimico 4.79 8.53 10.25
b2d1 Medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L 4.75 8.01 12.58
b0dO Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 471 10.20 12.01

b Testigo 4.46 9.63 10.79




Por otra parte, El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato
Tierra + Sustrato CIP, fue b0d0, correspondiente al medio PKM en una dosis de 0.5
mL/L y un valor promedio de 10.30 mm de diametro del tallo. El tratamiento donde
se presentaron los valores menores para esta variable fue el denominado b2dl
correspondiente a JCM en una dosis de 1.5 mL/L, con un promedio de 8.01 mm

(Figura 3.22 y Tabla 3.30).

De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion (IEI) calculado y
mostrado en el Anexo L, se encontrd un rango de incremento de esta variable que va
de 0.01 % a 0.13 %. EI biofertilizante que mayor efecto causo fue el realizado en el
medio de cultivo PKM, la dosis més efectiva fue la de 0.5 mL/L para PKM, JCP y
JCM (Figura 3.21 y Tabla 3.30).

En el andlisis de varianza se encontrd un coeficiente de variacion aceptable, no
hubo significancia estadistica para ninguna de las fuentes de variacion (Tabla 3.29).
Se encontrd que el testigo o blanco superd al tratamiento quimico en este ensayo

(Figura 3.22).

Finalmente, el mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato
elaborado por el CIP, fue el denominado b0d2 correspondiente al medio PKM vy la
dosis 2.5 mL/L. El tratamiento que menos influydo fue bldl y las plantas
correspondientes al tratamiento quimico presentaron el menor diametro en sus tallos
(Figura 3.20 y Tabla 3.25). De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion (IEI)
calculado y mostrado en el Anexo L, se encontrd un rango de incremento de esta

variable de 0.01 % a 0.52 %.

En el ADEVA se encontré un coeficiente de variacion aceptable y ninguna
significancia estadistica para las fuentes de variacion (Tabla 3.24). Se encontr6 que el

testigo superd al tratamiento quimico en este ensayo (Figura 3.22).
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Figura 3.22 Promedio del diametro del tallo de plantas de maiz, al el tratamiento quimico
frente al testigo (b) en tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

d) Peso seco

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el denominado Tierra + Sustrato
CIP, con un valor promedio de peso seco en sus plantas de 3.0 g; por su parte, las
plantas correspondientes al sustrato Tierra presentaron un menor peso seco, con un

valor de 1.8 g (Figura 3.23 y Tabla 3.31).

Tabla 3.31 ADEVA para el peso seco de las plantas de maiz en la prueba de invernadero al
evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo (b)
utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

Tierra Tierra + Sustrato CIP
F.dev 6L cM  Fca cv X+ oM F.ca cv X..
(9) (9)
Total 32
Tratamientos 10 0.2 28.4 ** 1.3 0.3 ns
Dosis 2 0.01 1.1 ns 0.3 0.1 ns
Biofertilizantes 2 0.08 9.7 ** 1.7 0.3 ns
BD 4 0.4 475 ** 0.8 0.2 ns
Factorial vs adicional 1 0.5 69.2 ** 0.6 0.1 ns
Blanco vs Quimico 1 0.02 3.0 ns 49 09 ns
Bloques 2 0.01 19 ns 05 04 ns
E. Experimental 20 0.01 11

5% 1.8 36% 3.0




El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra fue b2d2,
correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio JCM en una dosis de 2.5
mL/L con un promedio de peso seco de 2.22 g. Los tratamientos donde el valor de
esta variable fue el menor fueron los denominados b0d2 y b2d1, correspondientes al
medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L y el medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L
respectivamente. El peso seco de las plantas correspondientes al tratamiento quimico
fue el menor de todos los tratamientos con un promedio de 1.43 g (Figura 3.23 y
Tabla 3.32). De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion (IEI) calculado, se
encontrd un rango de incremento de esta variable entre 0.01 % a 0.51 % (Anexo L).
El biofertilizante que mayor efecto caus6 fue el realizado en el medio de cultivo JCM
y las dosis mas efectivas fueron: 0.5 mL/L para PKM, 1.5 mL/L para JCP y 2.5 mL/L
para JCM (Tabla 3.32 y Figura 3.24).

De acuerdo al analisis de varianza se encontrd un coeficiente de variacion
aceptable y alta significancia estadistica para los tratamientos y biofertilizantes (Tabla
3.31). Segtin la prueba de Tukey, hubo diferencia en la aplicacion de los tratamientos
b0d0, bldl, b2d0 y b2d2 con relacion al resto de tratamientos, se encontr6 ademas
que no hay diferencia entre la aplicacion de estos tres primeros entre si (Tabla 3.32 y
3.33). Se observo que el testigo superd al tratamiento quimico, encontrandose un

promedio del peso seco de 1.55 gy 1.43 g respectivamente (Figura 3.25).

Tabla 3.32 Prueba de Tukey para la interaccion Biofertilizantes - Dosis, del peso seco de las
plantas completas de maiz en la prueba de invernadero al evaluar 3 bhiofertilizantes en 3
dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo (b), utilizando dos sustratos. Quito,
Pichincha, 2008.

Peso seco (g)

Tratamientos Descripcion Tierra Tierra + Sustrato CIP
b2d2 Medio JCM en unadosisde 25 mL/L | 2.22 a 2.80
bildl Medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L 217 a 3.95
b0dO Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 1.97 ab 2.95
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 196 b 3.29
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L 1.67 ¢ 2.38
b1do Medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L 1.64 ¢ 3.19
b1d2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L 1.61 ¢ 3.44
b2d1 Medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L 1.57 ¢ 2.10
b0d2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L 1.57 ¢ 3.14

b Testigo 155 c 3.58
tq Tratamiento Quimico 143 ¢ 1.78




(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.

Tabla 3.33 Prueba de Tukey para los tres biofertilizantes (b0: PKM, bl: JCP y b2: JCM) del
peso seco de las plantas completas de maiz en la prueba de invernadero, al evaluar 3
biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo (b) utilizando como

sustrato tierra simple. Quito, Pichincha, 2008.

. X
Tratamiento Peso Seco
9)
b2 1.92 a
bl 1.81b
b0 1.74 c

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra + Sustrato
CIP, fue b1d1 correspondiente al medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L, en este caso,
el testigo fue el tratamiento que se encuentra mas cercano a este valor. El tratamiento
gue menos influyo en el desempefio de la variable evaluada independientemente del
testigo y el quimico fue el denominado b2d1 correspondiente a JCM en una dosis de
1.5 mL/L, pero el tratamiento quimico fue el que menos influyé en todo el ensayo
realizado en este sustrato (Figura 3.23 y Tabla 3.32). De acuerdo al indice de
efectividad de la inoculacion (IEI) calculado para esta variable, se encontrd un rango
de incremento de 0.15 % a 1.24 % con respecto al testigo (Anexo L). El biofertilizante
que mayor efecto causo fue el realizado en el medio de cultivo alternativo modificado
y de entre las dosis aplicadas, las mas efectivas fueron 2.5 mL/L para PKM y JCM,
1.5 mL/L para JCP (Tabla 3.32 y Figura 3.24 ay b).

Del ADEVA se encontr6 un coeficiente de variacion dentro del rango
aceptado para este tipo de experimento y un promedio general superior al encontrado
en el otro sustrato (Tabla 3.31). Se observa que no hubo significancia estadistica en
ninguna de las fuentes de variacién evaluadas, al comparar el testigo con el
tratamiento quimico se observo que el testigo superd al tratamiento quimico en el

ensayo realizado en este sustrato (Figura 3.25).
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Figura 3.23 Promedio del peso seco de las plantas completas de maiz, al evaluar 3
biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo (b) en invernadero

utilizando tres sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.25 Promedio del peso seco de las plantas completas de maiz, al evaluar el

tratamiento quimico (tq) y el testigo (b) en dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

e) Porcentaje de materia seca

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el denominado Tierra Simple,
cuyas plantas presentaron el mayor promedio del porcentaje de materia seca
correspondiente a 31.3 %, por su parte, las plantas correspondientes al sustrato Tierra
presentaron el menor promedio de la variable que correspondi6 a 18.1% (Tabla 3.34

y Figura 3.26).

Tabla 3.34 ADEVA para el porcentaje de materia seca de las plantas de maiz en la prueba
de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un
testigo (b), utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

E deV GL Tierra Tierra + Sustrato CIP
CM F. cal CM F. cal
Total 32
Tratamientos 10 1571 14 ns 33.2 6.5 **
Dosis 2 505 0.4 ns 2.1 0.4 ns
Biofertilizantes 2 5346 4.6 * 34.6 6.7 **
BD 4 54.7 0.5 ns 30.5 6.0 **
Factorial vs adicional 1 203 0.2 ns 16.5 3.2 ns
Blanco vs Quimico 1 161.8 14 ns 119.6 23.4 **
Bloques 2 2056 1.8 ns 19.7 0.6 ns
Error Experimental 20 1157 32.3
CV (%) =34.4 CV (%) =31.4

X (%) = 31.3 X (%) =18.1




El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra fue b2d2,
correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio JCM con una dosis de 2.5
mL/L con un promedio de 44.16 %, el tratamiento cuyas plantas presentaron el menor
porcentaje de materia seca fue b1dO correspondiente al biofertilizante elaborado en el
medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L (Figura 3.26 y Tabla 3.36). En este ensayo tanto
el tratamiento quimico como el testigo superaron al tratamiento b1d0. De acuerdo al
indice de efectividad de la inoculacion (IEI) calculado para esta variable, se encontré
un rango de incremento de 0.09 % a 0.61 % con respecto al testigo (Anexo L). El
biofertilizante que mayor efecto caus6 fue JCP vy las dosis mas efectivas fueron: 0.5
mL/L para PKM, 1.5 mL/L para JCP y 2.5 mL/L para JCM (Figura 3.27 y Tabla
3.36).

En el analisis de varianza se encontrd un coeficiente de variacion acaptable y
alta significancia estadistica para la fuente de variacion denominada Biofertilizantes
(Tabla 3.34). De acuerdo ala prueba de Tukey, se observd que no existié diferencia en
la aplicacion de los biofertilizantes PKM y JCP pero si la hubo con relacion al
biofertilizante JCM (Tabla 3.35). Se encontro que el testigo (b) supero al tratamiento
quimico en este ensayo con un promedio de 38.43 y 24.44 % respectivamente (Figura
3.28).

Tabla 3.35 Prueba de Tukey para los tres biofertilizantes (b0: PKM, bl: JCP y b2: JCM) del
porcentaje de materia seca de las plantas completas de maiz en la prueba de invernadero al
evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo (b)

utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

X
. Materia seca (%)
Tratamiento -
. Tierra +
Tierra

*) Sustrato

CIP (*)

b0 26.91b 16.28 a

bl 2753 b 20.12 a

b2 40.56 a 18.86 a

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.



Tabla 3.36 Prueba de Tukey para los tratamientos del porcentaje de materia seca de las
plantas de maiz en la prueba de invernadero, al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un
tratamiento quimico frente a un testigo (b), utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

Materia seca (%) (*)

Tratamientos Descripcion

Tierra Tierra + Sustrato CIP

b2d2 Medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L | 44.16 | 19.27 a
b2d1l Medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L 40.28 15.58 a
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 37.23 21.74 a

b Testigo 34.83 21.05 a
b1d1l Medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L 3215 | 23.85 a
bld2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L 29.33 18.23 a
b0dO Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 28.74 15.27 a
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L 28.40 17.28 a

tq Tratamiento Quimico 24.44 12.12 a
b0d2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L 23.58 16.28 a
b1d0O Medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L 21.11 18.29 a

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre s, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.

Por su parte, el mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra
+ Sustrato CIP, fue el denominado b1dl, correspondiente al medio JCP en una dosis
de 1.5 mL/L con un promedio de 23.85 %. Independientemente del testigo y el
quimico, el tratamiento cuyas plantas presentaron el menor promedio en porcentaje de
materia seca fue el denominado b0dO correspondiente a PKM en una dosis de 0.5
mL/L con un valor de 15.27 %. Las plantas correspondientes al tratamiento quimico
presentaron el menor promedio de la variable en todo el ensayo que fue de 12.12%
(Figura 3.26 y Tabla 3.36). De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion
(IEI) calculado para esta variable, se encontré un rango de incremento de 0.06 % a
1.07 % (Anexo L). El biofertilizante que mayor efecto causé fue el realizado en el
medio de cultivo alternativo JCP y las dosis méas efectivas fueron: 1.5 mL/L para
PKM y JCP y 0.5 mL/L para JCM (Figura 3.27 y Tabla 3.36).

De acuerdo al andlisis de varianza, se encontrd un coeficiente de variacion
aceptable y alta significancia estadistica para los tratamientos, biofertilizantes, la
interaccion Biofertilizantes — Dosis y Blanco vs. Quimico (Tabla 3.29). Segln la
prueba de Tukey, no existieron diferencias en la aplicacion de todos los tratamientos y

tampoco existié diferencia en la aplicacidn de los tres biofertilizantes (Tablas 3.34 y



3.35). No hubo diferencia en la aplicacion del testigo y el tratamiento quimico (Tabla
3.37 y Figura 3.28).

Tabla 3.37 Prueba de Tukey para los tratamientos: testigo (b) y quimico (tq) del porcentaje de
materia seca de las plantas de maiz en la prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes
en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo utilizando como sustrato
tierra + Sustrato CIP. Quito, Pichincha, 2008.

X
Tratamiento Materia
Seca (%)
(*)
b 21.05 a
tq 1212 a

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.
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Figura 3.26 Promedio del porcentaje de materia seca de las plantas completas de maiz, al
evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo en
invernadero utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.27 Promedio del porcentaje de materia seca de las plantas completas de maiz, al
evaluar: (a) 3 dosis diferentes y (b) tres biofertilizantes en dos sustratos. Quito, Pichincha,
2008.
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Figura 3.28 Promedio del porcentaje de materia seca de las plantas completas de maiz, al
evaluar el tratamiento quimico (tq) frente al testigo (b) en invernadero utilizando dos
sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

f) Porcentaje de humedad

Tabla 3.38 ADEVA para el porcentaje de humedad de las plantas completas de maiz en la
prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente
a un testigo (b) utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.



Tierra Tierra + Sustrato CIP

F.deV GL
CM F. cal CM F. cal
Total 32
Tratamientos 10 157.1 1.4 ns 33.2 6.5 **
Dosis 2 50.5 0.4 ns 2.1 0.4 ns
Biofertilizantes 2 534.6 46 * 34.6 6.7 **
BD 4 54.7 0.5 ns 30.5 6.0 **
Factorial vs adicional 1 20.3 0.2 ns 16.5 3.2 ns
Blanco vs Quimico 1 161.8 1.4 ns 119.6 23.4 **
Bloques 2 205.6 1.8 ns 19.7 0.6 ns
Error Experimental 20 1157 32.3
CV (%) =157 CV (%) = 6.9
v (%) =68.7 v (%) =819

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el denominado Tierra + Sustrato
CIP, cuyas plantas presentaron el mejor promedio de porcentaje de humedad,
correspondiente a 81.9 %, por su parte, las plantas correspondientes al sustrato Tierra
presentaron un porcentaje de humedad promedio de 68.7 % (Figura 3.29 y Tabla
3.38).

En cuanto a los tratamientos aplicados , el mejor tratamiento al evaluar esta
variable en el sustrato Tierra fue b1dO, correspondiente al biofertilizante elaborado en
el medio JCP aplicado en una dosis de 0.5 mL/L, cuyo promedio fue de 78.89 %. El
tratamiento cuyas plantas presentaron el menor porcentaje de materia seca durante
todo el ensayo fu b2d2, correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio JCM
en una dosis de 2.5 mL/L, con un promedio de 55.84 %, el testigo y el tratamiento
quimico superan a este ultimo (Figura 3.29 y Tabla 3.40). De acuerdo al indice de
efectividad de la inoculacion (IEI) calculado, se encontré un rango de incremento de
esta variable entre 0.01 % y 0.47 % con respecto al testigo (Anexo L). El
biofertilizante que mayor efecto causd en este ensayo fue el realizado en el medio
PKM, las dosis mas efectivas fueron: 2.5 mL/L para PKM y 0.5 mL/L para JCP y
JCM (Tabla 3.35 y Figura 3.30).

En el andlisis de varianza se encontré un coeficiente de variacion aceptable y
significancia estadistica para los biofertilizantes (Tabla 3.38). La prueba de Tukey
establecié dos rangos para esta fuente de variacion, en el primero se encontraron los
biofertilizantes PKM y JCP y en el segundo JCM, lo que sefiala una diferencia en la
aplicacion de estos (Tabla 3.39). Se encontrd que el tratamiento quimico supero al
testigo en este ensayo puesto que sus plantas presentaron valores mayores para esta

variable, 75.56 y 65.17 % respectivamente (Figura 3.31).



Tabla 3.39 Prueba de Tukey para los tres biofertilizantes (b0: PKM, bl: JCP y b2: JCM) del
porcentaje de humedad de las plantas completas de maiz en la prueba de invernadero al
evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo (b), utilizando

dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

_ x Humedad (%) (*)
Tratamiento

Tierra Tierra + Sustrato CIP
b0 73.09 a 83.72 a
bl 72.47 a 79.88 a
b2 59.44 b 81.14 a

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

Por otra parte, el mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato
Tierra + Sustrato CIP fue el quimico, con un porcentaje de 87.88 %, el biofertilizante
cuyas plantas presentaron el mayor porcentaje fue bOdo correspondiente al producto
realizado en el medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L con un promedio de 84.73 %. El
tratamiento cuyas plantas presentaron el menor porcentaje de humedad fue bldl
correspondiente a JCP en una dosis de 2.5 mL/L con un promedio de 76.15 % (Figura
3.29 y Tabla 3.40). De acuerdo al indice de efectividad de la inoculacion (IEI)
calculado, se encontré un rango de incremento de 0.01 % a 0.31 % para esta variable
(Anexo L). El biofertilizante que mayor efecto causo fue el realizado en el medio
PKM vy las dosis més efectivas fueron 2.5 mL/L para PKM y JCP y 1.5 mL/L para
JCM (Figura 3.30 y Tabla 3.40). De acuerdo al analisis de varianza, se encontré un
coeficiente de variacién aceptable y significancia estadistica para: Tratamientos,
biofertilizantes y para la interaccion Biofertilizantes — Dosis y Blanco vs. Quimico
(Tabla 3.38). De acuerdo a la prueba de Tukey para tratamientos, no existié diferencia
en la aplicacion de todos los tratamientos (Tabla 3.40), lo mismo sucede con la fuente
de variacién biofertilizantes, mostrandose un rango igual para todos (Tabla 3.39). Asi
también, Tukey establecié el mismo rango tanto para el tratamiento quimico como
para el testigo, aunque sus porcentajes fueron diferentes, con valores de 87.88 % vy
78.95% respectivamente (Figura 3.31 y Tabla 3.41).



Tabla 3.40 Prueba de Tukey para los tratamientos del porcentaje de humedad de las plantas

de maiz en una prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un

tratamiento quimico frente a un testigo (b), utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

X

Humedad (%)

Tratamientos Descripcion - -

Tierra Tierra + Sustrato CIP
b1d0 Medio JCP en unadosisde 0.5mL/L | 78.89 | 81.71a
b0d2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L 76.42 83.72 a

tq Tratamiento Quimico 7556 | 87.88 a
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L 71.60 82.72 a
b0do Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 71.26 | 84.73 a
bld2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L 70.67 81.77 a
bldl Medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L 67.85 76.15 a

b Testigo 65.17 78.95 a
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 62.77 78.26 a
b2d1l Medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L 59.72 84.42 a
b2d2 Medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L 55.84 80.73 a

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

Tabla 3.41 Prueba de Tukey para los tratamientos testigo (b) y quimico (tq) del porcentaje de

humedad de las plantas de maiz en la prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en

3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo utilizando como sustrato Tierra + sustrato
CIP. Quito, Pichincha, 2008.

Tratamiento

X
Humedad (%)

tq
b

87.88 a
78.95 a

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.
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Figura 3.29 Promedio del porcentaje de humedad de las plantas completas de maiz, al

evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo en

invernadero utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.30 Promedio del porcentaje de humedad de las plantas completas de maiz, al

evaluar: (a) 3 dosis y (b) 3 biofertilizantes y un tratamiento quimico frente a un testigo en

invernadero utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.31 Promedio del porcentaje de humedad de las plantas completas de maiz, al
evaluar el tratamiento quimico (tg) frente al testigo (b) en invernadero utilizando dos
sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

g) Razon peso seco parte aérea/ peso seco parte radical

El mejor sustrato al evaluar esta variable fue el denominado Tierra + Sustrato
CIP, cuyas plantas presentaron el mayor promedio de razéon peso seco parte
acrea/peso seco parte radical que fue de 4.4, por su parte, las plantas correspondientes
al sustrato Tierra presentaron un menor porcentaje, cuyo valor fue de 2.0 (Figura

3.32).

Tabla 3.42 ADEVA para la razén peso seco parte aérea/ peso seco parte radical de las
plantas de maiz en una prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis
diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo utilizando dos sustratos. Quito,
Pichincha, 2008.

E deV GL Tierra Tierra + Sustrato CIP
CM F. cal CM F. cal

Total 32
Tratamientos 10 1.3 18 ns 3.8 0.7 ns
Dosis 2 02 03 ns 1.3 0.3 ns
Biofertilizantes 2 01 0.1 ns 2.1 0.4 ns
BD 4 0.5 0.6 ns 3.3 0.6 ns
Factorial vs adicional 1 72 97 ** 10.3 20 ns
Blanco vs Quimico 1 36 48 * 7.8 1.5 ns
Bloques 2 07 10 ns 12.0 25 ns
Error Experimental 20 0.7 4.7

CV (%) =428 CV (%) = 49.5



x (cm) = 2.0 x (cm)=4.4

El mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato Tierra, fue el
tratamiento quimico, con un promedio de 3.78, por otra parte, el mejor biofertilizante
fue b1d2, correspondiente al biofertilizante elaborado en el medio JCP en una dosis de
2.5 mL/L, cuyo promedio fue de 2.28. El tratamiento, cuyas plantas presentaron el
menor promedio fue b1dO, correspondiente al biofertilizante producido en medio JCP
en una dosis de 0.5 mL/L, el testigo supera también a este ultimo (Figura 3.32 y Tabla
3.43).

Con respecto al indice de efectividad de la inoculacion (IEI) calculado para
esta variable, se encontré un rango de incremento de 0.01 % a 1.38 % (Anexo L). El
biofertilizante que mayor efecto causo fue el realizado en el medio JCP, las dosis mas
efectivas fueron: 0.5 mL/L para PKM, 2.5mL/L para JCP y JCM (Figura 3.33 y Tabla
3.43).

En el analisis de varianza se encontré un coeficiente de variacion adecuado y
significancia estadistica para las fuentes de variacion: Factorial vs. Adicional y
Blanco vs. Quimico (Tabla 3.42). De acuerdo a la prueba de Tukey para Factorial vs.
Adicional, se encontré existié diferencia en la aplicacion del tratamiento quimico y el
resto de tratamientos, de la misma manera no existio diferencia en la aplicacion de los
tratamientos quimico, b1d2 y b2d2, que corresponden a los biofertilizantes elaborados
en los medios JCP en una dosis de 25 mL/L y JCM en la misma dosis
respectivamente (Tabla 3.43). Al comparar el testigo con el tratamiento quimico se
observé que las plantas correspondientes al tratamiento quimico superaron a las
correspondientes al testigo. La prueba de Tukey los ubicé en dos rangos distintos

destacando su diferencia (Tabla 3.44 y Figura 3.34).

Tabla 3.43 Factorial vs. Adicional para la razén peso seco parte aérea/ peso seco parte
radical de las plantas de maiz en una prueba de invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3
dosis y un tratamiento quimico frente a un testigo utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha,
2008.

Razdn peso seco parte aérea/peso
Tratamientos Descripcién seco parte radical

Tierra (*) Tierra + Sustrato CIP




tq Tratamiento Quimico 3.78 a 4.43
bld2 Medio JCP en una dosis de 2.5 mL/L 2.28 ab 3.46

b Testigo 224 b 6.72
b2d2 Medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L 2.10 ab 6.21
b2d0 Medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L 203 b 4.00
b0dO Medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L 196 b 3.19
bld1l Medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L 1.84 b 4.86
b0d1 Medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L 157 b 4.00
b2d1 Medio JCM en una dosis de 1.5 mL/L 157 b 3.65
b0d2 Medio PKM en una dosis de 2.5 mL/L 151 b 3.75
b1d0O Medio JCP en una dosis de 0.5 mL/L 1.29 b 3.97

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de

Tukey considerando a=0,05.

Tabla 3.44 Prueba de Tukey para los tratamientos testigo (b) y quimico (tq) de la razén peso
seco parte aérea/ peso seco parte radical de las plantas de maiz, en la prueba de
invernadero al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente

a un testigo utilizando como sustrato tierra simple. Quito, Pichincha, 2008.

Tratamiento

X Razon (*)
tq 3.78 a
b 2.24b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.

Por otra parte, el mejor tratamiento al evaluar esta variable en el sustrato
Tierra + Sustrato CIP, fue el testigo, cuyas plantas alcanzaron un promedio de 6.72, el
mejor biofertilizante fue el denominado b2d2, correspondiente al medio JCM en una
dosis de 2.5 mL/L, con un promedio de 6.21. El tratamiento en cuyas plantas se
obtuvieron los menores valores para esta variable fue b0d0, correspondiente al medio
PKM en una dosis de 0.5 mL/L (Figura 3.32 y Tabla 3.43). De acuerdo al indice de
efectividad de la inoculacion (IEI) calculado para esta variable, se encontré un rango
de incremento de 0.04 % a 1.49 % (Anexo L). El biofertilizante que mayor efecto
causo fue el realizado en el medio de cultivo JCM vy las dosis mas efectivas fueron:
1.5 mL/L para PKM y JCP, y 2.5 mL/L para JCM (Figura 3.33 y Tabla 3.43).

En el andlisis de varianza se encontrd un coeficiente de variacion adecuado
ademas de no existir significancia estadistica para ninguna de las fuentes de variacion

evaluadas en este ensayo (Tabla 3.42). Se encontr6 que las plantas correspondientes al



testigo presentaron un promedio mayor para la variable evaluada que el tratamiento

quimico, con valores de 6.72 y 4.43 respectivamente (Figura 3.34).
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Figura 3.32 Promedio de la razdn peso seco parte aérea/ peso seco parte radical de las
plantas de maiz, al evaluar 3 biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico

frente a un testigo en invernadero utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.33 Promedio de la razdn peso seco parte aérea/ peso seco parte radical de las
plantas de maiz, al evaluar: (a) 3 dosis y (b) 3 biofertilizantes y un tratamiento quimico frente

a un testigo en invernadero utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.34 Promedio de la razdn peso seco parte aérea/ peso seco parte radical de las
plantas de maiz, al evaluar un tratamiento quimico (tq) frente a un testigo (b) en invernadero

utilizando dos sustratos. Quito, Pichincha, 2008.

3.7.2 Coloracion de las hojas de las plantas correspondientes a cada tratamiento

en el sustrato Tierra

Se observd una coloracion violacea diferente entre algunas plantas
correspondientes al ensayo en tierra, esto pude deberse a la falta de absorcion de
fosforo por parte de las raices o a la alta compactacion del suelo. De acuerdo al grado
de coloracion presente en las 4 plantas correspondientes a cada maceta, se establecio
un rango de valoracion, el cual se utilizo para valorar las plantas de cada maceta
(Tabla 3.45, 3.46 y Figura 3.35).

Tabla 3.45 Rango de coloracién de las hojas de las plantas de maiz al evaluar 3
biofertilizantes en 3 dosis diferentes y un tratamiento quimico frente a un testigo utilizando
como sustrato tierra simple en invernadero. Quito, Pichincha, 2008.

%
Rango Coloracién
Violacea
0%
25%
40%
75%
90%

abr wNPRE




Tabla 3.46 NUmero de plantas por coloracion segun los rangos especificados para las

plantas de maiz correspondientes al ensayo en sustrato Tierra. Quito, Pichincha, 2008.

Tratamiento/ Rango
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Tabla 3.47 Andlisis de contingencia y frecuencias (F) de los porcentajes correspondientes a

la coloracion de las plantas de maiz de a cuerdo al rango establecido para la fase de

invernadero. Para las celdas con tres filas, la primera corresponde al porcentaje equivalente

al nUmero de plantas por rango, la segunda al porcentaje con relacion al nUmero total de

plantas por tratamiento y la tercera al porcentaje relacionado al total de plantas por

coloracion. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.35 Plantas por maceta y por tratamiento que presentaron hojas con coloracion

violacea en el ensayo de invernadero en el sustrato Tierra. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.36 Andlisis de contingencia de los rangos de coloracion de las plantas de maiz de a

cuerdo al rango establecido para la fase de invernadero. Quito, Pichincha, 2008.
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Figura 3.37 Plantas por tratamiento que presentaron hojas con coloracion violacea dentro de

todos los rangos en el ensayo de invernadero: a) porcentaje total y b) porcentaje

correspondiente. Quito, Pichincha, 2008.

En el ensayo de invernadero existi6 un mayor porcentaje de plantas con

caracteristicas dentro del rango de coloraciébn nimero 2. Los tratamientos que

presentaron un mayor porcentaje de coloracion violacea dentro de los rangos de

valoracion fueron b2d1, correspondiente al biofertilizante elaborado con el medio

JCM en una dosis de 1.5 mL/L y b2d2, correspondiente al biofertilizante elaborado en

el medio JCM en una dosis de 2.5 mL/L. El tratamiento que estimuld la aparicion de




color violaceo en las hojas en el mayor rango (5) fue b2d0 correspondiente al
biofertilizante elaborado en el medio JCM en una dosis de 0.5 mL/L. De acuerdo al
analisis de contingencia, el tratamiento b0dO estimulé en mayor parte una coloracion
del rango 2, al igual que el tratamiento b0d1, b1d0, bldl, b2dl, b2dl y b0d2, estos
dos ultimos estimularon en igual porcentaje el aparecimiento de coloracién en el
rango 1. Ademas, los tratamientos que estimularon de una mejor manera el
aparecimiento de una coloracién del rango 3, rango 1y 4 fueron: b1d2, tq y b2d0

respectivamente (Tabla 3.47 y Figuras 3.36 y 3.37).

3.8 Analisis del contenido de P soluble en agua en tierra simple

Los niveles de fosforo soluble en el sustrato tierra disminuyeron en la mayoria
de las macetas, excepto en las correspondientes a los tratamientos: bOdl y bldO
verificandose en éstas la actividad solubilizadora de fésforo puesto que las plantas
tomaron lo necesario y las bacterias continuaron con su actividad solubilizadora. El
fosforo restante en el blanco es la cantidad que dejaron de usar las plantas y que

quedo en la tierra hasta el tiempo de evaluacion final (Tabla 3.48 y Anexo E).

Tabla 3.48 Concentracion del fésforo soluble en agua en los sustratos utilizados, antes y

después de finalizada la fase de invernadero. Quito, Pichincha, 2008.

Fésforo

Etapa Sustrato soluble Nivel Fosforo Fqsforo
*) Total fijado
ppm
Tierra 9.3 Mediano 57.0 47.7
Antes de la siembra Tierra + Sustrato CIP 13.1 Alto
Sustrato CIP 31.0 Muy Alto
Tierra bOdO 8.9 Mediano
Tierra b0d1 14.0 Alto
Tierra b0d2 7.9 Mediano
Tierra b1d0 9.4 Mediano
Tierra b1dl 6.0 Bajo
Después de la germinacion T!erra bld2 4.3 Baj_o
Tierra b2d0 3.5 Bajo
Tierra b2d1 0.9 Bajo
Tierra b2d2 5.7 Bajo
Blanco (B) 1.6 Bajo
TQ 6.4 Bajo

(*) Niveles descritos de acuerdo a los rangos establecidos por Smith (2000).



3.9 Sobrevivencia del biofertilizante

Para evaluar la sobrevivencia de los biofertilizantes, se aplicd un experimento
Factorial en DBCA de 3 x 3 x 2 repeticiones, cuyos datos se encuentran en el Anexo
M. Las caracteristicas del disefio factorial se detallan a continuacion:

Factor B = Biofertilizantes Factor P = Periodos de evaluacion

3 niveles: 3 niveles:
PKM: b0 AE (antes del envasado): p0
JCP: bl IM (al mes de envasado): pl
JCM: b2 3M (a los tres meses de envasado): p2

Variable: Logio UFC/mL

En el analisis de varianza se encontro alta significancia estadistica para las
fuentes de variabilidad: tratamientos, biofertilizantes, periodos de evaluacion e
interacciones entre ellos. No existio significancia para las repeticiones, reflejando un
buen manejo del ensayo. El coeficiente de variacion, tuvo un valor adecuado y
demuestra homogeneidad y el valor promedio de la variable evaluada corresponde a
una concentracion del orden de 10° UFC/mL (Tabla 3.49).

Tabla 3.49 ADEVA para el experimento factorial realizado para la evaluacién de la
sobrevivencia del biofertilizante. Quito, Pichincha, 2008.

F.deV GL SC CM F.ca oM (% X
(Log (UFC/mL))

Total 17 33.7

Tratamientos 8 331 41 56.9 **

Biofertilizantes 2 148 7.4 101.7 **

Periodos de evaluaciéon 2 85 4.3 58.6 **

BP 4 98 24 33.6 **

Repeticiones 1 0.02 0.02 0.2 ns

Error Experimental 8 058 0.1

3.1 8.7




La mayor concentracidn bacteriana fue mantenida en el medio PKM,
alcanzando un valor final de 2.34 x 10® UFC/mL. A continuacién se encontré la
concentracién medida en el medio JCM con un valor de 1.45 x 10® UFC/mL, y por
altimo la concentracion medida en el medio JCP que correspodid a un valor final de
3.67 x 10" UFC/mL, la misma que es menor al valor establecido para inoculantes
bioldgicos (Figura 3.38, Tabla 3.50, Anexo N).

La prueba de significacion DMS revel6 que el mejor nivel de Biofertilizantes
es b0, que corresponde al biofertilizante producido en el medio PKM, seguido por el
producido en el medio JCM y el medio JCP, los mismos que al estar dentro del mismo

rango no tienen diferencias entre si (Tabla 3.51).
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Figura 3.38 Promedio de Log;o (UFC/mL) encontradas al evaluar: (a) tres periodos y (b) tres

biofertilizantes para verificar su sobrevivencia. Quito, Pichincha, 2008.

De acuerdo a las interacciones, la mayor cantidad de UFC/mL,
correspondiente a 2.19 x 10'? UFC/mL, fue hallada en el biofertilizante PKM durante
el periodo p0 de evaluacion que corresponde a tiempo antes del envasado. El periodo
donde la concentracion bacteriana disminuyd, fue el periodo p2, correspondiente a
tres meses después del envasado. El biofertilizante JCP disminuyd su concentracion
de UFC/mL a partir del segundo periodo (Figura 3.39, y Tabla 3.50).
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Figura 3.39 Promedio de las interacciones Biofertilizantes — Periodos de evaluacién, al

evaluar 3 niveles de cada uno de ellos. Quito, Pichincha, 2008.

Tabla 3.50 Promedios para la interaccion Biofertilizantes — Periodos de evaluacion del
experimento factorial realizado para la evaluacion de la sobrevivencia del biofertilizante.
Quito, Pichincha, 2008.

Interaccién Descripcién X )

bOpO Biofertilizante en medio PKM evaluado 12342
antes del envasado

bOp1 Blofertlllzante,en medio PKM evaluado 918 b
1 mes después del envasado

bOp2 Biofertilizante en medio PKM evaluado 837 b
3 meses después del envasado

b1p0 Biofertilizante en medio JCP evaluado 834 ¢
antes del envasado

b2p0 Biofertilizante en medio JCM evaluado 8.30 d
antes del envasado

Biofertilizante en medio JCM evaluado
b2pl . 8.21 e
1 mes después del envasado

Biofertilizante en medio JCM evaluado
b2p2 . 8.16 e
3 meses después del envasado

Biofertilizante en medio JCP evaluado
blp2 . 7.80 e
3 meses después del envasado

Biofertilizante en medio JCP evaluado

blpl 1 mes después del envasado

7.56 e

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
Tukey considerando a=0,05.

Tabla 3.51 Prueba de DMS para los niveles de B (Biofertilizantes) del experimento factorial
realizado para la evaluacion de la sobrevivencia de tres biofertilizantes. Quito, Pichincha,
2008.



Niveles  Biofertilizante x O

b0 PKM 9.96 a
b2 JCM 8.22b
bl JCP 7.90 b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
DMS considerando a=0,05.

El mejor nivel de los periodos de evaluacién es p0, que corresponde al primer
periodo de evaluacion (al mes después del envasado), seguido por el segundo y
tercero periodo (Tabla 3.52).

Tabla 3.52 Prueba de DMS para los niveles de P (Periodos de evaluacion) del experimento
factorial realizado para la evaluacion de la sobrevivencia del biofertilizante. Quito, Pichincha,
2008.

Niveles Periodos de evaluacion X ®)
p0 Antes del Envasado (AE) 9.66 a
pl Al mes de envasado (1M) 8.31b
p2 A los tres meses de envasado (3M) 8.11b

(*) Tratamientos identificados con letras iguales no tuvieron diferencias significativas entre si, al aplicar la prueba de
DMS considerando a=0,05.

De acuerdo a estos resultados, se puede notar que la viabilidad de los
biofertilizantes PKM y JCM se mantuvo dentro del rango establecido para inoculantes
bioldgicos (Anexo N) ,hasta los tres meses de conservacion, mientras que la del

biofertilizante JCP disminuyd durante el tercer periodo.

3.10 Analisis Econdmico

El Analisis economico reveld que todos los experimentos son rentables, pero,
de acuerdo a los calculos del Valor actual neto (VAN), el biofertilizante preparado

con el medio PKM fue el mas rentable. A pesar de que los costos de produccion para



este biofertilizante fueron los mas caros, el flujo de caja sefiala que los ingresos
superaran a los egresos si se considera una venta aproximada de 100 a 200 L por mes.

De igual manera, el valor calculado para la Tasa de rentabilidad intena (TIR)
que es un es un indicador de rentabilidad relativa del proyecto, para el biofertilizante
producido en el medio PKM fue superior a la tasa exigida de 18% , indicando asi que
el proyecto donde se utilizé el medio de cultivo PKM tiene una rentabilidad asociada
mayor que la tasa de mercado, por lo tanto es mas conveniente que los otros

biofertilizantes (Anexo G).

CAPITULO IV

DISCUSION

4.1 Elaboracion de la curva de calibracion para el medio de cultivo comercial
PKM

Esta curva de calibracion mostro una tendencia similar a la curva de Mc
Farland, aungue presentd un ndmero menor de UFC/mL. Esto se debe a que el
volumen de las células de Pseudomonas sp. y Azotobacter sp. es ligeramente mayor al
de E. coli (Cuberos, et al., 1998), debido a que el volumen de cada especie bacteriana
es diferente se debe realizar una curva de calibracion para la especie o especies con la

que se esté trabajando.
4.2 Produccién de biofertilizante a partir de bacterias solubilizadoras de fosforo
a escala de 1 litro utilizando los tres medios de cultivo: PKM, JCP y JCM

Crecimiento bacteriano

El pool preparado con las bacterias solubilizadoras de fésforo fue capaz de
crecer en los tres medios establecidos, indicando asi que todos los medios en mayor o

menor grado, proporcionaron a las bacterias los nutrientes necesarios para sobrevivir.



Todos los medios poseen como fuente de carbono y energia a la glucosa en forma

azlcar. Para una mejor discusion, se empezo analizando el crecimiento en cada fase

por medio, de la siguiente manera:

Fase Lag:

En el medio PKM, la fase lag fue minima, casi imperceptible, esto pudo
deberse a que la composicion del caldo nutritivo utilizado para la preparacion
del pool es muy similar a la del medio Pikovskaya modificado puesto que
contiene extracto de levadura, NaCl, y fuentes proteicas, haciendo que los
microorganismos tarden menos en adaptarse a este nuevo medio (Figura 3.2).

En los medios JCP y JCM, las bacterias atravesaron por una fase Lag un tanto
mas larga, con una duracion de aproximadamente tres horas, esto fue debido a
que las bacterias tuvieron que adecuarse a la Unica fuente de carbono
existente, que constituyeron los azlcares totales y reductores contenidos en el
jugo de cafia; ademas que los componentes del medio JCM fueron una mezcla
entre los que conforman el jugo natural de cafia de azucar y el medio
comercial, necesitdndose una mejor adaptacion por parte de las bacterias para

estas condiciones (Figura 3.2).

Fase Exponencial:

En el medio PKM, la mayor concentracion en esta fase tuvo lugar después de
15 horas de cultivo, conservando para ambos ensayos una concentracion
efectiva para su utilizacién como inoculantes biolégicos. La mayor duracion
de esta fase denota una buena capacidad de duplicacion de las bacterias y una
concentracion de nutrientes ideal en el medio (Figura 3.2).

En el medio JCP, la mayor concentracion en esta fase tuvo lugar después de
aproximadamente 18 horas de cultivo, lo que refleja una duracion similar al
medio PKM, ratificando que la naturaleza nutritiva del medio es éptima para
el crecimiento bacteriano.

En el medio JCM, la mayor concentracion en esta fase tuvo lugar a las 24
horas, esto se produjo debido a que hubo un retraso debido al tiempo requerido
por las bacterias para adaptarse y tomar los nutrientes de este medio mixto

(origen quimico y natural).



Fase Estacionaria:
— Para el medio PKM, esta fase duro hasta las 33 horas de cultivo encontrandose
una disminucién en la concentracién bacteriana.
— En los medios JCP y JCM, esta fase durd hasta las 33 a 36 horas de cultivo,

denotando una buena calidad en los medios de cultivo.

Fase de Muerte:
— Esta fase fue alcanzada por todos los cultivos después de las 33 horas de
cultivo, y se produjo por la falta de nutrientes y el exceso de metabolitos
producidos que tienden a inhibir el crecimiento bacteriano.

Cinética de la Fase exponencial

Los dos ensayos realizados para los distintos medios a escala 1 litro,
mostraron una similitud en los parametros medidos, las variaciones se produjeron
debido a la estandarizacion del proceso de produccién, donde la variacion minima del
tiempo de incubacion del preinoculo hace que el valor de estos parametros se altere.
Los parametros cinéticos calculados demuestran una mayor cantidad de generaciones
en los medios alternativos (JCP y JCM) en comparacion con el medio comercial
(PKM), esto puede reflejar que la calidad del medio influye directamente con el
comportamiento bacteriano puesto que en un inicio las bacterias utilizan todos los
nutrientes disponibles pero al no haber reservas, empiezan a morir como sucedio en
JCP y JCM, mientras que en PKM, la utilizacion fue parcial y ayudo a un crecimiento
mejor, esto se ve expresado en la mayor concentracion bacteriana al finalizar el

proceso de fermentacion.

4.3 Escalado a 10 L de la produccion del biofertilizante a partir de bacterias

solubilizadoras de fésforo utilizando los tres medios de cultivo

Este procedimiento fue realizado de acuerdo al esquema presentado en la
Figura 2.1, debido a que de esta manera se reduce la probabilidad de contaminacion
con otros microorganismos no deseados puesto que en las etapas iniciales los
volimenes de los medios son mas pequefios y por ende mas manejables. Ademas, se

puede identificar contaminacion en las etapas previas a la inoculacion del



fermentador, evitando asi la pérdida de toda la materia prima en la incubacion. La
cantidad de células de los microorganismos traspasada al siguiente medio, minimiza
el efecto por contaminacion de las etapas subsiguientes: esto sucedio debido a que los
microorganismos originales atravesaron por una etapa de competencia donde aquellos
que se encontraron en mayoria, tuvieron mayor probabilidad de sobrevivir que
aquellos que no alcanzaron un nimero de células considerable (Placencia y Ruiz,
2006).

4.3.1 Fermentacion discontinua a escala 10 L

4.3.1.1 Crecimiento bacteriano

La concentracion del indculo para esta fase fue aquella alcanzada al inicio de

la fase exponencial, por ello la similitud en el comportamiento a ambas escalas.

Fase Lag:

— En este ensayo llevado a cabo a escala 10 L, se produjo una reduccion de la
fase lag o de retraso en todos los medios, esto se debe a que los indculos
fueron desarrollados en el mismo medio de cultivo, confirmandose lo descrito
por Brock et al (2001) que afirma que al inocular un cultivo que crece
exponencialmente al mismo medio bajo las mismas condiciones de
crecimiento, no se observa la fase de retraso y el crecimiento exponencial
sigue a la misma velocidad. Esto se debe a que aceleraron su metabolismo

hasta alcanzar la fase exponencial en un tiempo menor que su indculo.

Fase Exponencial:
— En el medio PKM y JCP la mayor concentracion bacteriana se produjo
después de 18 horas de incubacion y en el medio JCM se produjo después de
21 horas de cultivo. El inicio de esta fase depende de la duracion de la fase
lag. En comparacion con la fase de escala 1 L, el comportamiento de los
medios fue similar, simplemente se adelanto el inicio de la fase debido a la

corta duracion de la fase lag.



Fase Estacionaria:
— Esta fase durd hasta aproximadamente 30 horas después de haber iniciado el
cultivo, esto se debe a que los nutrientes empiezan a agotarse y las células a
producir mayor cantidad de metabolitos.

Fase de Muerte:
— Esta fase empezd después de las 33 horas de incubacion en todos los medios,
el inicio de esta fase demostr6 que los nutrientes de los medios de cultivo

comenzaron a agotarse.

4.3.1.1.1 Cinética de la Fase exponencial

Los parametros cinéticos de esta fase en todos los medios se redujeron con
respecto a los calculados en la fase 1L, lo que implica un cambio en el
comportamiento bacteriano en la escala 10 L, debido a la calidad del in6culo y a la
mayor cantidad de medio y a las concentraciones de los nutrientes. Pese a que las
bacterias del inoculo fueron incubadas en el mismo medio, y se redujo la fase lag,
éstas redujeron su capacidad de duplicacion como respuesta a la nueva inoculacion a

un volumen mayor.

4.4 Variacion de pH

El pH de los medios de cultivo es generalmente modificado por los
microorganismos que crecen en él. Dependiendo de las fuentes de energia y del
metabolismo de cada género bacteriano, el medio puede acidificarse o alcalinizarse.
Existen mecanismos desarrollados por algunas bacterias que les permiten sobrevivir a
este tipo de cambio, asi, pueden sintetizar nuevas proteinas como respuesta de

tolerancia a distintos medios (Brock, et al., 2001).

Con respecto al medio PKM, en los dos ensayos realizados a escala 1 L el pH
final fue de 8, un valor que no es el 6ptimo pero que si se encuentra dentro del rango

estimado para el crecimiento del pool bacteriano. EI cambio del pH de 7 a 8 puede



interpretarse como resultado del metabolismo microbiano al producir amoniaco
después de consumir parte de los amino&cidos presentes en el extracto de levadura
que conforma el medio Pkovskaya (Brock, et al., 2001). A escala 10 L, pH final
termind en la neutralidad debido a diversos procesos metabdlicos que se dan lugar en
las bacterias utilizadas.

Por otra parte, para el medio JCP, en el ensayo a escala 1 L, la variacion del
pH en este medio fue mucho mayor debido a que el ensayo se realiz6 en jugo de cafia
puro, sin la adicion de agentes buferantes El pH final fue de 6. Pese a esto, la
actividad microbiana continud, debido a que las bacterias se adaptaron a los cambios
de pH para sobrevivir, esto lo confirman los conteos y las tinciones realizadas a cada
muestra monitoreada durante la fermentacién. La disminucién del pH puede atribuirse
a la solubilizacion de la fuente fosfatada que en el caso del jugo de cafia puro
constituyeron los fosfatos, es posible que las bacterias del biofertilizante hayan
producido acidos organicos, especialmente acido malico y éacido glicolico, que
rompen las uniones entre los aniones fosfatos, liberando estos dltimos a la solucion

del medio.

Este comportamiento es normal de bacterias solubilizadoras de fosfato que
actian en un medio sin tampdn puesto que pueden existir otros mecanismos
involucrados en la solubilizacion de los compuestos de fosforo. Puede ocurrir que
bajo condiciones no tamponadas se manifieste un metabolismo bacteriano que
impligue la produccién de otro u otros acidos diferentes a los producidos cuando el
medio de cultivo tiene tampdn. En el proceso de solubilizacién, el tipo de acido
secretado por el microorganismo es mas importante que la cantidad (Fernandez, et al.,
2005). En el ensayo a escala 10 L, el pH termind en la neutralidad, esto se atribuye a

la variedad de procesos metabdlicos de las bacterias utilizadas.

Finalmente, el pH en el medio JCM varié mucho mas que en los otros medios
donde este parametro fue mucho mas constante. Este cambio de pH puede atribuirse a
la adaptacion de los microorganismos al medio alternativo modificado y puede ser el
producto de reacciones llevadas a cabo por estos para adaptar su metabolismo a
nuevas condiciones. La disminucion del pH se atribuye a la solubilizacién de la fuente

fosfatada que en el caso de este medio constituyeron los fosfatos del jugo de cafa y la



roca fosférica afiadida. Este proceso esta relacionado con diversos mecanismos
involucrados en la solubilizacion de los compuestos de fésforo. A su vez, el aumento
de pH se atribuye a la produccién de amoniaco a partir de la metabolizacion de los
aminodcidos presentes en el extracto de levadura utilizado para la preparacion del
medio Pikovskaya modificado.

En el ensayo a escala 10 L el pH final fue un tanto &cido con un valor de 6,
esto pudo deberse a la ausencia de una solucion tamponadora de pH, haciendo que
varios mecanismos bacterianos se activen y fomenten la acidificacion del medio
(Fernéndez, et al., 2005).

4.5 Establecimiento del caldo de cultivo adecuado

Los caldos de cultivo méas adecuados de acuerdo al tiempo de fermentacion
fueron PKM y JCP. Las bacterias tardaron mas en crecer en el medio JCM debido a
que debian adaptarse a una nueva fuente de nutrientes que tenia caracteristicas mixtas:

jugo de cana y reactivos quimicos.

Desde el punto de vista del costo de produccion, el medio JCP fue el mas
economico debido a que es un medio natural facil de conseguir y no requiere un

tratamiento especial mas que una adecuada esterilizacion.

De acuerdo a la prueba de invernadero, los biofertilizantes mas adecuados
estuvieron en el siguiente orden: JCP, JCM y PKM, lo que demuestra un mejor
desempefio de los medios alternativos como sustrato para las bacterias del
biofertilizante debido posiblemente al pH con el que inicié el indculo en el medio
PKM que fue aproximadamente de 7.7, el pH écido facilita que el fésforo inorganico

del suelo sea liberado por intercambio protonico al medio (Reyes, 1991).

Finalmente, tomando en cuenta el tiempo de sobrevivencia, el biofertilizante
gue mayor concentracion bacteriana tuvo después de los tres meses de envasado fue el
elaborado a base del medio comercial PKM debido posiblemente a la alta

concentracion inicial de su inoculo y su estabilidad a través del tiempo.



4.6 Prueba de Invernadero

La respuesta de los microorganismos depende del sustrato al que fueron
inoculados, el criterio inicial para medir su capacidad solubilizadora partié del halo
de solubilizacién que presentaron en la etapa preliminar del proyecto (Huilcapi,
2007). Lo cierto es que, como lo explica Gyaneshwar, et al., (1998), muchos
microorganismos que solubilizaron fésforo en condiciones de laboratorio, pueden no
hacerlo en condiciones diferentes como en suelo. Esto puede deberse a su
susceptibilidad a cambios de pH, complementada con una disminucidon de produccion
de 4cidos organicos que producen. Estos mismos autores afirmaron que solo los
ensayos de campo pueden establecer la capacidad solubilizadora de fosforo
inorgénico de los microorganismos aislados en laboratorio, y si ésta es realmente

efectiva en plantas de interés comercial como el maiz.

La importancia de utilizar un Dbiofertilizante a partir de bacterias
solubilizadoras de fosforo se debe a que el fosforo es uno de los nutrientes mas
importantes para el desarrollo de las plantas, pero éste es muy poco movil en el suelo
y se inmoviliza facilmente en las fracciones organica e inorganica (Gonzélez, 2006).
Debido a esto, cualquier mecanismo que facilite la absorcion de este nutriente es
valido, en el caso de esta investigacion, la inoculacion de bacterias solubilizadoras de
fosforo se realizd con el afan de aumentar la disponibilidad de este nutriente. Las
bacterias Pseudomonas sp. y Azotobacter sp. fueron utilizadas como biofertilizante
debido a que a mas de establecer una relacién simbidtica con las plantas o vivir
libremente en los suelos, favorecieron el crecimiento de las plantas en ensayos previos
y en esta investigacion; esto puede atribuirse a su efecto inhibidor de agentes
patdgenos, la sintesis de fitohormonas y enzimas (fosfatasas) que promueven el

crecimiento de las plantas (Ferraris y Couretot, 2006).

La temperatura, humedad relativa y calidad de las semillas sembradas
influyeron en el normal desempefio de las plantas de maiz del ensayo. La utilizacion
de semillas certificadas, influyé en la uniformidad de la germinacion, ademas,

garantizan una germinacion homogénea, estan libres de virus y enfermedades y



constituyen un excelente mecanismo de seguimiento de las distintas variedades
(Bravo, 2001).

El rango de variacion de la temperatura dentro del invernadero de 15.30 a
12.73° C, sobrepaso la temperatura minima de germinacién del maiz (Faiguenbaum,
2008). Por ello se tuvo una germinacion normal que empez6 entre las 48 y 72 horas
después de ser sembradas las semillas, esto se evidencié en la uniformidad de la

emergencia de todas las plantas.

La humedad en el invernadero vari6 dentro de un rango aceptable, tomando en
cuenta que para la germinacion normal de las semillas de maiz es necesario un rango
de humedad relativa entre 45 y 60 % (Morales, 2003). Ademas, no se encontraron
efectos visibles de la falta de humedad, puesto que todas las plantas presentaron una
contextura normal durante todo el ensayo y ningin signo de marchitamiento. La
humedad relativa es un factor importante para el normal desarrollo de las plantas pues
si es demasiado baja causa una un exceso de perdidas de calor de la planta por
evaporacion de agua. Por otra parte, si la humedad relativa es alta, la planta no puede

enfriarse adecuadamente (Lafitte, 2001).

a) Altura de las plantas

En el sustrato Tierra, las plantas correspondientes a todos los tratamientos
superaron la altura alcanzada por el tratamiento testigo debido posiblemente a la
accion benéfica de las bacterias en los biofertilizantes. El biofertilizante que mayor
efecto causé fue el realizado en el medio PKM, esto pudo deberse a la alta

concentracion bacteriana que poseia con respecto a los dos restantes.

Estos efectos positivos observados sugieren que posiblemente existio un
sinergismo entre la planta de maiz y las bacterias de los biofertilizantes, estimulando
el desarrollo de la parte aérea en conjunto con las fitohormonas que excretan las
raices. Esto fue reportado por varios autores que realizaron investigaciones
relacionadas con los efectos de la inoculacion de bacterias promotoras de crecimiento
desde el afio 1997 (Santillana, 2006). Inclusive, Mayak et al. (2004) inocularon



rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas de maiz y reportaron un mayor
desarrollo de su parte aérea.

La concentracion de fosforo soluble con la que partio el biofertilizante en el
suelo fue de una concentracién media, al finalizar en ensayo se analiz6 también la
concentracion final en cada maceta por tratamiento. De acuerdo a la Tabla 3.48, para
el tratamiento bOd1 (correspondiente al medio PKM en una dosis de 1.5 mL/L), la
concentracion de fésforo soluble aumento, esto se interpreta como la posible accién
efectiva de las bacterias solubilizadoras de fésforo mediante la solubilizacion del
fosforo organico e inorganico presente en el suelo (Fankem, et al., 2008).

Al comparar las dosis aplicadas por fertilizante en el sustrato Tierra, las mas
efectivas en la evaluacion de esta variable son las correspondientes a 1.5 mL/L y 0.5
mL/L, no asi la dosis de 2.5 mL/L, esto pudo deberse a la falta de porosidad de este
sustrato, lo que pudo haber afectado el movimiento y la oxigenacion de las bacterias,
haciendo que aquellas que estaban en mayor concentracion se vayan muriendo por
encontrarse excesivamente aglomeradas. Pese a que el incremento no superé el
porcentaje de 0.44 %, hay una diferencia notable entre la planta testigo y las

inoculadas con los biofertilizantes.

La respuesta débil de algunos biofertilizantes después de su inoculacion se
debe a que no todos los microorganismos se adaptan de una manera rapida a la
rizosfera. Esto sucede después de que los productos son almacenados a temperaturas
de alrededor de 5 °C, atraviesan por una etapa de inoculacion en el suelo donde deben
recuperar su actividad bioquimica causada quiza por el estrés de la temperatura de a
la que fueron sometidos. Una vez estabilizados, y eliminada esta causa de estrés, los
microorganismos retoman totalmente sus actividades normales (Sanchez y Corrales,
2005). Ademas, algunos estudios respaldan esta afirmacion, tal es el caso del estudio
realizado Sanchez y Corrales, (2005), donde se evidenciaron cambios en bacterias
Gram negativas debido al estrés por congelacion, estos cambios fueron a nivel
molecular y estan directamente relacionados con la composicion de su membrana y su

metabolismo.

En el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP, no se utilizaron anélisis

quimicos finales puesto que debido a la utilizacion de una composicién de 50% de



tierra y 50% de sustrato elaborado por el CIP, garantizaron una mejor porosidad en el
suelo y una mayor concentracion de fésforo soluble al inicio del ensayo (Tabla 3.48).
Los resultados se analizaron basdndose en los pardmetros visibles y mesurables de las

plantas sometidas a los distintos tratamientos comparados con el testigo sin inocular.

El mejor tratamiento para esta variable fue bldl (correspondiente al
biofertilizante elaborado en el medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L). El medio de
cultivo en el que se realiz6 la produccion de los biofertilizantes es importante, en este
caso el mas efectivo fue el realizado a base de jugo de cafia con reactivos afiadidos
para asemejar su composicion a la del medio comercial, esto quiere decir que contd
con las sales y compuestos minerales necesarios para estimular el crecimiento
bacteriano; ademds, los resultados, con respecto a la altura de las plantas, del
biofertilizante realizado en el medio comercial son similares a los de este medio. Las
dosis mas efectivas entre los biofertilizantes fueron de 1.5 y 2.5 mL/L, que constituye

las mas altas y provee una mayor concentracion de microorganismos.

En el ensayo realizado en sustrato CIP, sucedidé lo mismo que en el ensayo
anterior, puesto que la efectividad de los biofertilizantes no tuvo como base los
analisis quimicos del sustrato. Se obtuvieron mejores resultados en las plantas
inoculadas con los biofertilizantes, sobrepasando todas al tratamiento testigo, lo que
ratifica un efecto positivo ejercido por las bacterias solubilizadoras de fésforo. La
planta testigo mostrd6 un menor desarrollo en cuanto a la altura de su tallo en
comparacion con las plantas inoculadas con los diferentes tratamientos, esto

posiblemente sucedio gracias al efecto solubilizador de los biofertilizantes.

La prueba de Tukey encontré diferencias en la aplicacion de los distintos
biofertilizantes, las cuales se atribuyen a la diferente composicion de los medios de
cultivo en los que fueron elaborados y a las distintas respuestas de las bacterias ante el
medio en el que fueron inoculadas. La actividad positiva de las bacterias inoculadas
puede deberse a la accion efectiva del mecanismo de solubilizacion de fésforo, debido
a que estas poseen un alto requerimiento de este elemento, en un nivel muy superior al
de las plantas, de incluso hasta diez veces mayor. Esta necesidad pudo hacer que
desarrollen distintos mecanismos para proveérselo tanto a partir de la fraccion

organica como de la fraccion inorganica. En el caso del fésforo inorganico presente en



el suelo, las bacterias inoculadas pueden producir &cidos organicos como el acido
malico y acido glicélico, los cuales rompen las uniones entre los cationes (Ca™,
Mg™™) unidos a las arcillas y los aniones fosfatos, liberandolos a la solucion del suelo.
En el caso del fosforo orgénico, las bacterias pueden producir fosfatasas especificas
que cortan las uniones ésteres principales responsables de la union de la materia
orgénica con aniones fosfatos, causando su liberacion a la solucién del suelo, para asi
ser asimilados por las plantas, el fosfato liberado por estas dos vias es muy susceptible
de ser fijado (Gonzéalez, 2006).

Para algunos tratamientos, el desarrollo de las raices que fue favorecido por la
inoculacion de las bacterias solubilizadoras de fésforo, se manifesté en un mayor
crecimiento de la parte aérea de las plantas, esto concuerda con los resultados
presentados por Santillana (2006) quien reporto incrementos en el area radicular de

plantas de maiz.

b) Longitud de las raices

Este parametro fue evaluado con base en investigaciones previas que afirman
que tanto el género Pseudomonas sp. como Azotobacter sp., ejercen efectos positivos
sobre el desarrollo radicular de las plantas al ser aplicados como biofertilizantes (Pan

et al., 1999).

En el sustrato Tierra, se encontré un mayor incremento en la longitud de las
raices en las plantas de maiz sometidas al tratamiento bld1 (correspondiente al medio
JCP en una dosis de 1.5 mL/L), esto pudo deberse al pH con el que inici6 el
biofertilizante y a la correcta adaptacion al medio del suelo de las bacterias que lo
conforman. Esto constituye un signo de mejora en la capacidad de explorar el sustrato
para adquirir fosforo del suelo, provocado por la presencia de las bacterias
solubilizadoras de fosforo, las cuales producen de fitohormonas que inducen a un gran

desarrollo radicular (Gonzalez, 2008).

Aunque el comportamiento de cada género bacteriano es distinto, los
resultados obtenidos en el ensayo pueden atribuirse a una asociacion de mecanismos,

simultdnea o sucesiva donde cada cambio observado y medido es producto de la suma



de cada actividad desarrollada dentro de una condicidon ambiental especifica (Bashan

& Levanony, 1993).

Por otra parte, las plantas correspondientes al blanco o testigo sin inocular
presentaron raices con longitudes similares a aquellas correspondientes a los
tratamientos con los biofertilizantes, e incluso superiores a algunos de ellos, estos
resultados no sefalan una deficiencia en los biofertilizantes sino que, segun Corrales,
et al., (2007), podrian evidenciar un sintoma del estrés por deficiencia de fosforo que
podria padecer esa variedad, puesto que segin los analisis realizados a la tierra en
cuestion, ésta poseia una cantidad media de fosforo disponible para las plantas. Por su
parte, el tratamiento quimico resulté afectar menos la elongacion de las raices de las
plantas de maiz, esto pudo deberse a que el fosforo necesario estaba disponible y las
plantas no tuvieron la necesidad de estimular el crecimiento radicular para explorar

asi el sustrato.

En el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP, hubo mayor porosidad y se
logré6 una mejor estructura no compacta. Esto se verifica con el hecho de que no
existieron plantas con hojas de color morado en este ensayo. El mayor efecto sobre
esta variable fue el ejercido por el tratamiento bld1 (correspondiente al medio JCP en
una dosis de 2.5 mL/L), esto pudo ser producto del estimulo de las bacterias
solubilizadoras de fosforo sobre las raices de las plantas y la presencia de humus de
lombriz, factor que podria beneficiar a las plantas en este aspecto. Se ha sefialado que
la adicion de un sustrato organico como el humus, es beneficioso para los
microorganismos del suelo, en este caso, los microorganismos del biofertilizante,
aumentado su actividad, acelerando la circulacion de nutrientes y la humedad del
suelo, lo cual va de la mano con un aumento en la actividad enzimatica, promoviendo
el crecimiento de las raices. Ademas, aumenta la porosidad total y la estabilidad de los

agregados del suelo, reduciendo su dureza (Afiez y Espinoza, 2002).

La falta de respuesta con respecto al resto de tratamientos sugiere una falla en
la adaptacion de las bacterias al suelo. La falta de crecimiento en las plantas testigo
sugiere la presencia de estrés en las raices por la falta de un agente facilitador de
fosforo soluble (Corrales, 2007).

¢) Diametro del tallo



En el sustrato Tierra el incremento del diametro de los tallos que alcanzé un
maximo de 0.83 %, refleja un efecto positivo de los biofertilizantes sobre la
evaluacion de esta variable. El mejor tratamiento fue el denominado bldl
(correspondiente al medio JCP en una dosis de 1.5 mL/L), esto pudo deberse al pH
inicial del producto y a lo favorable que resulta esta condicion para la solubilizacion
del fosforo en el suelo. Los tallos correspondientes a todos los biofertilizantes
superaron en didmetro a los correspondientes al testigo, lo que ratifica un efecto
positivo de los biofertilizantes sobre las plantas de maiz. La compactacion del suelo
pudo ser un factor determinante para el normal desarrollo de las plantas, por ello estos

resultados se deben contrastar con los obtenidos los otros dos sustratos.

En el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP, el tratamiento b0dO0
(correspondiente al medio PKM en una dosis de 0.5 mL/L) fue el mejor, la falta de
respuesta del tratamiento b2d1 puede deberse a que pese a que el sustrato poseia la
porosidad necesaria, las bacterias del producto no lograron adaptarse a las nuevas

condiciones.

En el sustrato CIP se encontr6 el mayor incremento en esta variable debido a
la calidad y composicion tanto fisica como nutricional del mismo. Se observd una
diferencia notable entre el testigo y el mejor tratamiento, ratificando el efecto positivo

de la inoculacion de los biofertilizantes.

d) Peso seco

Segun Roveda y Polo (2007), mayores niveles de fosforo disponible en el
suelo incrementan el peso seco de la planta y promueven el crecimiento radical

debido a las mayores tasas en el crecimiento de raices centrales y laterales.

En el sustrato Tierra, el mejor tratamiento fue b2d2 (correspondiente al medio
JCM en una dosis de 2.5 mL/L), todos los tratamientos superaron al testigo
verificando la accidn positiva de las bacterias sobre las plantas. Al comparar la

concentracion de fosforo soluble en la tierra remanente del ensayo con b2d2 y la del



testigo, se puede verificar la correcta accion de las bacterias puesto que la

concentracion de fosforo en el tratamiento b2d2 fue superior a la del testigo.

En el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP, la composicion de éste
influyd en el comportamiento de la variable, no se encontraron diferencias
significativas en la accion de todos los biofertilizantes aplicados. Visiblemente hubo
una diferenciacion entre el tratamiento bld1 (correspondiente al medio JCP en una
dosis de 1.5 mL/L), el mejor del ensayo y el testigo, el resto de biofertilizantes no lo
supero, esto sucede debido al alto contenido de humedad que presentaron las plantas

de casi todos los tratamientos.

e) Porcentaje de materia seca

Como las plantas tienen una alta composicion de agua y el nivel de agua en
una planta depende de la cantidad de agua de su medio ambiente, se evaluo el
porcentaje de materia seca para medir el crecimiento de las plantas de una manera
mas real dado que el fosforo es un elemento movil y se lo puede encontrar acumulado

en partes vegetativas hasta la floracion (Zubillaga, 2005).

En el sustrato Tierra, el biofertilizante que mejor estimuld el porcentaje de
materia seca fue el denominado b2d2 (correspondiente al medio JCM en una dosis de
2.5 mL/L), lo que implicé una mejor adaptacion de las bacterias que componian este
biofertilizante a las condiciones del suelo. La presencia de hojas purpura en las
plantas de maiz en este sustrato denota una deficiencia en la disponibilidad del fosforo
o un exceso de compactacion del suelo, lo que se traduce en una reduccion de la
materia seca de los cultivos, segtn lo explica Zubillaga (2005). Pero en el caso de este
ensayo, la materia seca no disminuy¢ e inclusive fue superior a la presente en el otro

sustrato evaluado, lo que verifica la accion positiva de las bacterias inoculadas.

En el sustrato Tierra + Sustrato CIP, la produccién de materia seca en
porcentaje se incrementd con la aplicacion de la dosis de 1.5 mL/L de los
biofertilizantes JCP y 0.5 mL/L de JCM, puesto que de la comparacion entre dosis,

estas resultan ser las mas representativas. Aplicaciones de 0.5 mL (para JCP y PKM)



mostraron una tendencia a deprimir la materia seca. Este factor estd directamente
influenciado por el volumen radical y el de la parte aérea, asi pues, el hecho del que el
tratamiento testigo sobrepase la media del ensayo confirma el efecto benéfico que

produce el sustrato elaborado por el CIP sobre todas las plantas del ensayo.

f) Porcentaje de humedad

Entre los efectos benéficos del uso de microorganismos como Pseudomonas
sp. y Azotobacter sp. en las plantas, figura el mejoramiento en la disponibilidad de

agua y el desarrollo de las mismas (Thuar, 2005).

Esto se observo en el ensayo en tierra al evaluar la cantidad de agua retenida
en las plantas, pues esto es un reflejo de su alta disponibilidad y respuesta frente a la
inoculacion bacteriana. En este ensayo, la mayoria de tratamientos super6 al testigo,
aunque se encontr6 que no existieron diferencias entre los tratamientos, visiblemente,
el mejor tratamiento lo constituyo el medio realizado a base de jugo puro de cafia de
azucar en una dosis de 0.5 mL/L, esto pudo deberse a la adecuada adaptacion de las

bacterias que lo conforman al sustrato.

En el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP, el mejor tratamiento fue el
quimico, debido a proporciond de una manera mas facil el féosforo y de acuerdo a
Gonzélez, et al., (2002), una respuesta favorable de las plantas a la cantidad de fosforo
en el suelo tiene mucho que ver con la humedad aprovechable para las plantas. La
porosidad brindada por la pomina jugd un papel muy importante en la movilizacion

del agua y los nutrientes en la maceta para este ensayo.

g) Razon peso seco parte aérea/ peso seco parte radical

En el sustrato Tierra, se observé que la razén fue menor para la mayoria de
medios al compararla con los tratamientos: b1d2 (correspondiente al medio JCP en
una dosis de 2.5 mL/L), el testigo y el tratamiento quimico. Esto implica un mayor

crecimiento relativo de las raices en relacion a la parte aérea en las plantas, efecto



deseado de acuerdo a los reportes de biofertilizantes relacionados al crecimiento
radical de las plantas.

En el sustrato denominado Tierra + Sustrato CIP, la razén fue menor para
todos los tratamientos a excepcion del testigo, evidenciando asi el efecto estimulador
del crecimiento radical por parte de los biofertilizantes. Pese a que no se encontraron
diferencias significativas en su aplicacion, de acuerdo a la Figura 3.32, el mejor
tratamiento fue el elaborado a base de jugo de cafia modificado, lo que favorece a la

eleccion de este como medio alternativo.

4.6.2 Coloracion de las hojas de las plantas correspondientes a cada tratamiento

en tierra

Se encontraron hojas con coloracion violacea o morada, solamente en las
macetas correspondientes al ensayo con tierra. Esta coloracion puede atribuirse a la
deficiencia de fdésforo en la planta ocasionada por la falta de absorcion de este
elemento o debido a la baja disponibilidad de este elemento en el suelo (Instituto de la
potasa y el fosforo, 2008). La coloracion morada se debe a la formacion de
antocianinas producidas por la falta de fosforo, elemento que interviene en las
reacciones de formacion de pentosas. Al no existir el fosforo necesario, los carbonos
que forman dichos azucares son desviados para formar antocianinas. Factores como el
manejo de los cultivos y el clima pueden también afectar la apariencia de las plantas,
algunos pueden ocasionar deficiencias temporales de este nutriente como es el caso de
las condiciones del suelo como el exceso de humedad o la compactacién (INPOFOS,
2008). Este altimo factor fue el que incidi6 en la aparicién de hojas color morado en
este ensayo, puesto que el sustrato utilizado correspondié a tierra procedente de las
inmediaciones del CIP, la misma que present0 una caracteristica compacta despues de
ser esterilizada. Las caracteristicas del suelo influyeron mucho en el desempefio del

ensayo puesto que el maiz es un cultivo muy exigente (Faiguenbaum, 2008).

La presencia de una coloracion violacea o morada en las hojas se atribuye a la

calidad de la tierra en la que las plantas fueron sembradas puesto que, de las plantas



realizadas en el ensayo donde se utilizd otro tipo de sustrato no se encontrd ninguna

con coloracion morada en sus hojas (INPOFOS, 2008).

4.7 Analisis del contenido de P soluble en agua en la tierra

El ensayo se realizd con base en los analisis quimicos efectuados a la tierra
con referencia al fosforo soluble, asi se conocié si la concentracién varié con el
tiempo, de manera similar al ensayo realizado por Fankem, et al., (2008), quien
evalué la cantidad de fosforo soluble en un ensayo con Pseudomonas sp. en
laboratorio durante siete dias y se encontrd que las bacterias utilizadas convirtieron
efectivamente el fosfato insoluble a una forma soluble. Lo mismo sucedié en el
ensayo de invernadero realizado en tierra correspondiente a esta investigacion,
iniciando con su andlisis previo y terminando con el analisis de cada tratamiento por
maceta para conocer si el fosforo soluble habia aumentado o disminuido al

compararlo con el testigo.

En la tierra correspondiente a los tratamientos b0d1 (biofertilizante elaborado
con el medio PKM en una concentracion de 1.5 mL/L) y bldO (biofertilizante
elaborado con el medio JCP en una concentracion de 0.5 mL/L), se presentd un
aumento en la concentracion de fosforo soluble, lo que puede ser atribuido a la accidén

efectiva de las bacterias solubilizadoras de fésforo.

La concentracion en los demas tratamientos vario desde un minimo de 0.9
ppm a un maximo de 8.9 ppm, valores diferentes a los del testigo, esto significa que
las bacterias utilizadas convirtieron de manera eficaz el fosfato insoluble a una forma
soluble, tal como lo afirma Fankem, et al. (2008) en su investigacidn. La razén por la
cual la tierra correspondiente a la maceta del tratamiento b2dl (biofertilizante
elaborado con el medio JCM en una concentraciéon de 1.5 mL/L) presenté una menor
concentracion de fésforo soluble pudo deberse a la alta demanda de este elemento por
parte de la planta, o la falta de acoplamiento al medio de la rizosfera por parte de las
bacterias solubilizadoras de fosforo. Se descarta una variacion en la eficiencia de

absorcion de P por diferentes especies o por cultivares de una misma especie



atribuidos a diferentes mecanismos para captar y utilizar el fosforo del suelo debido a

que se utilizaron semillas certificadas de la misma especie.

Por otra parte, la concentracion del fésforo soluble en la tierra correspondiente
al tratamiento quimico supero a la del testigo, esto se debe a que fue inoculada con un
fertilizante fosforado, permitiendo a la planta satisfacer sus necesidades de manera
eficiente e incluso dejando una concentracion considerable de fosforo soluble natural

en el suelo sobrante.

4.8 Sobrevivencia de los biofertilizantes

El Dbiofertilizante realizado con el medio PKM presentd la mayor
concentracion bacteriana al finalizar los tres periodos de evaluacion, esto pudo
deberse a la alta concentracion inicial de su inoculo y a la composicion quimica del
medio, el cual proporciona a las bacterias una fuente fosfatada, carbohidratos,
aminoacidos y macronutrientes esenciales para la sobrevivencia bacteriana. El conteo
bacteriano final en el medio JCP disminuy6 notablemente, lo que puede atribuirse a la
naturaleza especial del jugo de cafia dada por su elevada concentracion de azlcares
totales y reductores. EI medio JCM proporciond mejores condiciones para la
sobrevivencia puesto que este poseia una fuente de nutrientes natural y otra quimica

dada por los componentes afiadidos.

Con respecto a los periodos de evaluacion, se observo que conforme transcurre
el tiempo de almacenamiento en congelacion, la concentracion bacteriana disminuye,
esto se debid a cambios en el metabolismo bacteriano que muchas veces las llevan a
la muerte, posiblemente debido al agotamiento de los nutrientes propios de los medios
de cultivo, a efectos ambientales como la variacion de la temperatura o a la
acumulacion de metabolitos producidos por las bacterias, los cuales pueden inhibir el
crecimiento bacteriano en los medios, disminuyendo la concentracion bacteriana final
(Tabla 3.52).

CAPITULO V



CONCLUSIONES

La concentracion de biomasa alcanzada por los tres biofertilizantes: PKM, JCP y
JCM producidos fue de: 6.31 x 10> UFC/mL, 6.9 x 10® UFC/mL y 6.76 x 10°
UFC/mL, respectivamente, considerandose concentraciones éptimas para su uso

como inoéculos.

Los tres biofertilizantes: PKM, JCP y JCM, alcanzaron la mayor concentracion
bacteriana en la fase exponencial a escala 1 L después un tiempo de: 15, 18 y 24
horas de cultivo respectivamente; mientras que en la fase de produccion a escala
10 L, estos alcanzaron la mayor concentracion bacteriana después un tiempo de:

18, 18 y 21 horas respectivamente.

El escalado del proceso de produccion del biofertilizante a 10 L se manifesto en el
aumento en la concentracion bacteriana final en los medios PKM y JCM, no asi en
el JCP.

El caldo de cultivo alternativo mas adecuado que constituye una buena alternativa
para la produccion masiva de un biofertilizante, de acuerdo a la concentracion
bacteriana final alcanzada, a los costos de produccion y, al ensayo de invernadero,
es el jugo de carfia, aunque su sobrevivencia no sobrepasa los dos meses despuées

del envasado.

En la prueba de invernadero realizada el mejor sustrato fue el denominado
Sustrato CIP.

La sobrevivencia de los biofertilizantes preparados con los medios: PKM y JCM
sobrepasd los tres meses después del envasado, con una concentracion final
superior al orden de 10® UFC/mL establecido para inoculantes bioldgicos, lo que
nos permite afirmar que su tiempo de vida Gtil puede ser superior a este periodo

siempre y cuando se los conserve en recipientes herméticos y en refrigeracion.

CAPITULO VI



RECOMENDACIONES

— Para un mejor seguimiento de la ruta del fésforo disuelto que se considera
realmente disponible para la planta, se recomienda realizar un control por medio
de un marcador fluorescente para determinar la fraccion del fosforo extraido por

medio de técnicas isotdpicas.

— Realizar un ensayo de invernadero con una mayor duracion, con el fin de
establecer la influencia de la cantidad de fosforo absorbida en la calidad del grano

de maiz.

— Realizar investigaciones posteriores complementarias en las cuales se evalte la
actividad de la enzima fosfatasa acida liberada por las raices y estimulada por la

presencia de las bacterias solubilizadoras de fosforo.

— Continuar con la investigacion y busqueda de nuevos microorganismos de generos

y especies diferentes relacionados a la estimulacion del crecimiento vegetal.
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