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RESUMEN

La produccion lechera es uno de los rubros més importantes del pais, ya que es fuente de
empleos directos e indirectos. Un importante factor que determina la produccion lechera es el
porcentaje de nitrogeno disponible para el forraje destinado al consumo de ganado lechero, pues
este compuesto determina en gran medida la proteina disponible para los animales. Una de las
principales fuentes de nitrogeno utilizada en la industria lechera es la aplicacion de fertilizantes
sintéticos nitrogenados. El costo de estos insumos ha incrementado su valor, reduciendo la
rentabilidad de la industria ganadera, aparte de ello, el uso indiscriminado de fertilizantes
sintéticos ha desencadenado en graves impactos ambientales tales como la contaminacion de
aguas subterraneas, eutrofizacion, degradacion del suelo, etc. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el crecimiento y contenido de proteina en el pasto con diferentes alternativas organicas,
incluyendo el uso de Azospirillum brasilense, 4cidos humicos y como control fertilizante

sintético.

Dentro de las alternativas orgénicas evaluadas se ha considerado el uso de la bacteria
Azospirillum. brasilense, y el uso de dcidos humicos y como control se utilizo fertilizante
sintético. Para la evaluacion en campo se utilizé un disefio de bloques completamente al azar con
4 tratamientos y 4 repeticiones, con un total de 16 unidades experimentales, se evaluaron las

variables peso fresco, peso seco, contenido de nitrégeno y proteina.

Para la variable de peso fresco, el mejor tratamiento fue 4. brasilense con un rendimiento
de 15916.28 kg/ha™!, y para las variables de porcentaje de nitrogeno y porcentaje de proteina se
obtuvo los mejores resultados con la aplicacion de fertilizante sintético. El uso de 4. brasilense

permitio un mayor desarrollo del pasto.



Palabras clave: Azospirillum brasilense, fertilizante sintético, nitrogeno, peso fresco, proteina.
ABSTRACT

Dairy production is one of the most important industries in the country, as it is a source of
direct and indirect employment. An important factor determining milk production is the
percentage of nitrogen available for forage for dairy cattle consumption, as this compound
determines to a large extent the protein available to the animals. One of the main sources of
nitrogen used in the dairy industry is the application of synthetic nitrogen fertilizers. The cost of
these inputs has increased their value, reducing the profitability of the livestock industry. In
addition, the indiscriminate use of synthetic fertilizers has led to serious environmental impacts
such as groundwater contamination, eutrophication, soil degradation, etc. The objective of the
present study was to evaluate the growth and protein content of grass with different organic
alternatives, including the use of Azospirillum brasilense, humic acids and synthetic fertilizer as

a control.

Among the organic alternatives evaluated, the use of the bacterium Azospirillum
brasilense and the use of humic acids were considered, and synthetic fertilizer was used as a
control. For the field evaluation, a completely randomized block design was used with 4
treatments and 4 replicates, with a total of 16 experimental units, and the variables fresh weight,

dry weight, nitrogen and protein content were evaluated.

For the fresh weight variable, the best treatment was A. brasilense with a yield of
15916.28 kg/ha™1, and for the nitrogen percentage and protein percentage variables, the best
results were obtained with the application of synthetic fertilizer. The use of A. brasilense allowed

a better development of the grass.



Key words: Azospirillum brasilense, fresh weight, protein, synthetic fertilizer, nitrogen.
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l. Introduccion:

1.1 Antecedentes:

A medida que la poblacion mundial aumenta, se ha incrementado la demanda de
alimentos, los cuales en un 90% deberan provenir de los campos que ya se encuentran
cultivados, es por ello que el uso de nuevos sistemas agricolas y mejoras tecnologicas es de
vital importancia para el sector agropecuario. Por esta razon, las mejorias enfocadas en el
campo agropecuario estan direccionadas en poder proveer de alimento a una poblacion que
se encuentra en constante crecimiento y a su vez poder generar rentabilidad para el agricultor.
(FAO, 1992).

El sector ganadero es de gran importancia en América Latina y el Caribe, ya que éste es
una fuente de alimentos basicos que proporciona la seguridad alimentaria a estas
poblaciones. A nivel mundial, més de 1 billon de personas tienen dependencia econdmica del
sector ganadero. América Latina cuenta con extensas areas dedicadas a pasturas, un régimen
climatico favorable y mientras se mantenga un uso eficiente de los insumos como por
ejemplo los fertilizantes, esta region puede continuar siendo un importante productor
pecuario, para garantizar la alimentacion tanto regional como mundial. (FAO, 2023).

El poder definir la contribucion exacta de los fertilizantes para mejorar la produccion
agricola es de suma importancia ya que en este proceso interactian diferentes factores como
las dosis de aplicacion, compuestos, etc. Sin embargo, se calcula que a nivel mundial del
37% al 43% del suministro de proteinas provienen del nitrogeno sintético. Si el suelo dispone
de una amplia disponibilidad de nutrientes es muy probable que los cultivos se desarrollen de

mejor manera y seran mas productivos (FAO, 1992).
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Para poder mantener los rendimientos de los cultivos, se han realizado aplicaciones
masivas de fertilizantes y se ha llegado a generar un grado de dependencia de estos. Esta
fuente de nutrientes para los cultivos contiene minerales solubles que son capaces de
liberarse lentamente para que las plantas puedan aprovecharlo al maximo. Sin embargo, por
efecto del exceso de aplicacion de estos compuestos se ha generado eutrofizacion,
contaminacion del aire, desequilibrios biologicos, reduccion de la biodiversidad,
contaminacion de aguas subterrdneas, menor cantidad de microorganismos en el suelo, etc.
(Gonzales, P. 2019).

El empleo de nitrogeno en un sistema ganadero dedicado a la produccion lechera es uno
de los mas importantes, es por ello que se lo aplica a manera de fertilizacion, a su vez se
buscan agentes con la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico para poder aprovechar de
mejor manera los recursos tanto naturales como adicionados por el hombre, una enmienda o
actividad cultural que se suele llevar a cabo para adicionar nitrégeno de manera orgénica
consta en dispersar las heces del ganado bovino por el potrero, pues este contiene nitrogeno
que puede ser aprovechable por la planta. Constantemente se adiciona nitrogeno en el campo
ya sea a manera de fertilizacion o de enmiendas organicas, pues el contenido de nitrogeno
disponible en la atmosfera es insuficiente para el correcto desarrollo de los cultivos. La
importancia del nitrégeno radica en que este es parte de los aminoécidos que forman
proteinas para los organismos lo que hace que tenga un impacto directamente con la
produccion lechera (Elizondo, J. 2006).

Las necesidades proteicas de un ser vivo dependen de la edad y especie que se esté

tratando. Los animales necesitan una cierta cantidad de proteina para su etapa de crecimiento,
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mantenimiento y produccion, siendo esta ultima etapa, donde ocurre todo el proceso de
prefiez, crecimiento y lactacion. A su vez, los microorganismos que interactiian en el rumen
también necesitan de nitrégeno para poder desarrollarse (Elizondo, 2006).

Durante la primera mitad del afio 2022 el valor en dolares de las importaciones de
fertilizantes quimicos en América Latina y el Caribe incremento6 en promedio 136,6 % en
comparacion de los primeros 6 meses del afio 2021, sin embargo, el volumen en toneladas
métricas de importaciones creci6 en 4%. Este incremento del costo es producto de la crisis
politico-social por el conflicto entre Rusia y Ucrania, asi como por aumento de la demanda
de insumos que se origino a principios de la pandemia. Este encarecimiento de precios y
caida de volumen importado afect6 directamente los costos de produccion, el rendimiento y
la rentabilidad agropecuaria (IICA. 2023)

Como alternativa para poder incrementar la fijacién de nitrégeno en el forraje y proveer a
los animales de una fuente proteica que cubra sus necesidades, asi como reducir los costos en
su produccion se ha evaluado el cultivo de forrajes que contengan especies de gramineas las
cuales son capaces de absorber nutrientes del suelo, tales como el nitrogeno y mantenerlos
disponibles para los animales una vez que estos consuman la planta. Otra alternativa para
proveer nitrogeno a las mezclas forrajeras es emplear fuentes inorganicas alternativas, tales
como la roca fosforica, este tratamiento ha demostrado tener buenos resultados en suelos
acidos y de baja fertilidad (Espinoza, F. 2020).

Otra alternativa con la capacidad de incrementar la disponibilidad de nitrégeno en el suelo es
el uso de microorganismos benéficos ya que han demostrado ser de vital importancia no solo
para la salud del suelo, sino también para fijar nitrogeno. Existen ciertas bacterias con la

capacidad de generar simbiosis con las plantas para que estas sean capaces de fijar nitrogeno.
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Estas bacterias aprovechan directamente el nitrégeno que se encuentra disponible en el aire,
proporcionandole a la planta compuestos organicos nitrogenados (Calvo, S. 2011).

El género de bacterias Azospirillum se caracteriza por fijar de manera efectiva el
nitrogeno y se encuentra distribuida casi por todo el mundo, se las han podido detectar en
zonas tropicales, templadas y subtropicales. Se suelen asociar a la rizosfera de varios
cultivos, entre los cuales se puede destacar los pastos forrajeros. La inoculacion con esta
bacteria causa que las plantas desarrollen tanto raices laterales como adventicias, promueve
el desarrollo de las plantas y aumenta la capacidad de absorcion de minerales y agua. Esta
bacteria pertenece al grupo de Gram Negativas con una estructura celular en forma de
bacilos, su diametro puede oscilar entre 1.0 micra (um) x 2,1-3,8um. Se encuentran en el
grupo de los diazétrofos, endofitos facultativos por su potencial para ingresar a la raiz y
colonizar los espacios intercelulares. La capacidad de la bacteria para fijar nitrogeno es

gracias a la presencia del complejo enzimatico de nitrogenasa (Aguilar, L. 2020).

1.2 Justificacion:

El ganado bovino representa un 40% de la produccion agropecuaria a nivel mundial y es
el sustento de la seguridad alimentaria de alrededor de 1 300 millones de personas. Este es
uno de los sectores con mayor crecimiento en la economia mundial, este crecimiento
representa oportunidades para el desarrollo del sector agropecuario, ya que permite la
generacion de nuevas tecnologias con posible aplicacion en este campo que permita un
desarrollo mas eficiente y sostenible (FAO, 2017).

Seglin Batallas (2009), la ganaderia ocupa la mayor extension de tierras agricolas a nivel
mundial por su uso en pastoreo y cultivos forrajeros. A nivel nacional, la produccion lechera

representa un importante rubro y se ha evidenciado un incremento constante en el consumo
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de leche para la alimentacion de la poblacion. La industria lechera a nivel nacional genera
alrededor de 1,2 millones de empleos tanto directos como indirectos, a su vez, proporciona
un aporte al PIB de alrededor 4%. Acorde con el Servicio de Rentas Internas, en el afio 2021
el sector de produccion lechera presentd un incremento del 10.92% a comparacion del afio
2020. En Ecuador, el consumo de leche fluida es en promedio 110 litros por persona al afio,
considerandose una cantidad baja ya que instituciones como la FAO y OMS recomiendan un
consumo de 180 litros por persona por afio (Centro de la Industria Lactea del Ecuador. 2021).

Para poder proporcionar al ganado lechero una fuente de alimento que cubra sus
necesidades y de esta manera poder mantener una produccion lechera rentable, bajando los
costos de produccion, se han evaluado varias alternativas, entre ellas el uso de bacterias
nitrificantes, ya que estas cumplen una funcion crucial en el suelo, pues son las encargadas de
oxidar el NH; para que sean facilmente asimilables, mediante la oxidacion el amoniaco se
transforma en nitrato (Rodriguez, N.et al. 2007).

Las plantas se pueden asociar con diversos organismos que se encuentran tanto en la
rizésfera como en la filosfera para crear interacciones benéficas. Los efectos benéficos
pueden ser diversos, como por ejemplo la fijacion de nitrégeno, produccion de siderdforos y
fitohormonas, solubilizacion del fésforo, promover el crecimiento de brotes y raices, etc.
Dentro de los microrganismos comunmente utilizados en la agricultura destacan las
Psudomonaas, trichoderma, Azospirillum, Azotobacter, y micorrizas (Chavez, J. et al. 2020)

Las bacterias del grupo Azozpirillum ayudan y promueven el crecimiento vegetal. Dicha
bacteria, se encuentra distribuida por varias regiones alrededor del mundo. Esta bacteria se
asocia directamente a las raices de las plantas e influyen tanto en la produccién como a la

productividad del cultivo, pues actian de manera benéfica en el crecimiento aéreo de las
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plantas, asi como el sistema radicular. Los beneficios de estas bacterias, se deben a la
excrecion de los fitonutrientes de crecimiento, como las auxinas. En el caso de gramineas
forrajeras, el inocularlas con esta bacteria proporciona mayores ganancias en la biomasa con
una considerable menor cantidad de nitrégeno aplicado en la fertilizacion, lo cual asegura la
sostenibilidad de produccion de pasto (Domingues, C. et, al. 2020).

Estudios demuestran que la aplicacion de organismos benéficos, como Azozpirillum
incrementa la cantidad de nitrogeno absorbida por la planta, de esta manera, se podria
disminuir la cantidad de fertilizantes aplicados, permitiendo mayor rentabilidad en el sector
agropecuario y menor impacto ambiental (Conislla, M. et al. 2023).

Es por ello que en este trabajo se desea evaluar el efecto que tiene la aplicacion de 4.
brasilense y compararlo con otras fuentes de nitrégeno como el fertilizante sintético y los

acidos humicos para determinar su efecto en el forraje destinado a ganado lechero.

I1. Marco Teoérico

2.1 Mezclas Forrajeras

Estadisticas del ano 2013 demuestran que alrededor del 40% de la superficie del sector
rural nacional se destina a la produccion y consumo de pastos mejorados y naturales lo que
demuestra que la ganaderia se ha convertido en una de las principales actividades del agro
ecuatoriano, sobre todo en la region andina, pues el 80% de la produccion de bovinos se
encuentra en la sierra, el 13% en la costa y un 7% se distribuye por el resto del pais. A su vez,
alrededor del 55,5% de explotaciones ganaderas son destinadas a la produccion lechera

(Zambrano. et al, 2017).

Las mezclas forrajeras podrian definirse como una poblacion creada de manera artificial

que esta compuesta por distintas especies cuyas caracteristicas difieren entre si ya sean
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morfologica o fisiologicamente, usualmente al menos una de las especies utilizadas para esta
mezcla es de ciclo perenne. Actualmente existe gran diversidad de mezclas forrajeras entre
Reygrases, leguminosas, cereales, gramineas, etc. La mezcla se la define segtin la zona donde se
vaya a sembrar y qué especie animal va a consumir el forraje. Usualmente la mezcla mas
utilizada es Reygras, trébol, gramineas y kikuyo. Dentro de las principales ventajas de las
mezclas, se destaca la produccion prolongada y viable en el tiempo, asi como la disminucion de

malezas, y un mayor balance del valor nutritivo (Saldanha, S. 2011).

El consumo de mezclas forrajeras es de vital importancia para el sector ganadero. La
nutricion debe ser completa en todas las etapas del desarrollo del animal, de esta manera se
desarrollan animales con alta capacidad de produccion. Los forrajes disponibles para el pastoreo
son una de las principales fuentes de nutrientes para los animales y en ciertos casos la Uinica

fuente de alimentacion (Garzon, Y y Rico, A. 2022).

El Reygrass es un pasto adaptado a climas templados, sus origenes se remontan a Medio
Oriente, Europa, y Asia central, ha demostrado ser una especie funcional para la produccion de
forraje, asi como para el pastoreo de ganado. Este pasto desarrolla un macollo, el cual da origen a
tres hojas, a demads, su base no es perjudicada o dafiada por efectos de pastoreo. (Lee, J. et al.
2012). Este pasto contiene altos niveles de proteina cruda y carbohidratos no fibrosos, lo cual
permite la produccion de proteina a nivel microbial, la cudl es del mejor grupo de proteinas
consumible para los animales rumiantes (Villalobos, L. y Sdnchez, J. 2010). Estas condiciones
nutricionales y de adaptacion hacen que el pasto sea adecuado tanto como para el experimento

como para la produccion lechera.

El trébol blanco (7rifolium rapens) es una planta herbacea de caracter perenne, adaptada

al clima templado. Esta planta es nativa de Europa, Africa y Asia Occidental. Se ha evidenciado
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un crecimiento rastrero. Sus raices se caracterizan por tener una raiz principal de la cual nacen
raices adventicias, este pasto presenta hojas pecioladas y trifoliadas cuyos foliolos son de forma
ovalada. El trébol es de facil adaptabilidad siempre que el sitio de siembra presente una adecuada
humedad, a su vez, al tener un habito estolonifero, se adapta facilmente al pastoreo, razén por la
cual, se suele utilizar para el pastoreo rotacional o en asociacidon con otros pastos como el
Kikuyo; Por otra parte, se ha evidenciado que el uso de esta leguminosa incrementa

potencialmente la produccion de leche (Vibrans, H. 2009).

Por ultimo, el kikuyo (Pennisetum clandestinum) es un pasto de caracter perenne
originario de Africa, esta especie adaptada a clima frio ha demostrado un rapido crecimiento,
tolerancia a la sequia y alto contenido proteico. Dentro de las caracteristicas de este pasto, se
puede destacar su resistencia al dafio animal por el pisoteo, pues tiene una fuerte red de raices lo
que le permite renovar facil y rdpidamente su parte aérea, a su vez su alto contenido proteico (11-

22%) y alta digestibilidad (65-80%) lo hace un pasto ideal para el pastoreo (Martinez F. 2020).

2.2 El nitrégeno en el forraje

Un forraje de buena calidad debe contener la dosis correcta de aplicacion de nitrogeno
para poder desarrollarse. Este nutriente es fundamental para la produccion de cualquier tipo de
planta, pues se ve involucrado en varios procesos como el desarrollo foliar, la emision de polen,

la aparicidon de estigmas, rendimiento, formacion de proteinas, y aminoacidos (Ube, J. 2021).

El nitrégeno es de vital importancia para los pastos y es ampliamente usado para
estimular su crecimiento. Este compuesto presente en la atmosfera, no se encuentra directamente
a disposicion de las plantas, a pesar de ser el principal componente de la misma; para que el
nitrogeno pueda ser aprovechado por la planta necesita atravesar un proceso complejo. Este

compuesto necesita de bacterias y otros organismos procariontes para que conviertan el
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nitrogeno libre (N,) disponible en la atmosfera en su forma bioldgicamente utilizable, dicho
proceso se lo conoce como fijacion de nitrogeno (YARA, 2023). Algunas de estas bacterias se
encuentran naturalmente en el suelo, agua y en menor cantidad dentro de las plantas. Estos
microorganismos fijadores de nitrogeno, son capaces de capturar el nitrogeno disponible en la
atmosfera y transformarlo en amoniaco (NH;), dicho compuesto puede ser aprovechado por las
plantas para que estas produzcan moléculas orgédnicas. Las moléculas nitrogenadas formadas
dentro de las plantas son absorbidas por los animales cuando estos se alimentan de ellas, una vez
consumidas estas sustancias pueden ser aprovechadas por el animal en forma de proteina o se

pueden degradar y ser desechada (Fowler, S. et al. 2013)

Una vez que las plantas y otros organismos vivos mueren, diferentes grupos de
microorganismos se encargan de transformar esta materia, en este proceso se libera nitrégeno a
manera de iones de amonio, las bacterias nitrificantes tienen la capacidad de transformar los
iones de nitrito o nitrato, por el proceso de nitrificacion. Existen bacterias encargadas del proceso
opuesto, es decir, transformar los nitratos en el suelo en gas nitrégeno, dicho proceso es conocido
como desnitrificacion, en este proceso se devuelve el nitrégeno a la atmosfera para que pueda

continuar su ciclo (Libretexts, 2022)

2.3 Relacion entre el nitrogeno y la produccion lechera

La fijacion y disponibilidad del nitrégeno garantiza el aumento de proteina dentro del
pasto ya que el nitrogeno tiene la capacidad de proporcionar la formacién y mantenimiento de
los 6rganos y tejidos celulares, induce la produccion de hormonas, enzimas y anticuerpos, a su
vez, es un constituyente de las proteinas lo que quiere decir que estas no se pueden formar en
ausencia del elemento (Proain, 2020). Dentro de la sintomatologia que presentan los pastos

cuando existe una ausencia de nitrogeno, se puede destacar el color amarillento en la base de la
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hoja, reduccién del crecimiento y poca cobertura del pasto en el suelo, estas deficiencias pueden
tener un mayor efecto en condiciones de bajo contenido de materia organica, sequia, altas
precipitaciones, suelos arenosos o poco densos, pH demasiado elevados o bajos, etc. (YARA,

2023).

En un estudio realizado por Gutiérrez, F. et al. (2018) se evaluaron diferentes contenidos
de nitrégeno y la relacion con la produccion de leche, se evidencid que a mayor contenido de
nitrégeno mayor era la produccion lechera, sin embargo, cuando éste llega a su limite de
absorcion, provoca excesos de nitratos en el rumen del animal. Por otra parte, un bajo contenido
de nitrégeno no es adecuado para la produccion lechera, pues una deficiencia de proteina afecta a
las reservas proteicas disponibles en la sangre, musculos e higado lo que disminuye

notablemente la capacidad de producir leche y el contenido proteico en ella.

El uso del nitrogeno en el ganado lechero cubre dos necesidades basicas, proporcionar
una fuente adecuada de este compuesto y de carbohidratos necesarios para el correcto
crecimiento de microorganismos ruminales, asi como la produccion de proteina cruda
microbiana, aparte de ello, el nitrogeno desempeina un papel fundamental en la disponibilidad de
los aminoacidos disponobles en el intestino delgado (Chase, L. 2020). Las proteinas son
macromoléculas de gran importancia para el sustento animal, estas difieren en su forma, tipo y
tamafo, a su vez cumplen diversas funciones bioldgicas, sin embargo, todas ellas estan formadas
por un nimero y combinacion diferente de un grupo de 20 aminoacidos, dichos compuestos

necesitan de por lo menos un atomo de nitrogeno en su estructura (Elizondo, J. 2006).

Se suele referir a la proteina dentro de una dieta como la proteina cruda, la misma que en

el caso de materias primas (como el caso del pasto) y alimentos es igual al contenido de



22

nitrogeno multiplicado por un factor de conversion el cudl en este caso es 6.25, obteniendo como

resultado final los gramos de proteina disponible en 100 gr de muestra (Elizondo, J. 2006).

2.4 Fertilizantes sintéticos

Los fertilizantes quimicos son sustancias con macro y micronutrientes que permiten
mejorar las caracteristicas del suelo, estos compuestos son ampliamente utilizados en la
agricultura pues permite corregir deficiencias de nutrientes especificos al poder proporcionarle al

suelo concentraciones quimicas exactas (JACTO. 2023).

Dadas las ventajas del uso de los fertilizantes para el aumento de la produccion en los
diferentes cultivos, es muy comun que los agricultores apliquen mas fertilizante que el necesario,
lo que afecta directamente a la calidad del suelo, acumulando nitritos, contaminando de aguas
subterrdneas, e incrementando la salinidad del suelo. (Risco, D. et al. 2016). En un estudio
realizado por Garcia. et al. (2020), el exceso de fertilizantes nitrogenados puede contaminar el
suelo y cuerpos de agua cuando estos excedentes son lavados ya que contienen amonio (NHY),
nitrato (NO3) o urea (CO(NH2)2) los cuales son compuestos con la capacidad de movilizarse lo

cual afecta al balance de los ecosistemas (Galindo, L. et al. 2020).

2.5 Biofertilizantes

Como una alternativa al uso de fertilizantes y para disminuir el impacto ecoldgico que
estos tienen, se ha considerado el uso de biofertilizantes, los cuales son una opcion
biotecnoldgica en la cual se hace uso de microorganismos que favorecen la disponibilidad de
nutrientes en el suelo. Estos microorganismos pueden aplicarse a las semillas, superficie de las
plantas o directamente al suelo, de esta manera, llegan a colonizar la rizosfera, el interior de la
planta y estimulan su crecimiento, pues aumentan la disponibilidad de nutrientes primarios tales

como el nitrégeno (Chavez. Et al. 2021). Existen varios grupos de biofertilizantes segun el aporte
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que estos realizan, por ejemplo tenemos los biofertilizantes fijadores de nitrogeno como
Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, también se encuentran los microorganismos
solubilizadores de fosfato como Pseudomonas fluorecens, Aspergillus niger, por otra parte existe
otro grupo de biofertilizantes promotores del crecimiento vegetal como Azotobacter,
Agrobacterium, Rhizobium, asi mismo el grupo de movilizadores de fosfato o micorrizas como
Antrophospora, Glomus Escutellaspara, entre otros, y por ultimo tenemos el grupo de

movilizadores de zinc y potasio como Bacillus, Pseudomonas y Rhizobium (Afanador, L. 2017).

Dependiendo de su relacion con las plantas, los microorganismos se pueden clasificar en:
a) saprofitos, b) simbiontes parasiticos c¢) simbiontes benéficos. Estos ultimos son de gran ayuda
para la estimulacion de las semillas y del enraizamiento, incremento en el suministro y
disponibilidad de nutrientes, suplir al suelo con agregados estables, actian como sustancia buffer

para las plantas ante sequia o estrés abidtico (Acuiia, et al. 2006).

2.5.1 Género Azospirillum

Azospirillum es un género bacteriano perteneciente al grupo de las promotoras del
crecimiento vegetal, y se la ha encontrado en varias regiones del globo terrestre. Este grupo de
bacterias una vez asociado a las raices de las plantas, promueven la produccion, el crecimiento,
la excrecion de fitohormonas, y mayor ganancia de materia verde en forrajes, con menor
aplicacion de fertilizante nitrogenado lo cual permite una produccion sostenible de pastos

(Domingues, C. et al. 2020).

El género Azospirillum fue reportado por primera vez en 1925 por Martinus Beijerinck,
pero no fue hasta 1973, donde se impulsaron los estudios cientificos sobre esta bacteria. Las

especies del género Azospirillum son descritas como rizobacterias fijadoras de nitrogeno, con la
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capacidad para incrementar el rendimiento de varios cultivos de importancia econémica en

diversas regiones del mundo (Lifeder, 2021).

Dentro de las principales caracteristicas de la bacteria se puede mencionar que ésta
presenta una forma bacilar o de varilla, es parte del grupo de bacterias gran negativas y presenta
un movimiento vibratorio con un patron flagelar mixto, su tamafio varia de 0.8 a 1 um de largo y
de 2 a4 um de ancho. Esta bacteria, se la puede encontrar cominmente en asociacion con las
raices de pastos y cereales distribuidos alrededor del mundo. La morfologia de la bacteria varia
dependiendo de las condiciones nutricionales que esta tenga, asi como de la edad del cultivo a la
que ésta esté asociada. Este microorganismo forma parte del grupo de diazotrofos endofiticos
facultativos, y es capaz de colonizar el interior de las raices haciendo que sus células penetren en
el interior de las mismas, y también pueden colonizar el mucigel (area alrededor de la raiz)

(Licea, J. et al. 2020).

2.7 Acidos himicos

Los acidos humicos son el resultado de la degradacion de la materia organica como por
ejemplo los residuos vegetales y animales. Los acidos humicos se encuentran distribuidos en los
suelos, sedimentos y aguas naturales. Este compuesto es capaz de mejorar el crecimiento y
nutricion de las plantas, ya que retiene los nutrientes, por un mayor periodo de tiempo en el suelo

para que puedan ser aprovechados por las plantas (Lifeder. 2019).

2.8 Método Kjeldahl
El método Kjeldahl es empleado para determinar el contenido de nitrogeno tanto en
muestras organicas como inorganicas, este método puede ser empleado en alimentos, cereales,

debidas y forrajes para poder obtener el contenido de proteina, este es un método oficial y
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acepado por varias normativas como AOAC, ISO, Din, etc. Este método se separa en tres etapas,
primeramente tenemos la digestion, donde el nitrogeno organico de la muestra evaluada es
convertido a NH;, ya que se rompen los enlaces de nitrégeno unido de manera organica y son
transformados a iones de amonio, para esto la muestra es mezclada con acido sulftrico y se eleva
la temperatura a alrededor de 400°C, para acelerar el proceso se adicionan catalizadores, el
tiempo de este proceso depende de la muestra que se esté evaluando y de su estructura quimica.
El siguiente paso es la destilacion, donde el objetivo principal es destilar el NH; y aislarlo en un
reciente receptor, en este paso la muestra es desnaturalizada por efecto del hidroxido de sodio,
durante este proceso, los iones de NH, son transformados a NH; y son arrastrados hasta el vaso
receptor gracias a una corriente de vapor de agua, dentro de este vaso receptor se encuentra acido
borico el cual actia como una solucion absorbente. El Gltimo paso de este proceso es la
valoracion donde finalmente se determina el porcentaje de nitrogeno disponible mediante una
relacion 4cido-base usando una solucion previamente estandarizada de 4cido clorhidrico ITW

Reagents. 2020).

I11. Objetivos e hipotesis
3.1 Objetivo general:
e Evaluar el crecimiento y contenido de proteina después de la aplicacion de fertilizantes

organicos en pastos.

3.2 Objetivos especificos:
e Caracterizar la bacteria Azospirillum brasilense
e Estandarizar un cultivo liquido de fertilizante biologico (4. brasilense) para ser inoculado

en campo como promotor de la fijacién de nitrégeno.
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e Aplicar los diferentes tratamientos de 4. brasilense, fertilizante sintético y acidos humicos
en una mezcla forrajera compuesta por Reygrass perenne y anual, trébol blanco y kikuyo.
e Evaluar el peso fresco y seco, porcentaje de materia seca, nitrdgeno y proteina disponible

en el forraje luego de la aplicacion de los diferentes tratamientos.

3.3 Hipotesis general:

Los tratamientos aplicados demuestran diferencias en la calidad del forraje.

IV Materiales y métodos
4.1 Material biologico

El material biologico utilizado fue la bacteria Azospirillum brasilense, una mezcla
forrajera conformada por Reygrass perenne (Lolium perenne) y Ryegrass anual (Lolium

perenne), trébol blanco (7rifolium rapens) y kikuyo, y 4cidos htimicos.

4.1.1 Azospirillum brasilense

La bacteria se la obtuvo del laboratorio aleman DSMZ Leibinz Institute, la cepa utilizada
fue la DSM 1690. Se utiliz6 una concentracion de 1x108 % en el medio nutritivo R2 (Anexo

A).

4.1.2 Mezcla forrajera
Se utiliz6 una mezcla forrajera compuesta por Reygrass perenne y anual, trébol blanco, y
kikuyo, ubicado en la hacienda Isabella Del Retiro ubicada en la ciudad de Machachi, canton

Mejia, provincia de Pichincha, con coordenadas 0°31'58.6"S 78°31'48.6"0.
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4.1.3 Acidos hiimicos
Se utilizé 4cidos hiimicos a manera de producto sélido en dosis de 2 kg/ha™1, obteniendo

una dosis de 20 gr por cada parcela.

4.2 Fertilizante sintético
En este caso, el fertilizante aplicado tenia una composicion de 25% de nitrogeno, 4% de
fosforo, 3% de potasio, 3% de calcio, 2% de magnesio, 6% de azufre y 0.02% de zinc. La dosis

aplicada fue de 150 kg/ha™?, es decir 1.5kg por cada parcela.

4.3 Manejo del experimento

4.3.1 Caracterizacion, y estandarizacion del cultivo para A. brasilense

La bacteria fue hidratada segiin la metodologia indicada por el distribuidor DMSZ. Para
este proceso se inicia aplicando calor poniendo en contacto directo la parte superior de la ampula
con fuego, para acto seguido regar unas gotas de agua sobre el material caliente, lo cual debilito
el vidrio. Con la &mpula abierta se retir6 el tapon de algodon y extrajo la pastilla que contenia a
la bacteria para trasladarla a un vial, acto seguido se lo mezclé con 0.5 ml del medio R2 (medio
de cultivo para la bacteria) por 30 minutos, una vez que la bacteria estuvo totalmente hidratada,

fue sembrada en un medio de cultivo. (Figura 1)
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Figura 1: Proceso de rehidratacidn de la bacteria. a) Bacteria dentro de su dmpula de vidrio. b) exposicién de la ampula a fuego
directo para que esta se caliente. c) aplicacién de agua para enfriar y debilitar el vidrio. d) Apertura del ampula mediante ligeros
golpes con pinzas. e) extraccion del algoddn de proteccidn. f) hidratacidn de la bacteria con 0.5 ml de R2

Para poder realizar las curvas de crecimiento se sembro las bacterias en medios s6lidos
R2 utilizando el método de estriado, para de esta manera, poder separar las colonias. Al cabo de
dos dias, ya se evidencio crecimiento de colonias separadas para poder realizar las pruebas de
caracterizacion y de crecimiento. Se observaron colonias con la morfologia y caracteristicas

propias de la bacteria, colonias de color blanco y forma circular. (Camacho, R. et al. 2017)

Las pruebas de caracterizacion de la bacteria se las realizo por medio de pruebas de
tincion gran, catalasa y oxidasa. La tincién gram nos permiti6 identificar la bacteria
morfoldgicamente, por otra parte, la prueba de catalasa se la realizé para comprobar que el
organismo contenga la enzima catalasa la cual se puede encontrar en la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas, esta prueba se la realiza observando la reaccidon del organismo
con agua oxigenada en una concentracion de 30%, de ser positivo la reaccion debera expedir

burbujas, de ser negativo no habra ningun tipo de reaccion (Passen, M. 2021). Por otra parte, la
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prueba de oxidasa es la forma evidenciar la presencia de la enzima citocromo oxidasa, para ello
se ubica la bacteria sobre tabletas con el colorante parafenilendiamina, de ser positivo, esta
tableta se tornara de una coloracion azul o violeta, las tabletas utilizadas para esta prueba fueron

obtenidas de del laboratorio Byoanalyse. (Lifeder, 2023). (Figura 2).

Prueba catalasa positiva Prueba de oxidasa positivo Prueba de tincion gram

Siembra de A brasilense en placa

Figura 2. Pruebas de caracterizacion de A. brasilense. a) crecimiento bacerian en placa en medio R2. b) prueba positiva de
oxidasa. c) prueba oxidassa positiva. d) tincidn gram de A. brasilense
Las curvas de crecimiento fueron determinadas bajo densidad optica, en este caso se
inoculé medios de cultivo YEM y R2 (Anexo A). liquidos para incubarlos en un shaker a 37°Cy
poder medir su crecimiento a las 3, 6,9, 12, 24 y 30 horas mediante espectrofotometria
utilizando el equipo Jenway. Una vez identificado el crecimiento de la bacteria, se llego a la

conclusion que esta tiene un mayor crecimiento en el medio R2. (Figura 3)
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Figura 3: Comparacion del crecimiento de A. brasilense en medios liquidos R2 y YEM, la linea superior gris representa el medio
R2y la inferior el medio YEM. n:3

Con el medio més apto para su crecimiento se volvid a realizar un ensayo con la finalidad
de identificar los picos de crecimiento bacteriano, para ello se inocul6 la bacteria inicamente en
el medio R2 liquido y s6lido, se incubé nuevamente para medir la densidad optica a las 3, 6, 9,
12, 24, 48, y 72 horas de inoculacion mediante densidad Optica. Por otra parte el conteo en placa
se realizd mediante siembras de diluciones, se midio las diluciones de 1072, 10™*,y 107%, en
ambos cas, bacteria llegd a un pico de crecimiento a las 24 horas, a partir de este periodo de

tiempo, el crecimiento bacteriano comenzo a decrecer gradualmente. (Figura 4).

Figura 4: Curvas de crecimiento a) Curva de crecimiento de A. brasilense en medio R2 liquido medido por densidad dptica a
600nm en escala logaritmica base 10.b) Crecimiento de A. brasilense en placa en medio R2 sélido . Las barras representan el
error estandar. n:3
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Para poder realizar la aplicacion en campo se obtuvo un medio con una concentracion de
UFC , : ) . ,
1x108 — lo cudl es suficiente para que las bacterias puedan inocularse en las plantas (Garcia,

J. et al. 2006) .

4.3.2 Aplicacion de los tratamientos en campo.

Los tratamientos fueron aplicados en un terreno ubicado en la provincia de Pichincha,
canton Mejia, ciudad de Machachi, a una altura de 3100 msnm, con una temperatura media para
los meses de septiembre, octubre y noviembre de 9.2°C y una precipitacion promedio de 118
mm. (Climate Data. 2023). El lote se dividié en cuatro bloques, los cuales se dividieron en 4
parcelas, 1 por cada tratamiento y se realizé cuatro repeticiones por tratamiento. Cada una
parcela tenia un 4drea de 100 m?, obteniendo bloques de 400 m?. Se aplicaron cuatro
tratamientos, Azospirillum brasilense, un fertilizante quimico, 4cidos hiimicos y un control, el
cudl fue el medio de cultivo liquido R2 sin inocular. Todos los tratamientos fueron aplicados a

manera de fumigacion, a excepcion del fertilizante el cudl se aplicé de manera edéfica. (Figura 5)

Blogue 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4

Control A. brasilense  A. humicos A. brasilense

s BN . brasil ilizan
Fertilizante A hGimicos A. brasilense Fertilizante

Fertilizante Control

A. himicos Control

A. brasilense Fertilizante Control A. huimicos

Figura 5: Mapa de la aplicacion de los tratamientos
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4.3.4 Evaluacion del efecto de los diferentes tratamientos en el peso fresco,

seco, porcentaje de nitrégeno y proteina.

Peso fresco y peso seco

Para poder registrar el peso fresco, se utilizé un cuadrado de 1m? de 4rea, se cosecho el
pasto dentro de este cuadrado y se extrajeron 6 muestras por parcela, es decir 24 muestras por
tratamiento y 96 muestras en total. Se registré el peso fresco en gramos de cada muestra para

después introducir las muestras en un horno a 60°C por dos 48 horas.

Para poder obtener el peso seco se pesaron las muestras dos dias después de haber sido
introducidas al horno y se las volvieron a pesar al cabo de dos horas, si el peso no tenia

variacion, se considerd que la muestra llegd a su peso en seco.
Porcentaje de nitrogeno y contenido de proteina

El porcentaje de nitrogeno se lo obtuvo mediante el método Kjeldahl, se realizaron tres
muestras por tratamiento. Para esto se pesé 0.5 gr de cada muestra para introducirla en tubos de
mineralizacion, junto con una pastilla catalizadora y una antiespumante, a su vez se coloc6 12 ml
de 4cido sulfarico puro para introducirlo en la méquina digestora, la cual elevo la temperatura a
420°c por alrededor de 15 minutos. Acto seguido se colocaron las muestras en la maquina
destiladora la cudl estuvo cargada con hidréxido sédico, el destilador arrastr6 el amoniaco
formado previamente en el digestor con el vapor de agua y lo inyecta en un Erlenmeyer el cual
contuvo 25 ml de acido bérico al 4%. A continuacion, se aplicé el colorante Tashiro el cual le da
a la mezcla un color esmeralda distintivo. Por ultimo, la titulacion se la realizo mediante
volumetria usando acido clorhidrico a 0,1 N. A partir de esta valoracion, fue posible calcular el

equivalente de nitrégeno recogido empleando la siguiente ecuacion:
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Vtx Ct x Pe

Donde %N se refiere al porcentaje de nitrogeno, Vt el volumen del titulante, en este caso
el acido clorhidrico, Ct es la concentracion del titulante, en este caso 0.1N, Pe es el peso

equivalente del nitrégeno y Pm es peso de la muestra.

Para obtener la proteina se multiplic6 el resultado obtenido del nitrégeno por un factor de
conversion el cudl en el caso de pastos es 6.5, el resultado se obtuvo en gramos de proteina por

cada 100 gramos de muestra.

V. Resultados de las variables

5.1 Diseiio experimental y Método estadistico

Para esta experimentacion se empled un disefio de bloques completamente al azar, con 4
tratamientos y cuatro bloques; Las variables a medir fueron peso fresco, peso seco, porcentaje de
nitrogeno y cantidad de proteina. Para el andlisis de los datos, se realiz6 un analisis de la
varianza (ANOVA) para cada variable y la prueba estadistica de Tukey, la cual tiene un enfoque
bidireccional, es decir, es un analisis de regresion, el cual permite clasificar las variables segun
su diferencia de respuesta. (Benites, L. 2022). Para el registro de los datos y su procesamiento se

utilizé el programa de Office Excel.

5.2 Peso fresco

En la variable peso fresco la bacteria 4. brasilense presentd una media de 15916.28
kg/ha™! y demostrd ser significativamente superior a los tratamientos control y cidos hiimicos
con medias de 4915.06 kg/ha™1 y 7158.41 kg/ha™1, respectivamente; sin embargo, no presentd
diferencia estadistica significativa con el tratamiento de fertilizante sintético cuya media fue de

10738.74 kg/ha™t. (Figura 6y 7)
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Figura 6: Resultados de peso fresco expresado en kilogramos por hectérea, de cada tratamiento, las barras de error representan

la desviacidn estandar del tratamiento. n: 24

Figura 7: Diferencia 6ptica del forraje en fresco de los tratamientos, siendo: a) control, b) A.brasilense, c) fertilizante sintético y

d) 4cidos humicos



5.3 Peso seco y porcentaje de materia seca

El peso de las muestras al igual que en la variable de peso fresco demostro mejores

1

resultados con el tratamiento de 4. brasilense, con una media de 2272.72 kg/ha™", seguido por

el tratamiento de fertilizante sintético con una media de 1568.22 kg/ha™!

, el siguiente
tratamiento con la media mas alta fue 4cidos himicos con una media de 1154.05 kg/ha™?, por
tltimo el tratamiento de control obtuvo una media de 847.24 kg/ha™?! .Sin embargo, una vez

extraido el porcentaje de materia seca de cada tratamiento los resultados fueron inversamente

proporcionales al peso seco, siendo el control el tratamiento con mayor materia seca con media
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de 17.45%, acidos humicos con 16.70%, A. brasilense obtuvo una media de 15.05% y por ultimo

la media del fertilizante sintético fue de 14.88%, a pesar de la diferencia entre las medias, estas

no fueron estadisticamente relevantes. (Figura 8 y 9)
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Figura 8: Peso seco en kg por hectdrea en cada tratamiento. N=24
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Figura 9: Porcentaje de materia seca, los datos fueron normalizados usando la raiz de los porcentajes de materia seca de cada
tratamiento (control: 17.44%, A. brasilense: 15.03%, Fertilizante sintético: 14.88 y A. humicos: 16.7%). En este caso no se
evidenciaron diferencias estadisticas. N= 24

5.4 Porcentaje de nitrogeno y proteina

Tanto como para el porcentaje de nitrogeno como para la proteina todos los tratamientos
fueron significativamente diferentes. La respuesta al porcentaje de nitrogeno atrapado en la
muestra fue mayor en el tratamiento de fertilizante sintético donde la media fue 4.90%, seguido

por A. brasilense con 4.37%, acidos humicos con 3.27% y el control con 2.21%. (Figura 10)
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Figura 10: Porcentaje de nitrégeno disponible en cada tratamiento n:3
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disponible las agrupaciones fueron iguales, el fertilizante sintético produjo mas proteina con una

media de 30.63 gr, 4. brasilense obtuvo 27.29 gr, acidos himicos 20.42 gr y el control obtuvo

una media de 13.74 gr. (Figura 10)

Gramos de proteina por 100 gr de muestra
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Figura 11: Gramos de proteina disponible en el forraje cada 100 gr de muestra. n:3
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V1. Discusion

Al haber obtenido mayor peso fresco en el pasto con el tratamiento de A. brasilense
(15916.28 kg/ha™1) se demuestra su efecto como rizobacteria promotora del crecimiento
vegetal. A su vez, estudios recientes demuestran que la inoculacioén de A. brasilense en pastos
incrementa el numero de hojas y macollos en un 9% y 12% respectivamente (Domingues, C. et
al. 2020). Siendo esta una de las posibles razones por la cual este tratamiento obtuvo mayor peso
en fresco. Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a un estudio realizado
por Garcia, J. et al. (2006) donde los resultados demostraron que la inoculacion con 4.
brasilense, incrementa la produccion de biomasa en un 50% en comparacion a los tratamientos

no inoculados.

Para la variable peso seco, la bacteria A. brasilense obtuvo un rendimiento (2272.72
kg/ha™1), los resultados difieren a los obtenidos por Reyes, R. et al. (2020) donde a la
inoculacion con A. brasilense y Rhizoglomus. iregulare, presentd menor efecto al no usar
ninguna dosis de fertilizacion (3870 kg/ha™?), lo que supera a nuestro tratamiento con 4.
brasilense en 1597.28 kg/ha™1, esta diferencia pudo haber sido provocada por el uso adicional
de una bacteria promotora del crecimiento vegetal, como es el caso de R. irregulare. ya que esta
bacteria tiene la capacidad de incrementar la disponibilidad de fosforo en las plantas, lo que les
permite a las plantas un mayor desarrollo de fibra en el pasto. (Villazon, J. et al. 2018). Por otra
parte, a pesar de no haber obtenido diferencias estadisticamente significativas en el contenido de
materia seca, este fue inversamente proporcional al contenido de nitrégeno, siendo el mejor
tratamiento el control (17.45%). Esta relacion inversa coincide con el estudio realizado por
Reyes, A. et al (2009). Donde se evaluo6 la materia seca y la concentracion protéica en Brachiaria

humidicola, en dicho estudio, los resultados obtenidos de proteina y materia seca a pesar de no



39

haber sido significativamente diferentes, se evidencia un mayor porcentaje de materia seca en el

tratamiento con menor proteina disponible.

En cuanto al porcentaje de nitrégeno y proteina, la aplicacion de fertilizante sintético
mostrd mejores resultados, lo cual indica que tiene una mayor capacidad de proveer a la planta
con nitrégeno, efecto que pudo ser causado por el efecto del fertilizante de inhibidores de
nitrificacion lo que le permite al forraje mantener una fuente de nitrégeno directa, el cual le
permite mantener una fuente directa de nitrogeno por un prolongado periodo de tiempo. (Mula, J.
2012). Los resultados obtenidos para esta variable de contenido de proteina son similares a los
obtenidos en un estudio realizado por Villazon, J. et al.(2018) donde se compar6 el contenido de
proteina utilizando A. brasilense en conjunto de Rhizophagus irregularis, el estudio demostré un
mayor porentaje de porcentaje de proteina (10.13%) cuando se aplico fertilizante sintético en
conjunto de las bacterias anteriormente mencionadas, sin embargo, no hubo diferencia
estadistica con tratamiento de nicamente se empleo las bacterias A. brasilense y R. irregularis

sin ninguna dosis de fertilizacion sintética (9.94%).

V11 Conclusiones
e Labacteria 4. brasilense tiene un mejor desarrollo en el medio nutritivo R2, y esta llega a
su pico de produccion al haber trascurrido 24 horas desde su inoculacion en el medio, la
morfologia de las colonias formadas por la bacteria fue circular de color blanco.
e Con respecto a la variable peso fresco, el tratamiento con mejor rendimiento fue la

aplicacion con A. brasilense, con una media de 15916.28 kg/ha™!

a comparacion del
tratamiento de control, el cudl tuvo una media de 4915.06 kg/ha™?, lo que indica que con

la finalidad de producir mayor cantidad de materia fresca, A. brasilense puede ser aplicada

en lugar de los fertilizantes sintéticos.
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No hubo diferencia entre A. brasilense y el resto de tratamientos para la variable de peso
seco, lo cual es in indicador de que no hubo mayor aporte o efecto por parte de la bacteria.
El porcentaje de nitrogeno, asi como proteina disponible por cada 100 gr de muestra fue
significativamente mejor al aplicar el tratamiento de fertilizante sintético (4.90% y 30.63
gr respectivamente) a comparacion del tratamiento de control, el cual obtuvo una media de
2.21% de nitrogeno y 13.74 gr de proteina. A pesar de ser estadisticamente diferentes, a los
tratamientos de fertilizante sintético y 4. brasilense no los separa un alto valor, pues la

diferencia de la proteina producida entre estos tratamientos es apenas 3,34 gr.

VIl Recomendaciones

Se recomienda volver a evaluar los tratamientos en un periodo de mayor lluvia, asi como
en la época seca, para de esta manera determinar si la precipitacion tiene algun efecto sobre
los tratamientos.

Se recomienda evaluar el efecto de los tramitenos empleados en el presente estudio y de
manera adicional un tratamiento con la bacteria Azotobacter ya que esta bacteria tiene
propiedades fijadoras de nitrogeno similares a A. brasilense.

Se recomienda realizar un andlisis econdmico en base a los resultados obtenidos para

determinar la rentabilidad de la aplicacion de 4. brasilense en la mezcla forrajera.
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Anexos:
Anexo A: Composicion del medio R2
Yeast extract 0.50 g
Proteose peptone (Difco no. 3) 0.50 q
Casamino acids 0.50 q
Glucose 0.50 g
Starch (soluble) 0.50 g
Na-pyruvate 0.30 g
K,HPO, 0.30 g
MgS0, x 7 H,0 0.05 (<}
Agar 15.00 g
Distilled water 1000.00 mi

Fuente: DMSZ. (2023)
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Anexo B: Composicion del medio YEM
Composition®*

Ingredients Gms / Litre
Yeast extract 1.000
Mannitol 10.000
Dipotassium hydrogen phosphate 0.500
Magnesium sulphate 0.200
Sodium chloride 0.100
Agar 15.000
Final pH ( at 25°C) 7.0+0.2

**Formula adjusted, standardized to suit performance parameters

Anexo C : crecimiento de A. brasilense en placa

49



Anexo E: tratamiento de control (izquierda) y 4. brasilense (derecha) listos para la
aplicacion
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Anexo I: Cosecha del forraje

Anexo J: Secado de muestras
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Anexo K: Peso en seco
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Anexo L: peso de muestras para la determinacion del porcentaje de nitrogeno bajo el
método Khejdal
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Anexo M: Muestras en tubos de mineralizacion con tabletas antiespumante y catalizadora.

A
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Anexo N: Maquina digestora para la determinacion del porcentaje de nitrégeno bajo el
método Khejdal




Anexo O: maquina destiladora
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Anexo Q: Reaccion del nitrégeno con HCI para determinar su porcentaje por medio de
volumetria

Anexos R: pruebas estadisticas para el peso fresco
Anexo R. 1: Peso fresco por tratamiento por tratamientos
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Anexo R. 2: Promedio del peso fresco por tratamiento
Tratamiento Promedio por prarcela Promedio de tratamientdsd
6,973.95
3,745.50
Control 3,427.17 4,515.06 1225.302286
4,513.22
17,209.56
17,614.41
9,956.30
18,884.46
14,3597.70
- 11,574.10
Fertilizante 6,928.55 10,738.74 2655.8845855
10,054.58
7,076.00
6,327.58
9,620.64
5,609.40

15,916.28 3456.023832

Azospirillum

Acidos Himicos 7,158.41 1513.200873




Anexo R. 3: analisis estadisticos
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Tratamientos Blogue 1 Blogue 2 Blogue 3 Bloque 4 Suma de tratamientos
Control 6,973.95 3,745.90 4,427.17 4,513.22 19,660.24
Azospirillum 17,2059.96 17,614.41 9,956.30 18,884.46 63,665.14
Fertilizante 14,397.70 11,574.10 6,928.59 10,054.58 42,954.97
A. hdmicos 7,076.00 6,327.58 9,620.64 5,009.40 28,633.62
Suma de bloques 45,657.61 39,261.99 30,932.70 39,061.66 154,913.97

gran total 154,913.97

Factor de correccign 1,499,896,150.36

Suma de cuadrados total 1,869,321,653.10

Suma de cuadrados corregida 369,425,502.74

suma de cuadrados de blogue 6,108,767,255.63

Dividido por el n. de tratamier 1,527,191,813.91

S. de cuadrados de bloques c. 27,2595,663.54

Suma de cuadrados de tr. 7,104,788,678.10

Dividido por el n. de bloques 1,776,157,169.52

suma de cuadrados de tr c 276,301,019.16

Suma de cuadrados del error ¢ 65,828,820.03

Suma de cuadrados total 369,425,502.74
| ANOVA
Fuente de variacion grados de libertad Suma de cuadrados cuadrados medios f calculada ftabular
Total 15 369,425,502.74
Blogues 3 27,295,663.54 9,098,554.51 1.243938302 3.86
Tratamientos 3 276,301,019.16 92,100,339.72 12,59179577
Error experimental 9 65,828,820.03 7,314,313.34

Anexo R. 4: Agrupaciones

Agrupaciones

Tratamientos Media Grupo
Azopsirillum 15,916.28 |a
Fertilizante 10,738.74 |ab
A. Himicos 7,158.41 |bc
Control 4,915.06 [c




Anexo S: Pruebas estadisticas para peso seco

Anexo S. 1: Peso seco registrado
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Peso seco | P zeco | Pseco Fcaco
[ 16908 1780
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596.7 1087
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16051 S037
49 1579
Anexo S. 2: Porcentaje de materia seca por tratamiento
Tratamientos Promedio ms
Control 17.88 16.47 17.44 17.99 17.45
Azospirillum 14.83 14.00 16.77 14.51 15.03
Fertilizante 13.64 15,96 14.67 15.25 14.88
Acidos humicos 19.27 13.74 17.09 16.69 16.70
Anexo S. 3: analisis estadistico
Factor de correccion 4102.57
Suma de cuadrados total 20,577.59
Suma de cuadrados corregida 16,475.02
suma de cuadrados de bloque 16,431.65
Dividido por el n. de tratamientos 4,107.91
S. de cuadrados de bloques c. 5.34
Suma de cuadrados de tr. 16,486.80
Dividido por el n. de bloques 4,121.70
suma de cuadrados de trc 19.13
Suma de cuadrados del error experimental 16,450.55
Suma de cuadrados total 16,475.02
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ANOVA
Fuente de variacio|grados de libertad Suma de cuadrados |cuadrados medio|f calculaddf tabular
Total 15 16,475.02
Bloques 3 5.34 1.78 | 0.000973 3.86
Tratamientos 3 19.13 6.38 | 0.003488
Error experimenta 9 16,450.55 1,827.84

Anexo T: porcentaje de nitrégeno y proteina

Muestra It de Hcl % nitrogeno |Promedio  |Proteina g/100 g Promedio
Control 1 0.007 2.12 13.24
Control 2 0.0075 2.27 2209 14.18 13.74
Control 3 0.0073 2.21 13.80
A. himicos 1 0.0106 3.21 20.04
A. hl:ImIC[}S 2 0.0104 3.15 3067 19.67 50.42
A. himicos 3 0.0114 3.45 21.56
Azospirillum 1 0.0148 448 27.99
Azospirillum 2 0.014 4.24 4367 26.47 2799
Azospirillum 3 0.0145 439 27.42
Fertilizante 1 0.016 484 30.25
Fertilizante 2 0.0161 4.87 4.901 30.44 30.63
Fertilizante 3 0.0165 4.99 31.20

Anexo T. 1: ANOVA del porcentaje de nitrégeno

Tratamientos Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Suma de tratamientos

Control 2.12 2.27 2.21 6.60
Azospirillum brasilense 4.48 424 4.39 13.10
Fertilizante quimico 4.84 4.87 4.99 14.70
Acidos hiimicos 3.21 3.15 3.45 9.80
Suma de bloques 14.64 14,52 15.04 4420
Suma de bloques al cuadrado 1953.80




ANOVA

Suma de cuadrados total

175.91

Suma de cuadrados corregida

13.09

suma de cuadrados de blogue

651.41

Dividido por el ndmero de tratamientos

162.85

Suma de cuadrados de bloques corregida

0.04

Suma de cuadrados de tratamiento

527.40

Dividido para el numero de bloques

175.80

Suma de cuadrados tratamiento corregid

12.98

Suma de cuadrados del error experimental

0.07

Suma de cuadrados total corregida

13.09

ANOVA
Fuente de varia(grados de libertad Suma de cuadrdcuadrados m|f calculada
Total 11 13.09|no hay
Blogues 2 0.04( 0.0180778 1.56
Tratamientos 3 12.98 4.33 374.11
Error experimer 6 0.07 0.012
Anexo T. 2: Agrupaciones de tratamientos
Agrupaciones
Tratamientos Media Grupo
Fertilizante guimico 4.90|a
Azospirillum 437|b
Acidos himicos 3.27|c
Control 2.21|d
Anexo T. 3: analisis de los datos obtenidos para proteina
Tratamientos Bloque 1 Blogue 2 Bloque 3 Suma de tratamientos
Control 13.24 14.18 13.80 41.22
Azospirillum brasilense 27.99 26.47 27.42 81.88
Fertilizante quimico 30.25 30.44 31.20 91.90
Acidos himicos 20.04 19.67 21.56 61.27
Suma de bloques 91.52 90.76 93.98 276.26
Suma de bloques al cuadrado 76320.22
Gran total 276.26
Factor de correccion 6360.02
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Suma de cuadrados total
Suma de cuadrados corregida
suma de cuadrados de blogue
Dividido por el nimero de tratamientos

Suma de cuadrados de bloques corregida

Suma de cuadrados de tratamiento
Dividido para el numero de bloques

Suma de cuadrados tratamiento corregid
Suma de cuadrados del error experimental

Suma de cuadrados total corregida

6871.33
511.31
25445.72
6361.43
1.41
20601.61
6867.20
507.18
271
511.31

ANOVA
Fuente de variajgrados de libertad Suma de cuadrd cuadrados m|f calculada
Total 11 511.31|no hay
Blogues 2 1.41| 0.7061652| 1.5626374
Tratamientos 3 507.18 169.0615| 374.10769
Error experimer| 5] 271 0.451906

Anexo T. 4: Agrupaciones:

Agrupaciones

Tratamientos Medias |Grupo
Fertilizante 30.63|a
Azospirillum 27.29(b
Acidos hiimicos 20.42|c
Control 13.74|d
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