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l. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) en la sierra del Ecuador, es uno de los cultivos mas
importantes debido a la gran cantidad de terreno destinado a su cultivo y
al papel que cumple como componente basico de la dieta de la poblacion
rural (Yanez, C. 2007).

La superficie de maiz suave cosechada en choclo en todo el pais, fue de
39401 ha., con una producciéon de 43272 Tm y un rendimiento de 1,09
Tm/ha. De las cuales 1446 Tm fueron producidas en la provincia de
Chimborazo (INEC, 2008).

Este cultivo es producido en su mayoria por pequefios productores de
escasos recursos, principalmente en terrenos de baja fertilidad, donde
prevalecen los sistemas tradicionales de produccion, caracterizandose por

la baja utilizacion de fertilizantes y demas insumos agricolas (INIAP, 2007).

La fertilizacion es una practica indispensable para su produccién, siendo
la fertilizacion nitrogenada la mas importante debido a sus evidentes

efectos sobre el rendimiento (Urquiaga, S. 2000).

El nitrégeno es uno de los factores, que gobiernan la productividad del
cultivo de maiz, ya que procede de tres fuentes principales: las reservas
organicas e inorganicas del suelo; los fertilizantes minerales y los abonos
organicos; y la fijacion biologica del nitrdgeno que se encuentra en la
atmosfera. Sin embargo, las reservas del suelo son muy limitadas y los
fertilizantes son costosos y altamente contaminantes, por lo que la fijacion
biologica de nitrégeno constituye una alternativa importante para

aumentar la productividad de los cultivos (Milano, E. 2007).



La fijacion biolégica de nitrogeno en el cultivo de maiz puede ser
potenciada mediante el uso de biofertilizantes, los cuales se pueden
definir como preparados que contienen cepas microbianas que se aplican
al suelo o a las semillas, con el objetivo de incrementar el nUmero de
microorganismos en el medio y acelerar los procesos microbianos,
aumentando de esta forma las cantidades de nutrientes que pueden ser

asimilados por las plantas (The Latin American Alliance, 1997).

Algunos géneros de microorganismos empleados para producir
biofertilizantes son capaces de fijar al suelo el nitrdgeno que se encuentra
en la atmésfera y hacerlo disponible para los cultivos, como es el caso de
Azospirillum, Azotobacter, Herbaspirillum y Burckolderia (bacterias);

Gigaspora y Scutellospora (micorrizas) (Labandera, C., et al., 2000).

El Programa de Maiz de la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC)
del INIAP, cuenta con una coleccion de cepas nativas de Azospirillum
spp., con su respectiva base de datos, de las cuales se han realizado
estudios de su aplicacién en el cultivo de maiz en invernadero y campo,
recomendandose emplear las cepas de Azospirillum spp., de algunas
zonas agroecoldgicas de las provincias de Chimborazo, Bolivar y
Tungurahua, en combinacion con fertilizantes inorganicos y organicos,
debido a que se obtuvieron prometedores resultados, los cuales muestran
un incremento en el desarrollo de las plantas, mayor productividad y mejor

rendimiento (Espinoza, L. 2004).

Esto muestra la necesidad de continuar con los estudios del uso de
Azospirillum, con el fin de generar una tecnologia que beneficie a los

productores de maiz y que sea amigable con el medio ambiente.



Para este trabajo de investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

v' Evaluar el efecto de la aplicacion del biofertilizante a base de tres
cepas de Azospirillum spp. en el cultivo de Maiz (Zea mays L.)
variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacion,

en el sector de Ainche, provincia de Chimborazo.

v Seleccionar la cepa de Azospirilum spp. mas eficiente en la

produccion del cultivo de maiz (Zea mays L.)

v' Evaluar el mejor tipo de fertilizacion complementaria que
acompafie a Azospirillum spp. para una buena produccién del

cultivo de maiz.

v' Realizar un andlisis econémico de presupuesto parcial y tasa

marginal de retorno.



Il REVISION DE LITERATURA.

2.1. Generalidades

El Maiz (Zea mays L.) es el tercer cereal mas cultivado del mundo,
seguido por trigo y arroz. Se desarrolla en diferentes climas que van
desde el tropico hasta los climas templados; desde el nivel del mar hasta
altitudes de 3000 msnm, y en latitudes entre 23° norte y 23° sur desde el
Ecuador (Molina, S. 2006).

2.2. Clasificacion Taxonémica.

El maiz taxon6micamente pertenece a:

Reino: Vegetal

Subreino: Embriobionta

Division: Magnoliophyta (Angiospermae)
Clase: Liliopssida (Monocothyledoneae)
Orden: Cyperales

Familia: Poaceae

Género: Zea

Especie: mays

Nombre Cientifico: Zea mays. L
(Cronquist, A. 1988).

2.3. Descripcién botanica.

2.3.1. Raiz.

La raiz primaria, o0 sea, la que se desarrolla en la germinacion tiene corta

duracion. En la planta adulta todo el sistema radicular es adventicio y



brota de la corona, con el apice en la parte inferior formado por 10
entrenudos muy cortos. El tamafio y la forma del sistema radicular
cambian considerablemente de acuerdo al tipo de propagacion y las

condiciones ambientales (Terranova, 1995).

2.3.2. Tallo.

El tallo de maiz esta constituido por nudos y entrenudos de numero y
longitud variable. La parte inferior y subterranea del tallo, la corona,
poseen entrenudos de los cuales salen los tallos laterales y las raices
principalmente. En los entrenudos siguientes, en especial en las plantas
jovenes existen una zona de crecimiento activo o intercalar ubicada en la
parte inferior del entrenudo, de una longitud menor a 0.5 mm de ancho, en

la que se producen tejidos nuevos (Maroto, J. 1998).

2.3.3. Hojas.

Estan constituidas por vaina, cuello y lamina. La vaina es una estructura
cilindrica abierta hasta la base, que sale de la parte superior del nudo,
mientras que el cuello es la zona de transicion entre la vaina envolvente y
la lamina abierta. La Lamina es una banda angosta y delgada de hasta
1.5 m de largo por 10 cm de ancho que termina en un apice muy agudo.
El nervio central estd bien desarrollado, es prominente en el envés de la

hoja y concavo en la parte superior (Grin. 2001).

2.3.4. Inflorescencia Masculina.

La inflorescencia masculina o panoja, normalmente se hace visible entre
las dltimas hojas de la planta, de siete a diez dias antes de que aparezcan

los estilos de la inflorescencia femenina. Generalmente de dos a tres dias



antes de comenzar la liberacion del polen, se elongan los internudos de la
parte alta del tallo impulsando a la panoja, la cual queda completamente
desplegada; la planta, en ese momento, alcanza su altura definitiva
(Maroto, J. 1998).

2.3.5. Inflorescencia Femenina.

Corresponde a una espiga. La espiga, por su parte, se presenta cubierta
por bracteas u hojas envolventes. La espiga, conjuntamente con las
bracteas, conforma la mazorca. La mazorca apical determina su nimero
de 6vulos 15 a 20 dias antes de la emisién de estilos, presentando en ese
momento entre uno y dos cm de longitud. La cantidad de évulos de la
mazorca apical puede variar entre 500 y 1000. La inflorescencia femenina
estiq conformada por espiguillas; cada espiguilla, a su vez, contiene dos
flores, de las cuales sélo una logra emitir su estilo; la otra flor aborta,

origindndose, por lo tanto, so6lo un grano por cavidad (Grin. 2001).

2.3.6. Frutos.

En el maiz la mazorca es compacta y estd formada por hojas
transformadas que en la mayoria de los casos la cubre por completo. El
eje de inflorescencia recibe el nombre de tusa en América del Sur y el de
elote en México y América Central. La zona de insercion de los granos
esta formada principalmente por las clpulas; érganos caracteristicos de
ciertas poaceas que tiene forma de copa, con paredes, cuya base
angosta se conecta con el sistema vascular del cilindro central
(Terranova, 1995).



2.3.7. Semillas.

La semilla de maiz estd contenida dentro de un fruto denominado
caridpside; la capa externa que rodea este fruto corresponde al pericarpio,
estructura que se sitla por sobre la testa de la semilla. Este Ultima esta
conformada internamente por el endospermo y el embrion, el cual a su
vez estd constituido por la coleoriza, la radicula, la plumula u hojas

embrionarias, el coleoptilo y el escutelo o cotiledon (Maroto, J. 1998).

2.4. Descripcién de la variedad INIAP 101

2.4.1. Origen.

INIAP-101, fue desarrollada por el Programa de Maiz de la Estacion
Experimental Santa Catalina, en el periodo 1971 a 1979. Tiene como
progenitor la variedad “Cacahuazintle” de México a partir de la cual y
luego de varios afios de seleccidbn se ha obtenido esta variedad. El
material original fue introducido del Centro Internacional de Mejoramiento
de Maiz y Trigo (CIMMYT) ubicado en México y el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) (Silva E., et al., 1997).

2.4.2. Zonificacion.

Esta variedad se adapta en los valles centrales de la region interandina en
altitudes comprendidas entre los 2400 a 3000 msnm (Yanez, C., et al.,
2003).



2.4.3. Caracteristicas agronémicas.

Cuadro 1. Caracteristicas agronémicas del maiz INIAP-101

Caracteristicas” Promedio
Floracién femenina (dias) 92
Altura de la planta (cm) 195
Altura de la mazorca (cm) 94
Porcentaje de desgrane 79
Peso de 100 semillas (g) 74
Dias a la cosecha en choclo 125
Dias a la cosecha en seco 205
Rendimiento en grano seco (t/ha) 4,0
Rendimiento comercial de choclos (sacos/ha)? 215

Fuente: (Yanez, C., et al., 2000).
Y Datos obtenidos en localidades gue varian de 2 400 a 3000 msnm.
2/ Sacos de 140 choclos de ler y 2da clase.

Ademdas posee buen rendimiento, precocidad, grano blanco textura
harinosa y de buena calidad, mazorca grande y resistencia al acame
(Yanez, C., et al., 2003).

2.4.4. Caracteristicas de calidad.

Cuadro 2. Caracteristicas de calidad INIAP-101

Rubro Porcentaje (%)
Humedad 7,63
Proteina 6,39
Almidon 74,24

Fuente: (Caviedes, M., et al., 2002).



2.45. Usos

Esta variedad es muy apetecida en estado fresco (choclo), sin embargo
es apreciada para la elaboracion de tostado, mote, chicha, humitas,
tortillas, harina, etc.; ademas, la planta es utilizada como forraje para la
alimentacion de ganado vacuno y especies menores, o como abono

incorporandole al suelo (Caviedes, M., et al., 2002).

2.5. Manejo agronémico del cultivo.

2.5.1. Epocade siembra.

Varia desde Septiembre hasta mediados de Noviembre, dependiendo de
la localidad y de la disponibilidad de agua de riego o el régimen de lluvias
(Noroiia, J. 2008).

2.5.2. Preparacion del suelo.

Se recomienda preparar el suelo con 2 meses de anticipacién para
facilitar la descomposicion de residuos. Las labores de arado, rastrado y

surcado pueden realizarse con tractor o yunta (Norofia, J. 2008).

2.5.3. Densidad de la Siembra.

Las distancias de siembra sugeridas son: en cultivo solo a 80 cm entre
surcos y a 50 cm entre sitios con 2 semillas por sitio (50 000 plantas/ha).
La cantidad de semilla de maiz INIAP-101 requerida para la siembra es
de 30 Kg/ha (Silva, E., et al., 1997).



2.5.4. Fertilizacion.

Para una adecuada fertilizacién es necesario realizar un analisis quimico
del suelo. La variedad INIAP-101 es eficiente en el aprovechamiento de
nutrientes del suelo por lo que necesita dosis bajas de fertilizacion. Para
suelos bajos en nitrogeno (menos de 25 ppm) y de fésforo (menos de 10
ppm), se sugiere aplicar al menos una dosis de 80 kg/ha de N y 90 kg/ha
de P,0s, la cual se puede alcanzar con la aplicacién de cuatro sacos de
45 kg de 18-46-00 a la siembra y dos sacos de urea al aporque (45 dias

después de la siembra) (Yanez, C., et al., 2000).

2.5.5. Control de Malezas

Los herbicidas deben aplicarse inmediatamente después de la siembra,
sobre suelo humedo. En caso de no aplicarse herbicidas, se debe realizar
una o dos deshierbas con yunta o a mano, de acuerdo a la incidencia de

malezas (Yanez, C., et al., 2003).

Si existe una alta presencia de malezas se recomienda aplicar herbicidas
selectivos a base de Atrazina en dosis de 1,6 a 2,0 Kg/ha de producto

comercial, en 400 litros de agua (Caviedes, M., et al., 2002).

2.5.6. Control de Insectos

Se recomienda hacer aplicaciones de insecticidas Unicamente cuando sea
necesario. Para el caso de gusano trozador (Agrotis ipsilon), si se observa
un 10% de plantas cortadoras o con sintomas de marchitez, se
recomienda aplicar a la base del tallo insecticidas como: Thiodan
(Endosulfan) en dosis de 2 litros/ha; Orthene (Acephate) 0,8 Kg/ha, entre
otros (Silva, E., et al., 1997).
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Para controlar a los gusanos de la mazorca (Heliothis zea y Euxesta

eluta), se recomienda la aplicacion de aceite comestible de origen vegetal
con aceitero o algodén en tres aplicaciones. La primera cuando una
tercera parte de las plantas presentan en sus mazorcas hasta 3 cm de
presencia de estigmas; la segunda luego de 8 dias y la tercera a los 15
dias de la primera aplicacion. La cantidad de aceite a usar es de 3 a 4 I/ha

por aplicacion (Dobronski, J., et al., 1999).

2.5.7. Cosecha

La cosecha para choclo se efectia cuando el grano estd en estado
“lechoso”, para semilla al momento de la madurez fisiolégica (cuando en
la base del grano se observa una capa negra) y para grano comercial se

puede esperar entre 20 a 30 dias mas en el campo (Silva, E., et al., 1997).

2.5.8. Almacenamiento

Para almacenar las mazorcas, grano comercial o semilla, deberan
secarse completamente y colocarlas en lugares frescos, secos y libres de

gorgojo (Caviedes, M., et al., 2002).

2.6. El género Azospirillum

El género Azospirillum spp. es una bacteria promotora de crecimiento
vegetal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria PGPR) de vida libre,
capaz de ayudar al crecimiento y produccién de numerosas especies
vegetales; que tiene la habilidad de producir fitohormonas que mejoran el
crecimiento radicular, absorcion de agua y minerales presentes a lo largo
de la produccion del cultivo, y en muchos casos en la mayor produccion

de plantas. Desde su descubrimiento a mediados de 1970, por
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Dobereiner, ha demostrado ser una bacteria promotora debido a que
promueve el crecimiento vegetal. En paises desarrollados, Azospirillum es
usado como un inoculante bacterial, solo y junto con otras PGPR vy
hongos de micorrizas vesiculo-arbusculares. Los extensos estudios
genéticos, bioquimicos y de aplicaciones, han demostrado que
Azospirillum, es uno de los mejores PGPR's (Vande Broek, A., et al.,
2000).

Azospirillum no solo fija nitrégeno, produce ademas auxinas, sustancias
promotoras del crecimiento vegetal, como el &cido indol acético (I1AA), el
cual induce el aumento de pelos radiculares, logrando con esto la planta
una mayor absorcion de nutrientes. Otra auxina que se ha relacionado
con Azospirillum brasilense es el acido indol butirico (IBA) encontrado en
plantulas de maiz inoculadas con este microorganismo. Otros posibles
mecanismos que benefician el crecimiento de las plantas son la
produccion de sideroforos, activacion de mecanismos de mineralizacion y
solubilizacién, por produccién de antibiéticos y por induccion de la

expresion de factores de resistencia por las plantas (Novo, R. 2002).

Debido a todas estas caracteristicas Azospirillum es considerada como
una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal PGPR. Esta bacteria
es movil debido a la presencia de un flagelo polar y varios laterales,
habilitandola para moverse en medios liquidos y gelificados,
desplazadndose in vitro hacia compuestos que se encuentran en los
exudados radicales, y posibilitando la adsorcién del microorganismo a la

superficie de la raiz (Baca, B. 2002).

2.6.1 Habitat del género Azospirillum

Las especies de Azospirillum son habitantes regulares del ambiente

externo de las raices (rizosfera) y de las hojas (phyllosphere) existiendo
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como flora epifita no patdégena. Algunas especies existen en grandes
cantidades en la rizosfera de las plantas superiores, en crecimiento
asociativo con estas, beneficiandolas con el nitrégeno fijado (Mortimer, P.,
et al., 1981).

Azospirillum muestra una amplia distribucion geografica alrededor del
mundo. Son mas abundantes en las regiones tropicales, pero también se
les encuentra en las regiones templadas, frias y desérticas. El pH del
suelo juega un papel importante en la presencia de las especies del
género Azospirillum. Las especies de A. brasilense y A. lipoferum se
encuentran en mayor abundancia en suelos con valores de pH cercanos a
la neutralidad. A pH bajo 5 se les encuentra en forma esporadica, y su
aislamiento no se logra de suelos con pH menor a 4.5. Algunos factores
abioticos tales como porcentaje de arcilla, contenido de materia organica,
capacidad de retencion de agua y contenido de nitrégeno afectan
positivamente la sobrevivencia de A. brasilense, en tanto que el tamafio
de las particulas de arena y especialmente la alta concentracion de
carbonato de calcio afectan negativamente la sobrevivencia de esta

especie en ausencia de plantas (Caballero, 2001).

Las bacterias del género Azospirillum han sido aisladas de la superficie de
la raiz de una muy amplia variedad de plantas y de su rizosfera,
incluyendo cereales como maiz, trigo, arroz, sorgo, avena, pastos
forrajeros como Cynodon dactylon, Poa pratensis, Festuca arundinacea,
de diferentes especies de Pennisetum y Panicum. Especies de
Azospirillum fueron aisladas incluso del henequén (Agave fourcroydes), y
plantas cactaceas que incluyen diferentes especies de Opuntia y
Stenocereus. En algunos casos se logré confirmar el aislamiento de A.
brasilense y A. amazonense de semillas de pastos esterilizadas
superficialmente. Aun cuando no fueron identificados al nivel de especie,

algunas cepas de Azospirillum fueron aisladas de esporocarpos de los
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hongos ectomicorrizicos Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata vy

Rhizopogon vinicolor (Caballero, 2001).

2.6.2. Aislamiento

El aislamiento de la bacteria Azospirillum resulta en lo general muy
simple, ya sea a partir de suelo rizosférico o de la superficie de las raices
(rizoplano) de numerosas plantas hospederas. Tambiéen se le aisla del
interior de las raices o tallos de algunas plantas (Caballero, 1998). El
medio de cultivo usado para el aislamiento de las especies de
Azospirillum es el NFB (Nitrogen Fixation Biological) semigelificado, libre
de nitrégeno y con malato como fuente de carbono. En este medio de
cultivo son aisladas predominantemente cepas de las especies A.
lipoferum y A. brasilense. El medio NFB con algunas modificaciones en su
composicion y pH permiten el aislamiento predominante de otras especies
de Azospirillum. (Caballero, J. 1998).

Estos medios modificados son usados frecuentemente para evaluar la
actividad reductora de acetileno, como indicativo de la fijacibn de
nitrégeno. En tubos, el crecimiento bacteriano en forma de sombirilla,
transformado en una pelicula blanca y densa a 2-3 mm por debajo de la
superficie del medio de cultivo y el cambio de color del indicador azul de
bromotimol son considerados tentativamente como positivos para el

aislamiento de la bacteria (Caballero, 1998).

El cultivo puro se logra en diferentes medios de laboratorio, siendo muy
usado un medio adicionado del colorante rojo congo, en el cual A.
lipoferum y A. brasilense toman un color rojo escarlata que permite la

diferenciacion de otros géneros bacterianos (Caballero, 1998).
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2.6.3. Ambiente rizosférico

Aparentemente, una bacteria del suelo deberd sobrevivir a las multiples
interacciones que se presentan con la compleja comunidad microbiana
gue habita el mismo microambiente, antes de que ocurra cualquier
interaccién con las raices de la planta. En el inicio de una interaccién con
las raices de la planta hospedera, el microorganismo especifico debera
llegar a la superficie de las raices, adherirse y multiplicarse para
colonizarla. Si la bacteria tiene la capacidad de invadir los tejidos internos,
se diseminara en el interior de la raiz e incluso en otros 6rganos de la
planta (Caballero, J. 2001).

La adaptacion de Azospirillum al futuro ambiente rizosférico
probablemente se inicia con la germinacién de la semilla, la cual exuda
infinidad de compuestos organicos que forman parte fundamental de la
espermosfera. Posteriormente, la exudacién de compuestos sera a través
de las raices durante el desarrollo de la planta. Aun cuando las especies
de Azospirillum difieren en su capacidad para utlizar diferentes
compuestos como fuentes de carbono y nitrdgeno, estas bacterias usan
para su crecimiento unos pocos mono Yy disacéridos asi como alcoholes
polihidroxilados, y principalmente diversos &acidos organicos tales como

malico y succinico y algunos aminoacidos (Basham, Y. 1997).

2.6.4. Interaccién con la planta

Probablemente, una vez que las células de Azospirillum se han adaptado
a las condiciones del ambiente rizosférico y han logrado llegar a la
superficie de las raices, debido a sus caracteristicas quimicas y
aerotacticas, se iniciara el establecimiento de la asociacion. Diferentes
estudios han mostrado que A. brasilense tiene la capacidad para

adherirse a las raices de plantas gramineas como el mijo (Pennsisetum
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purpureum) y Digitaria decumbens, trigo, maiz, asi como a las raices de
plantas de otras familias que incluyen al algodon y tomate, e incluso a
superficies inertes como poliestireno y arena. La capacidad de
Azospirillum para adherirse a las raices, al menos a las de mijo, es
significativamente mayor que la mostrada por otras bacterias de la
comunidad rizosférica como Rhizobium, Azotobacter, Klebsiella o

Pseudomonas, e incluso que E. coli (Caballero, J. 2001).

La asociacion de Azospirillum con las raices de las plantas se desarrolla
en dos etapas completamente independientes. La primera consiste en
una adsorcion rapida (un tiempo de exposicion de las bacterias de 2
horas en la semilla), débil y reversible, la cual es dependiente de
proteinas de la superficie bacteriana. La segunda fase consiste de un
anclaje lento pero firme e irreversible que alcanza su méximo nivel 16 h
después de la inoculacion, el cual parece ser dependiente de un

polisacarido extracelular de Azospirillum (Basham, Y., y Holguin, G. 1997).

La inoculacion de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los
principales sitios de colonizacién son las areas de elongacion celular y las
bases de los pelos radicales. S6lo algunas células de Azospirillum llegan
a adherirse a la cofia 0 a los pelos radicales. Sin embargo, fue observada
la presencia de Azospirillum dentro del mucigel que se acumula en la
cofia. La inoculacion de raices de trigo con una cepa de Azospirillum que
expresa constitutivamente el gen reportero gusA mostrO que en los
primeros dias de la asociacion las células bacterianas colonizan
especificamente los sitios de emergencia de las raices laterales y las
regiones de los pelos radicales, tanto de la raiz primaria como de las
raices secundarias y posteriormente la superficie de la raiz. En plantas de
trigo fue observado que la inoculacion de Azospirillum induce cambios en
la morfologia de los pelos radicales, siendo éstos cambios

significativamente mayores que los causados por Rhizobium
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leguminosarum o Azotobacter chrococcum, los cuales son minimos

(Yegorenkova, I., et al., 2001).

Ademas, se observé que la inoculacién con 10° a 10° células de
Azospirillum causa tanto la elongacién como el aumento de la superficie
total de la rafz, en tanto que la inoculacién de 10° a 10° células, causan la
inhibicion del desarrollo de ésta. Aparentemente, el incremento del
tamafo del sistema radical se debe, al menos parcialmente, al aumento
de la division celular y al intenso crecimiento de la zona de elongacion de
las raices. Es de interés sefialar que los sitios que coloniza Azospirillum
lipoferum son diferentes, dependiendo de la variedad de la planta, al
menos en el caso del arroz. La capacidad de Azospirillum para colonizar
las raices de las plantas es variable dependiendo de la cepa. Con el uso
de microscopia confocal de rayos lasser y sondas de oligonucleétidos
fluorescentes y con el uso de anticuerpos monoclonales cepa-especificos
ha sido mostrado que algunas cepas de A. brasilense, incluyendo a la
cepa tipo Sp7, se encuentran restringidas al ambiente rizosférico y son
capaces de formar colonias solamente en la superficie de la raiz de
plantulas de trigo, en tanto que otras cepas son encontradas
frecuentemente en altas densidades en los espacios intercelulares de la

raiz, asi como en el interior de los pelos radicales (Caballero, J. 2001).

2.6.5. Mecanismos de estimulacién del crecimiento de las plantas

La capacidad de Azospirillum para estimular el crecimiento de las plantas
ha sido demostrada en decenas de experimentos, tanto de campo como
de invernadero. Varios son los mecanismos que se han sugerido como
responsables del efecto estimulatorio observado en las plantas
inoculadas.
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En numerosos estudios de inoculacion con Azospirillum, ademas del
mejor crecimiento de las plantas, fueron observados incrementos en el
contenido de nitrégeno total de las plantas inoculadas respecto a los
testigos y en la incorporacién de *°N. No obstante, en la mayoria de estos
estudios no fueron observadas diferencias significativas en el porcentaje
de nitrégeno o en el contenido de proteina entre plantas inoculadas y no
inoculadas, razén que contribuyé a desechar la idea de que la fijacion
biologica de nitrogeno fuera el mecanismo responsable de los efectos
benéficos observados. Debido a que los efectos de la inoculacion con
Azospirillum sobre el crecimiento de la raiz y la parte aérea de las plantas
son similares a los que se presentan cuando las plantas son tratadas con
fitohormonas fue sugerido que estas sustancias podrian ser responsables
del mejor crecimiento de las plantas, asi como de los incrementos
observados en el contenido de minerales y en el rendimiento de los

cultivos (Bashan, Y. y Levanony, H. 1990).

Recientemente ha sido revisada la funcion de las fitohormonas en las
asociaciones planta-microorganismo. Azospirillum tiene la capacidad de
producir auxinas, citocininas y giberelinas en medios de cultivo. No
obstante, el mecanismo analizado con mayor amplitud ha sido la
produccion de auxinas, especialmente la del acido indolacético (AIA). El
AIA producido por las bacterias puede modificar el contenido de
fitohormonas de las plantas conduciendo a la estimulacion del crecimiento
de las mismas (Thuler, D., et al., 2003).

La produccion de auxinas por Azospirillum spp., se cree que juega un
mejor rol al promover el crecimiento vegetal, aunque pequeias evidencias
en plantas, han sido publicadas en los dltimos afios, que Azospirillum
spp., produce altas cantidades de AIA extracelular, sin embargo, altas
concentraciones de suspension bacteriana, inhibe la elongacion de las
raices (El Khawas, M. y Adachi, K. 1999).
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En cultivos de Azospirillum, ademas de AIA se han encontrado otros
compuestos inddlicos y metabolitos relacionados tales como el acido indol
piravico, indol lactico, indol acetamida, indol acetaldehido, indol etanol e
indol metanol, triptamina, antranilato y otros compuestos indélicos no
identificados (Caballero, J. 2001).

Actualmente se conoce que Azospirillum puede sintetizar AIA a través de
tres vias. En tanto que las vias del acido indol piravico y la del indol
acetamida son dependientes del triptofano, la tercera es una via
independiente de este aminoacido, desconociéndose el precursor del AlA.
Resultados recientes permiten sugerir que la indol piruvato descarboxilasa
es una enzima comun tanto a la via del indol pirtvico como a la via no

dependiente de triptofano (Caballero, J. 2001).

El efecto benéfico de Azospirillum spp., consiste en la produccién de
giberelinas. La aplicacion de giberelinas tiene efectos similares a los que
presenta Azospirillum spp., en el incremento de los pelos radicales, altura

de planta y reduccién de procesos fisioldgicos (Piccoli, P. et al., 1997).

El efecto del potencial de agua (concentracion de O;) sobre el crecimiento
y produccion de giberelinas A3, indico que utilizan agua en un 50% para
producir células con capacidad de producir altas cantidades de agua,
formar resistencia a la sequia y ayudar a la formacion del fruto con buen
tamafio. Esto indica, un incremento en la cantidad de giberelinas A3
producidas dentro de la planta por Azospirillum spp., que actian en la
induccion de crecimiento de las plantas y la resistencia a la sequia en el

cultivo de maiz (Piccoli, P. et al., 1997).

Durante las fases de crecimiento vegetal, la produccion de etileno es
minima. El etileno juega un papel importante en la germinacién de las

semillas, la bacteria Azospirillum produce cantidades de etileno
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suficientes para romper la latencia de la semilla (Holguin, G., y Glick, B.
2003).

2.6.6. Metabolismo del Nitrégeno.

La fijacion de nitrégeno es el principal mecanismo por el cual Azospirillum
afecta el crecimiento de las plantas. En los ultimos afios, pocos estudios
han focalizado el ciclo del nitrégeno dentro de las células, y los genes
involucrados. Aparentemente, la habilidad de las cepas de Azospirillum
suelen mantenerse en forma natural, mejorando su capacidad para
expresar una actividad excepcional de la nitrogenaza. La eficiencia de la
fijacion de nitrégeno y la desnitrificacion puede ser regulada a través de la
concentracion de oxigeno, nitratos y molibdeno. EI maximo rango de
crecimiento se observé bajo condiciones micro aerdbicas al 5% de O, 2
g/l de nitrato y la maxima concentracion de molibdato posible (0.5 g/l).
Estas condiciones fueron llevadas para una maxima eficiencia en el

proceso de desnitrificacion (Furina, E., et al., 1999).

Sin embargo, bajo condiciones de fijacibn de nitrogeno, la tasa de
respiracion no parecia ser un limitante para el crecimiento vegetal.
Ademas posee la capacidad de adaptarse a bajas temperaturas y a
concentraciones bajas de oxigeno, dependiendo de la capacidad de la
bacteria para usar eficientemente los nitritos y nitratos (Tsagou, V., et al.,
2003).

La fijacion de nitrégeno por Azospirillum, fue el primer mecanismo
sugerido para promover el crecimiento de las plantas. La mayoria de las
evidencias registradas durante las tres décadas anteriores sobre este
mecanismo de accion ha generado controversia. Algunos experimentos
en invernadero y campo han de mostrado repetidamente que es minima la

transferencia de nitrogeno fijado por Azospirillum; sin embargo, no se
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descarta su capacidad de fijar nitrogeno (Kennedy, R. y Chellapilai, D.
1998).

Todas las cepas colonizan la superficie y la parte interna de la raiz,
estimulando el crecimiento vegetal, incrementando en un 80% del

nitrégeno fijado en el suelo y la planta (Saubidet, M., et al., 2002).

Cerca de 15 a 20 genes estan involucrados en la sintesis de la
nitrogenaza y en la actividad fijadora de nitrégeno, en especial el gen Nifa
gran negativo. En Azospirillum, Nifa, ayuda al proceso de fijacion en
cualquier forma que este se encuentre, ya sea de amonio, nitritos y
nitratos (Steenhoudt, O., et al., 2001).

2.6.7. Solubilizacion de fosfatos, minerales y degradadores de

sideroforos.

En estudios in vitro, indican que las plantas inoculadas con Azospirillum,
toman de mejor forma los minerales y la glucosa producida por las raices
(exudados). Estas observaciones pueden ser claramente explicadas,
mediante la acidificacion de nutrientes de medios de aislamiento de
Azospirillum, pues, la bacteria puede producir diferentes acidos organicos
gue ayudan en la Solubilizacion del fésforo. Debido a que puede
solubilizar fésforo por si mismo sin la adicién de exudados de la planta
(Amooaghaie, R., et al., 2002).

Tres cepas de Azospirillum aisladas de espocarpos de micorrizas, en
pruebas in vitro, solubilizaron fosfatos de calcio, adicionalmente estas
bacterias produjeron modificaciones estructurales en las moléculas de los
otros fosfatos de magnesio, fosfato de amonio y algunos sideroforos
(Kamnev, A., etal., 1999).
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2.6.8. Factores que inciden en la eficiencia de Azospirillum

Entre los factores que mas inciden en la adaptabilidad y eficiencia de

Azospirillum a la rizésfera tenemos:

Temperatura, su mayor crecimiento ocurre entre 32 y 36 °C y disminuye

de forma pronunciada por debajo de 30 °C (Martinez, R. 2008).

pH, con un punto 6ptimo entre 6,8 y 7,0; por debajo de pH 5 no es posible

lograr su aislamiento (Martinez, R. 2008).

Suministro de Carbono, los microorganismos deben de tener acceso a
abundantes fuentes de Carbono para su crecimiento y la produccion de
energia, sobre todo en el caso de los fijadores de Nitrogeno, ya que la
fijacion de una molécula de N2 requiere aproximadamente 16 moléculas
de ATP, por lo que los organismos deben utilizar considerables

cantidades de sustratos (Martinez, R., et al., 2008).

Humedad, la falta o exceso de humedad limita la vida microbiana en el
suelo y, como es natural, también en la zona rizosférica. El exceso influye
sobre todo en la capacidad de aireacion y es mas perjudicial que la falta
de humedad, ya que algunos de los organismos rizosféricos son capaces
de formar quistes (Azospirillum) que les permiten sobrevivir durante largos

periodos a la desecaciéon (Moreno, J. et al., 1986).

Aireacion ejerce un efecto muy marcado, sobre el desarrollo de la mayoria
de los diazotrofos, en comparacion con otros microorganismos no
fijadores. A pesar de esto, Azospirillum funciona mejor a concentraciones

reducidas de Oxigeno, debido a la sensibilidad del complejo nitrogenasa
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al Oxigeno molecular, el cual inactiva de forma irreversible a la enzima
(Zuberer, D. 1990).

Alto contenido de arcilla, materia organica y buena capacidad de
retencion de agua afectan positivamente la presencia de Azospirillum en
el suelo, mientras que alto contenido de particulas arenosas y elevada
concentracion de Carbonato de Calcio afectan negativamente su

supervivencia (Martinez, R., et al., 1999).

La cantidad y tipo de secreciones de las raices de cada especie vegetal,
presentan exudados de diversas sustancias (azUcares, fenoles, vitaminas,
aminoacidos, acidos organicos y grasos, nucleoétidos, esteroides, etc.),
algunas de las cuales pueden ayudar al establecimiento de las bacterias
en la zona rizosférica, mientras que otras pueden actuar como repelentes.
Asi, por ejemplo, en el caso del maiz los exudados que predominan son
azucares (65 %), acidos organicos (33 %) y aminoacidos (2 %), aunque la
diversidad es amplia y se han encontrado en este cultivo mas de 10 tipos

de &cidos organicos y 4 tipos de azucares (Kraffczyk, I., et al., 1984).

2.7. Biofertilizantes

Los primeros estudios que se realizaron acerca de lo que hoy se llama
biofertilizaciébn estuvieron relacionados con la fijacion bioldgica de
Nitrégeno atmosférico y se remontan a la primera mitad del siglo XIX
(Martinez, V. 1995).

Los biofertilizantes microbianos pueden definirse como productos a base
de microorganismos que viven normalmente en el suelo, aunque en
poblaciones bajas, y que, al incrementar sus poblaciones por medio de la
inoculacion artificial, son capaces de poner a disposicion de las plantas,

mediante su actividad bioldgica, una parte importante de los nutrientes
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gue necesitan para su desarrollo, asi como de suministrar sustancias
hormonales o promotoras del crecimiento. En un sentido amplio, estos
términos pueden usarse también para incluir todos los recursos organicos
necesarios para el desarrollo de las plantas, los cuales son transformados
mediante la accion de los microorganismos (bacterias, algas azul
verdosas, hongos, algas y protozoos). La importancia de los
biofertilizantes radica en su capacidad para suplementar o movilizar
nutrientes con un minimo uso de recursos no renovables; ademas, tiene
la ventaja de que los procesos microbianos son rapidos y pueden
aplicarse en pequeiias unidades para solucionar problemas locales
especificos (Martinez, R., et al., 1999).

Actualmente los biofertilizantes de nitrégeno estan siendo utilizados en
muchos paises (Motsara, et. al. 1995), ya que se ha reconocido la
aplicacion agronomica de los sistemas de fijacion biologica de nitrogeno,

tales como los de Azospirillum (Umali-Garcia, M., et. al,. 1984).

En experimentos de campo la inoculacion con Azospirillum ha promovido
el crecimiento de plantas de importancia agronémica en un 10-20 %
(Okon, 1985; Summer, 1990; citados por Zaady, E. y Perevolotsky, A.
1995).

En cultivos como arroz, maiz, trigo y cafia de azucar, Los biofertilizantes a
base de Azospirillum puede incrementar el rendimiento entre el 15y el 30
%. En Cuba se han utilizado biofertilizantes a base de esta bacteria que
permiten la sustitucién del 25% del fertilizante nitrogenado, en arroz e
incrementan el rendimiento entre el 5 y el 15%. En cafia de azlcar la
aplicacion de biopreparados a base de Azospirilum ha producido
incrementos en los rendimientos que varian entre el 17 y el 50%, y ha
permitido ahorrar entre 50 y 100% del fertilizante nitrogenado (The Latin

American Alliance, 1997).
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En el cuadro 3, se presentan los microorganismos que pueden ser
considerados como biofertilizantes principales entre los fijadores de Ny y

las mayores limitaciones que existen para su uso segun Ladha, J. 1997

Todos estos organismos han sido ubicados como fijadores de Nitrdgeno
atmosférico a partir de las pruebas de reduccion del acetileno a etileno.
Pero de esta larga lista, solo unos pocos géneros se han considerado
capaces de aportar beneficios a los cultivos cuando se aplican como
biofertilizantes: Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum y algunas especies de algas verde-

azules heteroquiticas (Ladha, J. 1997).

Cuadro 3. Biofertilizantes fijadores de N, limitaciones y uso por los

agricultores

. . . Limitaciones Limitaciones Uso por los
Biofertilizante Cultivo P . b ;
técnicas socio-econdm. | agricultores
Rhizobium Leguminosas | Baja calidad del | Pobre Amplio uso
y de granos. inoculo. infraestructura. Amplio uso
Bradyrhizobium | Leguminosas | Bajo Fosforo en | Poco Uso
de aceite. suelo. conocimiento por | intermedio
Leguminosas los agricultores.
forrajeras.
Azolla Arroz Mantenimiento Pobre Uso
del in6culo. infraestructura. intermedio
Bajo Fosforo.
Calor Plagas y
enfermedades.
Cianobacterias | Arroz Bajo Fosforo. Falta de Uso
Malezas. tecnologia intermedio
Azospirillum Gramineas Pobre inéculo Poco Uso
conocimiento por | intermedio
los agricultores
Azotobacter Todos los Pobre inéculo Poco A més o
cultivos conocimiento por | menos
los agricultores
Glucon Cana de Conocimiento Poco A més o
acetobacter azucary muy reciente conocimiento por | menos
otros cultivos los agricultores

Fuente: Martinez, R., et al., 1999
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2.8. Fertilizacion

2.8.1. Fertilizacién inorgéanica.

El uso de fertilizantes resulta imprescindible para el mantenimiento de
altos rendimientos en las cosechas. Mediante la fertilizacién inorgéanica,
son afiadidas al suelo cantidades importantes de nitrégeno, fésforo y
potasio, asi como otros elementos minerales, las disponibilidades de
éstos son muy bajas, ya que es bien conocido que una fraccion queda
inmovilizada en el suelo formando compuestos insolubles no asimilables
por las plantas y otra es lavada mediante un proceso de lixiviacion, lo cual
ademas de pérdidas econdémicas, genera un importante problema de

contaminacion ambiental (Villaverde, M., et al., 2006).

La fertilizacion de fondo, se efectia antes de la siembra, con objeto de
cubrir las necesidades del cultivo. Los fertilizantes que generalmente se
utilizan son los de solubilidad lenta, para evitar el lavado de nutrientes.
Los componentes inorganicos en el cultivo de maiz actian de la siguiente

manera (Suquilanda, M. 2006):

2.8.1.1. Importancia del nitrégeno para las plantas

El Nitrégeno (N), es uno de los mayores factores, junto con el agua, que
gobiernan la productividad del cultivo de maiz, debido a que actla en
forma especifica en procesos metabdlicos en las plantas, y en forma
estructural. En las plantas existen formas nitrogenadas ademas de los
aminoéacidos y proteinas en las que se incluyen: vitaminas, hormonas,
pigmentos, purinas y pirimidinas. Es ademas componente esencial de la
clorofila (Kass, D. 1998).
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Su deficiencia provoca el tipico sintoma de secado “en V" de las hojas
inferiores de la planta, las plantas se observan raquiticas, delgadas y mal
desarrolladas. El crecimiento es lento y hay clorosis generalizada. Si la
deficiencia es severa, las hojas adquieren un color pardo oscuro y
mueren. Ademas forma parte de la materia viva y es un constituyente de
los mas importantes compuestos y complejos organo-minerales de la
planta como aminoé&cidos, proteinas, acidos nucleicos, amidas y aminas
(Dominguez, A. 1989).

2.8.1.2. Incorporacién del nitrégeno en las plantas

La asimilacion del nitrégeno requiere una serie compleja de reacciones
bioquimicas con un alto costo energético. En la asimilacion del nitrato
(NO3-), el nitrégeno de este compuesto es convertido en una forma de
energia superior, nitrito (NO2-), luego en una mayor forma de energia,
amonio (NH4+) y finalmente nitrogeno amidico en la glutamina. Este
proceso consume 12 equivalentes de ATP por molécula de nitrégeno
(Pereyra, M. 2001).

Las plantas asimilan la mayor parte del nitrato absorbido por sus raices en
compuestos organicos nitrogenados. La primera etapa de este proceso es
la reduccion de nitrato a nitrito en el citoplasma. Dado que el nitrito
formado es altamente reactivo, siendo un ién potencialmente téxico, las
células vegetales lo transportan inmediatamente después de ser
generado a los cloroplastos en las hojas y a los plastidios en las raices
(Pereyra, M. 2001).
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2.8.1.3. Ciclo del Nitrégeno

Este es posiblemente uno de los ciclos mas complicados, ya que el N se
encuentra en varias formas y porque los organismos son los responsables

de las interconversiones.

Ciclo del Nitrégenu'

Nz V"\\-«-.l %7
.
Denitrification 2 -
fijacion Fabricas de fertilizantes
{ightning) '
nddulos :
bacterianos

— bacterias fijadoras de N

nitratacién ,_f\’i\; NO3[ = |Plantas ——=| Animales
(bacterias) \Q\
A _ descomposicién
NO, y residuos
bacterias %7
nitrificantes E NH4+ =+—— |descomponedores

Fuente: Gonzalez, A. y Raciman, J. 2000

El principal reservorio de nitrégeno es la atmédsfera, con 78%. Este
nitrdgeno gaseoso esta compuesto de dos atomos de nitrégeno unidos, el
N2> es un gas inerte, y se necesita una gran cantidad de energia para
romper esta unidon y combinarlo con otros elementos como el carbono y el
oxigeno. Esta ruptura puede hacerse por dos mecanismos: las descargas
eléctricas y la fijacion fotoquimica, que proveen suficiente energia para
romper la union del nitrdgeno y unirse a tres atomos de Oxigeno para
formar nitratos (NO3-). Este procedimiento es reproducido en las plantas

productoras de fertilizantes (Gonzéalez, A. y Raciman, J. 2000).
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La segunda forma de fijacion del nitrogeno es llevada a cabo por bacterias
guienes usan enzimas especiales en lugar de la luz solar o las descargas
eléctricas. Entre estas bacterias se encuentran las que pueden vivir libres
en el suelo, aquellas en simbiosis con raices de ciertas plantas
(Fabéaceas) y las cianobacterias fotosintéticas (las antiguas "algas verde-
azuladas") que viven libres en el agua. Las tres fijan N, tanto como
nitratos (NO3-) o como amonio (NH4). Las plantas toman los nitratos y los
convierten en aminoacidos, los cuales pasan a los animales que las
consumen. Cuando las plantas y animales mueren (o liberan sus
desechos) el nitrégeno retorna al suelo. La forma mas comun en que el
nitrégeno regresa al suelo es como amonio. EI amonio es téxico, pero
afortunadamente, existen bacterias nitrificantes (Nitrosomonas vy
Nitrosococcus) que oxidan el amonio a nitritos, con dos oxigenos. Otro
tipo de bacteria (Nitrobacter) continta la oxidacion del nitrito (NO2-) a
nitrato (NO3-) el cual es absorbido por las plantas que completan el ciclo
(Gonzaélez, A. y Raciman, J. 2000).

Existe un tercer grupo de bacterias desnitrificantes (entre ellas
Pseudomonas desnitrificans) que convierten nitritos y nitratos en

nitrégeno gaseoso (Gonzalez, A. y Raciman, J. 2000).

2.8.1.4. Fijacion de Nitrégeno

Es necesario apuntar que la fijacion de nitrdgeno es un proceso que
consume mucha energia, y que los fijadores simbiéticos de nitrégeno
obtienen esta energia del cultivo al que estan asociados, lo que en un
principio provoca algunas pérdidas en la produccion vegetal. Ademas
parece que los organismos no simbioticos pueden funcionar eficazmente
a temperaturas altas del suelo, pero (salvo el Azotobacter spp) no son

eficaces en condiciones templadas (FAO, 1996).

29



Muchos suelos, en especial los suelos acidos, no poseen poblaciones
activas de estas bacterias y se ha determinado ampliamente que la

inoculacion bacteriana puede aumentar los rendimientos (FAO, 1996).

Podemos encontrar asociaciones importantes entre bacterias del género
Azospirillum y varias gramineas. Estas bacterias tienen un amplio rango
de hospederos, entre los que se encuentran el maiz y el sorgo, por lo que
se ha sugerido su utilizacién en agricultura. Se ha observado igualmente
gue las gramineas de metabolismo C4 tropicales inducen una mayor
fijacion (Pérez, S. y Torralba, A. 1997).

2.8.1.5. Nitrificacién

En este proceso, el amonio (NH4+) se transforma primero en nitrito (NO2-
), Y éste en nitrato (NO3 -) mediante la accion de las bacterias aerobias
del suelo. El proceso se lleva a cabo en dos etapas coordinadas,
controlada cada una por diferentes grupos de bacterias. Globalmente se
las llama nitrobacterias. Al grupo responsable de la conversion de
compuestos amoniacales en nitritos se les llama Nitrosomonas. El grupo
encargado de la oxidacion de los nitritos a nitratos recibe el nombre de
Nitrobacter. El esquema de las transformaciones es el que sigue:

2NH;" + 30, ---->0xidacion enzimatica ---> 2NO,- + 2H,0 + 4H" + energia
2 NO; + O, ----> oxidacién enzimatica ----- > 2 NO3 + energia

Debido a que normalmente el nitrito se transforma en nitrato con mayor
rapidez que se produce, los niveles de nitrito en los suelos suelen ser muy

bajos en comparacion con los de nitrato (Martinez, R., et al., 2008).

Bajo condiciones adecuadas, la nitrificacion puede transformar del orden
de 10-70 kilogramos de nitrégeno por hectarea por dia. Esto implica que
un abonado en forma amoénica puede transformarse casi totalmente en

nitrato en unos pocos dias si la humedad y temperatura del suelo son
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favorables. En ocasiones, debido a que la nitrificacion es mas rapida que
la mineralizacion, se emplea el término mineralizacion para indicar el
proceso global de conversion del nitrégeno organico en nitrégeno mineral

(fundamentalmente nitrato y amonio) (Ramirez, M. 2004).

2.8.1.6. Inmovilizacién

La mineralizacion es la transformacion del nitrdgeno organico en amonio
(NH4+) mediante la accion de los microorganismos del suelo. La
inmovilizacion es el proceso contrario. Como ambos actlan en sentido
opuesto, su balance se denomina mineralizacion neta. La mineralizacion
neta de la materia organica del suelo depende de muchos factores, tales
como el contenido en materia orgénica, la humedad y la temperatura del
suelo. En climas templados la mineralizacion neta anual es,
aproximadamente, el 1-2% del nitrégeno total, y esto supone una
produccion de nitrégeno mineral de unos 40 a 150 kg/ha, en los primeros
30 cm del suelo (Ramirez, M. 2004).

2.8.1.7. Desnitrificacion

La desnitrificacion es la conversion del nitrato en nitrégeno gaseoso (N2)
0 en oxidos de nitrogeno, también gaseosos, que pasan a la atmosfera.
Este fendmeno se debe a que, en condiciones de mucha humedad en el
suelo, la falta de oxigeno obliga a ciertos microorganismos a emplear

nitrato en vez de oxigeno en su respiracion (Martinez, R., et al., 2008).

El Fosforo (P), al contrario del nitrégeno tiene muy poca solubilidad, lo
gue obliga a aplicarlo junto con la siembra. Su baja movilidad nos obliga a
realizar una fertilizacion localizada, para ubicarlo en un lugar donde pueda
ser alcanzado por las raices. El fosforo forma parte de los &cidos

nucleicos, de los fosfolipidos, de las coenzimas NAD y NADP y lo que es

31



especialmente importante, como una parte integrante del ATP
(Dominguez, A. 1989).

El Potasio (K), presenta su carencia de una forma clorética
(amarillamiento) de los bordes de las hojas inferiores, debilitamiento de
los tejidos de las raices y tallos, y posteriormente el deterioro de la cafia
en la madurez. A diferencia de otros elementos esenciales el potasio no
entra en la composicion de los constituyentes importantes que se
relacionan con el metabolismo como las proteinas, los carbohidratos y la
clorofila. Por lo que se hace raro observar carencias de este elemento en

los suelos de las regiones maiceras (Yogodin, B. 1986).

La fertilizacion inorganica ha sido utilizada para el desarrollo de diferentes
estudios; sin embargo también existen investigaciones realizadas con
organismos vivos (Azospirillum) en combinacibn con fertilizacion
inorganica, determinando que la fertilizacion nitrogenada en el cultivo de
maiz, puede disminuirse alrededor del 50% cuando se inoculaba
Azospirillum brasilense y Azospirillum lipoferum (Medina, N. y Pino, M.
1992).

2.8.2. Fertilizacién organica.

La parte mas estable de la materia organica se denomina humus, una
fraccion que se obtiene después que se ha descompuesto la mayor parte
de las sustancias animales y vegetales incorporados al suelo. En la
mineralizacion, las sustancias sufren un proceso de degradacion de sus
componentes elementales: proteinas, carbohidratos, vitaminas y

minerales (Kass, D. 1998).

La materia organica tiene efecto sobre las propiedades fisicas del suelo,

formando agregados y dando estabilidad estructural, uniéndose a las
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arcillas y formando el complejo de cambio, favoreciendo la penetracion
del agua y su retencion, disminuyendo la erosion y favoreciendo el
intercambio gaseoso. Cuando se refiere al efecto sobre las propiedades
guimicas del suelo, los autores mencionan que aumenta la capacidad de
cambio del suelo, la reserva de nutrientes para la vida vegetal y la
capacidad tampdn del suelo favorece la accion de los abonos minerales y
facilita su absorcion a través de la membrana celular de las raicillas. Y en
cuanto a su efecto sobre las propiedades biolégicas, favorece los
procesos de mineralizacion, el desarrollo de la cubierta vegetal, sirve de
alimento a una multitud de microorganismos y estimula el crecimiento de

la planta en un sistema ecolégico equilibrado. (Graetz, H. 1997).

El manejo de la materia organica sobre los suelos es de capital
importancia en los métodos de produccion orgéanica de cultivos. El
contenido de materia organica en los suelos varia mucho dependiendo de
las condiciones climéticas, practicas de cultivo, rotacion de las cosechas
y la adicion de los abonos frescos: desechos animales, residuos de
cosecha y otros materiales organicos. Cuando se afiade fertilizantes al
suelo sin la adicion de componentes carbonados orgéanicos,

frecuentemente la tierra se deteriora (Suquilanda, M. 2006).

El componente basico de las células vegetales es el carbono y éste
también es su principal alimento. La materia organica en descomposicion
libera gran cantidad de CO2 y los carbohidratos producidos por la
descomposicién de ésta son asimilados por las raices. EI CO2 al
disolverse en el agua se transforma &cido carbodnico, el mayor solvente
natural para los minerales necesarios como alimento de las plantas
(Hernandez, 1996).

El nitrégeno puede ser mineralizado o inmovilizado en el suelo, con base

en la proporcién o relacion entre el Carbono y el Nitrégeno (relacion C:N),
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gue exista en los residuos organicos o en las sustancias humicas (Kass,
D. 1998).

Durante las fases iniciales de la descomposicion de la materia organica
fresca, se produce un aumento en el numero de microorganismos
heterétrofos, acompafiados por la evolucion de grandes cantidades de
CO2. Si la relacion C:N de la materia fresca es mayor que 30:1, habri
inmovilizacion de N. Conforme sigue la descomposicion la proporcion de
C:N en los residuos organicos disminuye, y también la disponibilidad de
energia. Una parte de la poblacion microbiana muere debido a la baja
disponibilidad de alimentos y se establece un nuevo equilibrio,
acompafado por una liberacion (mineralizacién) de N, con el siguiente
resultado: el nivel de nitrogeno final puede ser mayor que el nivel original.
Para proporciones C:N entre 20 y 30, no hay ni inmovilizacion ni liberacion
de N mineral. Si las materias organicas tienen una relacion C:N menor
gue 20:1, hay liberacion de nitrégeno mineral al inicio del proceso de

descomposicion (Kass, D. 1998).

El uso de abono organico ayuda a estimular la diversidad y actividad
microbiana en el suelo, mejora la estructura del suelo, incrementa la
estabilidad de los agregados, mejora la porosidad total, la penetracion del
agua, el movimiento a través del suelo y el crecimiento de las raices;
ademas la actividad de los microbios presentes en el abono reduce la de
los microbios patégenos de las plantas como los nematodos (Suquilanda,
M. 1999).

Una de las fuentes de fertilizacién organica es la Ecuabonaza, el cual, es
un abono natural que resulta de la transformacion de la mezcla de
residuos organicos de origen animal vegetal, que han sido
descompuestos bajo condiciones controladas, en promedio contiene 2,8%
a 3,0% de N; 1,65% de P;y 1,9 de K.
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[I. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.

3.1.1. Caracteristicas del sitio experimental.

Cuadro 4. Ubicacion geografica de la localidad en estudio

Caracteristicas Sitio experimental
Provincia Chimborazo
Canton Chambo
Sitio Ainche

Altitud ¥ 2718 m
Latitud 01°45'31” S
Longitud “ 78°34'45” O

" Datos tomados con GPS por el autor.

3.1.2. Caracteristicas edafo — climaéticas.

Cuadro 5. Caracteristicas edafo - climéticas del sitio experimental

Caracteristicas Sitio
Temperatura promedio anual 12°C
Precipitacién anual 580 mm
Humedad relativa 75 %
Topografia % Ligeramente inclinado
Tipo de suelo ? Franco Arenoso
pH del suelo ¥ 6,9

"Fuente: INAMHI, 2005.

2 Fuente: Datos en base al andlisis de suelo, realizado en el Laboratorio de Suelos de
la EESC. Afio: 2009.
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3.1.3. Materiales

v' Experimental:
Cepas de Azospirillum spp.
Semillas de Maiz INIAP — 101.
Fertilizantes inorganicos (urea y 18-46-0).
Fertilizante organica (Ecoabonaza).
v' Campo:
Céamara fotografica
GPS (Global Position System)
Hielera
Balde plastico
Libro de campo
Flexémetro
Estacas
Piola Plastica
v Oficina:
Esferogréfico
Lapiz
Escalimetro
Computadora
v Laboratorio:
Cajas Petri
Balanza de precision
Incubadora
Refrigeradora
Autoclave
Matraces
Erlenmeyers
Vasos de precipitacion
Tubos de tapa rosca de 10y 20 ml
Micro pipetas de 0.1 mly 1 ml
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Cémara de flujo laminar
Espectrémetro

Espatulas

Papel absorbente

Agitador magnético

Atomizador

Mechero de Buncen

Tips plasticos

Hazas

pH metro

Varillas de agitacion

Microondas

Fundas de polipropileno

Tubos eppendorf.

Reactivos:

Alcohol antiséptico

Alcohol industrial 96 %

Hipoclorito de sodio al 10%

Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgSO,4 7H,0)
Cloruro de Sodio (NaCl)

Fosfato de Potasio Dibasico (K;,HPO,)
Sulfato de Magnesio (MNSQO,)
Molibdato de Sodio Dihidratado (Na;Mo O,4 2H,0)
Cloruro de Sodio (CaCl, 2H,0)
Cloruro Férrico Exahidratado (FeClz; 6H,0)
Hidroxido de Potasio (KOH)

Extracto de Levadura

Extracto de carne

Peptona

Agar-Agar

D-L Acido Malico

Rojo Congo
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Azul Bromothymol

Biotina

Agua destilada

3.2. Metodologia

3.2.1. Factores en estudio.

Factor A: Biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp.
Cuadro 6. Identificacidn de biofertilizantes a base de Azospirillum spp.
Caodigo Identificacion Procedencia
cl Cepa3-Tungurahua | Tungurahua, Pillaro, Emilio Teran, Capulicito
c2 Cepa2-Bolivar Bolivar, Guaranda, Veintimilla, Laguacoto 2
c3 Cepa4-Chimborazo | Chimborazo, Alausi, Sibambe, Cochapamba
c0 Sin ninguna cepa. | Testigo
Factor B: Fertilizaciones.
Cuadro 7. Fertilizaciones.
Caodigo Descripcion
fc Fertilizacion inorganica completa (100%)
fm Fertilizacion inorganica media (50%)
fe Fertilizacion organica (Ecoabonaza)
fo Testigo (sin fertilizacién)
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3.2.2. Tratamientos

Resultaron de la combinacion entre biofertilizantes y fertilizaciones
(inorgénicas y organicas). Dando un total de 16 tratamientos, mismos que

se presentan en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Tratamientos planteados del estudio.

Tratamientos | Coédigo Descripcion

1 cl +fc | Biofertilizante C3 Tungurahua + Fertilizaciéon
inorganica 100%

2 cl +fm | Biofertilizante C3 Tungurahua + Fertilizacion
inorganica 50%

3 cl +fe | Biofertilizante C3 Tungurahua + Fertilizaciéon
organica.

4 cl +f0 | Biofertilizante C3Tungurahua sin fertilizaciéon

5 c2 + fc | Biofertilizante C2 Bolivar + Fertilizacion
inorganica 100%

6 c2 + fm | Biofertilizante C2 Bolivar + Fertilizacion

inorganica 50%

7 c2 + fe | Biofertilizante C2 Bolivar + Fertilizacidén organica.

8 c2 +f0 | Biofertilizante C2 Bolivar sin fertilizacion.

9 c3 +fc | Biofertilizante C4 Chimborazo + Fertilizacién
inorganica 100%

10 c3 + fm | Biofertilizante C4 Chimborazo + Fertilizacion
inorganica 50%

11 c3 +fe | Biofertilizante C4 Chimborazo + Fertilizaciéon
organica.

12 c3 +f0 | Biofertilizante C4 Chimborazo sin fertilizacion.

13 c0 + fc | Testigo + Fertilizacién inorganica 100%

14 c0 +fm | Testigo + Fertilizacion inorganica 50%

15 c0 +fe | Testigo + Fertilizacion organica.

16 c0 +f0 | Testigo sin Azospirillum y testigo absoluto.

3.2.3. Caracteristicas del experimento

Area total del ensayo: 1092.0 m?

Area total neta del ensayo: 230.4 m?

Numero de parcelas: 48

Area total de la parcela: 12.8 m? (4 mx 3.2 m)
Area de la parcela neta: 48m?(3mx1.6m)
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Numero de plantas por parcela:

Numero de plantas por parcela neta:

Numero de plantas por golpe:

NuUmero de surcos:
Distancia entre surcos:

Distancia entre plantas:

Control del efecto borde:

3.2.4. Disefio experimental

64

24

2

4 por parcela total y 2 por
parcela neta.

0.80 m

0.50 m

Se elimind un surco y un sitio

de cada extremo de las parcelas

para evitar el efecto borde

Se utilizé un Disefio de Bloques Completos al Azar (DBCA) en un arreglo

factorial (AxB) 4x4 con tres repeticiones, en donde el factor A es, cepas

de Azospirillum y el factor B es, fertilizaciones.

3.2.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 el analisis de varianza (ADEVA) descrito en el cuadro 9.

Cuadro 9. Esquema del ADEVA

FUENTES DE VARIACION GRADOS DE CME*
LIBERTAD

Total 47

Bloques 2 Me+16 1 bloques

Factor A (Biofertilizante) 3 M?e+120° A

Factor B (Fertilizaciones) 3 M¥e+120° B

Fac. A x Fac. B (Biofertilizante '?e+30° A x B

x Fertilizaciones) 9 12

Error Exp. 30

* CME: Cuadrados Medios Esperados. Modelo fijo. Tratamientos
seleccionados por el investigador
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3.2.6. Andlisis funcional

e Andlisis de varianza (ADEVA).

e Se calcul6 el coeficiente de variacion y se realizé la prueba de
Tukey al 5% para los datos que presenten significacion estadistica
(factores principales e interacciones cepas de Azospirillum x

fertilizaciones).

3.2.7. Andlisis Econdmico

Para el andlisis de Presupuesto Parcial de los tratamientos, se utilizo el
meétodo propuesto por el Centro Internacional de Manejo de Maiz y Trigo
(CIMMYT) (1988).

3.3. Métodos de evaluacion y datos tomados.

3.3.1. Poblacién de Azospirillum spp.

Mediante analisis microbiolégico del suelo al inicio (Anexo 2) y al final del
ensayo, se evalué la poblacién de Azospirillum spp., de cada unidad
experimental en medio NFB (Nitrogen Fixation Biological) semi-solido
(Anexo 3). Los resultados se expresaron en Unidades Formadoras de
Colonia por gramo de suelo seco (UFC/gss), segun el método estimativo

del nUmero mas probable utilizando la tabla de Mc. Crady (Anexo 4).

3.3.2. Porcentaje de emergencia.

Se determiné dividiendo el numero de plantas emergidas para el numero
de semillas sembradas y se multiplicé por cien en cada parcela neta; los

datos obtenidos se representaron en porcentaje. (Espinoza, L. 2004).
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3.3.3. Alturade la planta.

Se evaluaron 10 plantas tomadas al azar de cada parcela neta, y se
midieron desde la base de la planta hasta el punto donde la panoja
empieza a ramificarse; este valor se registré en centimetros, antes de la
cosecha en choclo (IBPGR, 1991).

3.3.4. Alturade la mazorca.

Se midié desde la base de la planta hasta el nudo de insercion de la
mazorca superior. Este valor se registrd antes de la cosecha en choclo,
en 10 plantas tomadas al azar de cada parcela neta, dichos valores se

expresaron en cm. (IBPGR, 1991).

3.3.5. Dafo alamazorca por Heliothis zea y Euxesta eluta.

Se registré a la cosecha en choclo y se califico el dafio causado por
Heliothis zea y Euxesta eluta, utilizando la escala de 1 a 5 propuesta por
el (CIMMYT, 1986), presente en el cuadro 10.

Cuadro 10. Escala de dafio a la mazorca por insectos.

Significado Valor % de granos Valor
infestados medio
Sin dafio 1 0 0
Infestacion débil 2 1-10 5,5
Infestacion ligera 3 11-25 18
Infestacion moderada 4 26 — 60 43
Infestacion severa 5 61— 100 80,5

Con las calificaciones de las mazorcas se calculd un promedio
ponderado.
Promedio ponderado (%) = (X1yl1+x2y2+............ x10y10)/T
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Donde:
X = Numero de mazorcas en cada valor de la escala.
Y = Valor medio correspondiente a la escala.

T = NUmero total de mazorcas.

3.3.6. Darfio ala mazorca por Fusarium moniliforme

En la cosecha en choclo, se calificaron las mazorcas que presentaron

infeccion natural por Eusarium moniliforme en todas las parcelas netas.

Se calificd, segun la escala de 1 a 6 presente en el cuadro 10 (CIMMYT
1986).

Cuadro 11. Escala de dafio a la mazorca por enfermedades.

Valor | % de granos afectados Significacion Valor medio
1 0 Dafio ausente 0
2 1-10 Dafio ligero 5.5
3 11-25 Dafio moderado 18
4 26-50 Dafio severo 38
5 51-75 Dafio muy severo 63
6 76-100 Dafio muy extremo 88

Con las calificaciones de las mazorcas se calculd un promedio
ponderado.

Promedio ponderado (%) = (X1yl+x2y2+............ x10y10)/T

Donde:

X = Numero de mazorcas en cada valor de la escala.

Y = Valor medio correspondiente a la escala.

T = NUmero total de mazorcas.
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3.3.7. Longitud de la mazorca.

Se midi6 desde la base, en su insercion con el pedunculo, hasta su apice
después de la cosecha en choclo, y el valor que se registré fue el
promedio de 10 choclos tomados al azar y expresandose en cm (IBPGR,
1991).

3.3.8. Diametro de la mazorca.

Se midi6, con un calibrador en la parte central de 10 choclo elegidos al
azar, después de la cosecha en choclo y el valor promedio fue expresado
encm (IBPGR, 1991).

3.3.9. Porcentaje de nitrégeno en el suelo

A la cosecha en cada parcela neta, se realiz6 el andlisis de nitrégeno
amoniacal en el suelo mediante la metodologia del analisis quimico de
suelos establecida en el Laboratorio de Suelos y Aguas del INIAP
(Alvarado, S., et al., 2000).

3.3.10. Materia Seca.

Se expreso en porcentaje. Se tomaron 5 plantas al azar de cada parcela
neta al inicio de la senescencia, se pesaron las muestras en fresco para
luego introducirlas en la estufa a 65 °C hasta obtener un peso constante y
obtener la muestra seca. Se utilizé la siguiente ecuacion (INIAP/PNRT-
papa, 2008).

% Materia seca = (Peso seco/Peso fresco) x 100

44



3.3.11. Porcentaje de nitrogeno del tejido vegetal.

En el material que se utilizé para materia seca, se determin6 el contenido
de nitrogeno (Anexo 5); mediante la metodologia de micro Kjeldahl,
establecida en el laboratorio de andlisis de plantas del INIAP (Alvarado, et
al. 2000).

3.3.12. Rendimiento de choclos por hectarea

Se contabilizé el numero de cada clase, en base a la norma INEN 1761
que establece tres categorias de clases: pequefios (Ill), medianos (Il) y
grande (I) (Anexo 6). Luego se expresd en sacos por hectarea, para lo
cual se tom6 como referencia que un saco contiene 120 choclos de la

clase 1; 150 choclos de la clase 2 y 180 choclos de la clase 3.

3.3.13. Presupuesto parcial y tasa de retorno marginal de los
tratamientos.

Para el andlisis de presupuesto parcial y tasa de retorno marginal, se
utilizé el método propuesto por el CIMMYT (1988), que incluyen: los
resultados de los rendimientos obtenidos, el precio actual de campo de
maiz, los costos que varien entre los tratamientos y el precio de campo
del inoculante.

45



3.4. Manejo del experimento

3.4.1. Fase de laboratorio

3.4.1.1. Reactivacioén y purificacién de cepas

Se prepararon los medios de cultivo: Acido Malico — Rojo Congo sdlido
para el aislamiento y purificacion (Anexo 7) (Rodriguez, E. y Caceres, A.
1982); Peptona al 1 % para la reactivacion (Anexo 8) (CIAT, 1988); y
Caldo Nutritivo para la fermentacion (Anexo 9) (Girard, H. y Rougieux, R.
1964). Una vez elaborados los medios se auto clavaron: los medios de
cultivo; materiales de vidrio; asas; agua destilada; etc., a 15 PSI (o libras

presion = 121°C), durante 30 min.

Para la reactivacion, se colocé 1000 pL de peptona al 1 %, en los tubos
eppendorf que contenian la cepa liofilizada, agitAindose hasta
homogenizar la mezcla con la ayuda del vortex, a continuacion se tomé
50 pL de la cepay se coloco en cajas petri con medio Acido Mélico — Rojo
Congo solido, con la ayuda de un triangulo de vidrio estéril se dispensé
bien hasta que se seque y se lo deja en incubadora a temperatura de
30°C por 7 dias. En cuyas cajas se observaron colonias de Azospirillum

spp., de coloracion rojo escarlata intenso (Molina, S. 2006).

De estas colonias fueron tomadas secciones puras, con la ayuda de un
haza de platino para ser purificadas en cajas petri con medio Acido Malico
— Rojo Congo sdlido, las cuales tomaron coloracion tipica rojo escarlata
intenso, después de haberlas incubado por 7 dias a 30 °C (Molina, S.
2006).

Finalmente se realizaron pruebas de Tincion de Gram, para la

constatacion de la cepa de este género (Girard, H. y Rougieux, R. 1964).
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3.4.1.2. Fermentacién y produccién del inoculo liquido

De las cajas con medio de cultivo Acido Malico Rojo Congo, se
seleccionaron varias colonias y se transfirieron secciones de la bacterias
puras con una haza de platino a un matraz de 100 ml, que contenian 40

ml de caldo nutritivo (Espinoza, L. 2004).

La cepa se propago en agitacion rotatoria a (120 rpm) a 19°C durante 8 a
20 horas, hasta obtener la densidad celular de 1 (Fallick, E., et al., 1988).

En un espectrofotometro, se midié la densidad celular, para lo cual con
una pipeta estéril se tomo 10 ml de cada propagacion bacteriana y se
vertié en una celda del espectrofotometro. La muestra se sometié a 540
nm., y se obtuvo un valor de 1, el cual, indica que la muestra contenia
aproximadamente 10° UFC/ml (unidades Formadoras de Colonias por
mililitros) (Bashan, Y. 1997).

Estas actividades fueron realizadas en el Laboratorio del Departamento
de Manejo de Suelos y Aguas (DMSA) de la Estacion Experimental Santa
Catalina (INIAP).

3.4.1.3. Preparacion del inoculante sélido

Para la preparacion del inoculante sélido se recolectdé 100 kg de turba del
sector de Tambohuasha, Canton San Juan, Provincia de Chimborazo
(Anexo 10), la cual fue recomendada en el estudio preliminar por Yanez,
C., etal., 2004.
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3.4.1.4.Inoculacion de la turba

La turba se sec6 a 100 °C por dos dias, luego se molié y se tamizé en un
tamiz de 180 um. El empacado de la turba se realiz6 en fundas de
polipropileno de baja densidad y en cada una de ellas se vertieron 50g del
material procesado (turba del Chimborazo del sector Tambohuasha). Las
fundas selladas fueron sometidas al autoclave con vapor himedo (121 °C,
15 PSI) durante tres horas, fraccionadas durante tres dias (Yanez, C., et
al., 2004).

La impregnacion del inoculante liquido en la turba se realizé mediante la
inyeccion de 20 ml de suspensién bacteriana que contenia 1 x 10’
UFC/ml. Los sustratos inoculados se incubaron a 37 °C por 8 dias,
periodo en el cual se realizaron movimientos con el fin de homogenizar el
material, luego se almacend en refrigeracion a 4 °C durante una semana
(Molina, S. 2006).

Para evaluar la sobrevivencia de las bacterias se utilizo la técnica llamada
“método de siembra superficial en placa” que consiste en tomar una
alicuota de 1g de cada soporte sélido, la cual fue suspendida en 9 ml de
agua destilada estéril. Se prepararon 7 diluciones con cada funda del
inoculante sélido (turba) desde 10% hasta 10®. De cada dilucién se sembré
1 ml en una caja petri con medio Acido Malico Rojo Congo y se determin6
la presencia de la bacteria Azospirillum spp., a los 7 dias. Posteriormente
se realizé un conteo poblacional de las células bacterianas del inoculante
sélido (Anexo 11) (Rodriguez, E. y Céaceres, A. 1982).

3.4.1.5. Inoculacion de la semilla

En un recipiente plastico se mezclaron 100 g de azucar en medio litro de

agua, luego se vertieron 5kg de semilla de Maiz INIAP 101 en la solucién
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y se mezclaron bien hasta que la semilla presente un color cristalino.
Finalmente se afadid 50g del medio sdélido en cada recipiente. A
continuacion se mezclo la turba inoculada con la semilla hasta que quede
bien adherida a la semilla mostrando un color oscuro homogéneo y se
sembro la semilla inmediatamente después de la inoculacién (Bernal, G.,
et al., 2002).

3.4.2. Fase de Campo

3.4.2.1. Andlisis del suelo

Para la localidad en estudio, se realizd el analisis fisico - quimico del
suelo, para la determinacion de macro y micronutrientes, materia organica
conductividad eléctrica, pH, capacidad de intercambio catiénico y textura;
dos meses antes de la siembra, con el fin de realizar la recomendacién de

fertilizacién organica vy fertilizacion inorganica (Anexo 12).

3.4.2.2. Anadlisis quimico del abono Ecoabonaza

Se realizé el andlisis quimico de macro y micro nutrientes, MO, CE, pH,

del la Ecoabonaza a utilizarse en la presente investigacion (Anexo13).

Todos los analisis fueron realizados por el Departamento de Suelos y
Aguas del INIAP.

3.4.2.3. Preparacion del terreno

La preparacién del terreno se realiz6 con tractor: una labor de arada,

rastrada y finalmente el surcado.
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3.4.2.4. Siembra

Se realizo la siembra manualmente colocandose 2 semillas inoculadas de
maiz por sitio de la variedad INIAP 101, a una distancia de 50 cm entre
planta y 80 cm entre surco, no se desinfectd la semilla debido a que
Azospirillum spp., es un microorganismo vivo que no sobrevive a la
aplicacion de insecticidas, acaricidas y fungicidas y su actividad se reduce

en presencia de estos (Bernal, G. y Graham, P. 2001).

3.4.2.5. Labores Culturales

Se realiz6 el rascadillo a los 30 dias y aporque a los 60 dias después de

la siembra.

3.4.2.6.Riego

Se reg6 por gravedad de acuerdo a las necesidades del cultivo y a las
condiciones climaticas del sitio experimental, en forma de canterones o
surco por surco de cada parcela experimental, sin permitir que el agua

pase de una a otra parcela experimental.

3.4.2.7. Fertilizacion

Las fertilizaciones, se realizaron en base al analisis quimico del suelo,
colocandose: 2 sacos/ha de 18-46-0 a la siembra en la base del surco; 3
sacos/ha de urea en forma fraccionada: a la siembra; a los 30 dias en el
rascadillo y a los 60 dias en el aporque; y 2.5 T/ha de Ecoabonaza a la

siembra.
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Las dosis y épocas de aplicacion de los fertilizantes inorganicos y
organicos, fueron establecidas en base a las recomendaciones del

Departamento de Suelos y Aguas del INIAP.

3.4.2.8. Control de Malezas

Se control6 de forma manual (deshierbas manuales), debido a que
Azospirillum es un organismo vivo que no sobrevive a la aplicacion de

herbicidas, por lo que no se utilizo el control quimico.

3.4.2.9. Control de plagas

Para el control de insectos Heliothis zea y Euxesta eluta, no se utilizo el

control inorganico, por lo antes mencionado. Se utilizé el control biologico,
gue consistio en aplicar de dos a tres gotas de aceite vegetal con aceitero
o algodon en tres aplicaciones. La primera cuando una tercera parte de
las plantas presentaron en sus mazorcas hasta 3 cm de presencia de
estigmas; la segunda luego de 8 dias y la tercera a los 15 dias de la
primera aplicacion. Cada aplicacion se realiz6 en promedio con cuatro
jornales y la cantidad de aceite a usar fue de 3 a 4 I/ha., por aplicacion, de

acuerdo a la metodologia descrita por (Dobronski, J., et al. 1998).

3.4.2.10. Cosecha

La cosecha se realiz6 en forma manual, en choclo cuando el grano esté
en estado “lechoso” y se clasific6 por mazorca en tres clases o

categorias: (I) grande, (II) mediano y (Ill) pequefios (INEN, 1761).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Poblacién de Azospirillum spp (PA)

Al realizar el Analisis de Varianza, Cuadro 12, se obtuvo un promedio
general de 2818,43 UFC/gss y un coeficiente de variacion de 18,75 %. En
el mismo cuadro se puede observar que existe alta significacion
estadistica para el factor A (cepas de Azospirillum) y para la interaccion A
X B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones); mientras que para el factor B

(fertilizaciones) no presento significacion estadistica.

Al realizar la prueba de Tukey al 5 %, Cuadro 13, para el factor A (cepas
de Azospirillum), se obtuvo tres rangos de significacion, ubicAndose en el
primer rango c2 (cepa2-Bolivar) con 4786,30 UFC/gss; en el segundo
rango se ubicaron c3 (cepa4-Chimborazo) con 512,86 UFC/gss y cl
(cepa3-Tungurahua) con 199,52 UFC/gss; y en el tercer rango se ubicé cO
(sin cepa, testigo) con 66,06 UFC/gss. Con estos resultados se observo
un incremento significativo en la poblacional final de Azospirillum, ya que,
la poblacion inicial fue de 345 UFC/gss (Anexo 2), atribuyéndose este
incremento a la accion de las cepas de Azospirillum, pues con su
incorporacion en suelos con pH de 6,8 a 7,00 (6ptimo) ayudan al
incremento poblacional de Azospirillum (Novo, R. 2002); mayor
colonizacion de Azospirillum en la superficie de la raiz; mayor poblacion
local del género; y aumento poblacional de microorganismos en los

tratamientos inoculados con Azospirillum (Saubidet, M. et. al. 2002).

Para el factor B (fertilizaciones), Cuadro 14, no presentaron diferencias
estadisticas, sin embargo, se observaron diferencias matematicas,
ubicandose con el mayor promedio a fe (fertilizacion organica) con 602,55
UFC/gss y con el menor promedio fc (fertilizacion inorganica completa 100

%) con 316,22 UFC/gss. Lo que significa que Azospirillum tiene mayor

52



proliferacion en presencia de materia organica, pues, le suministra fuentes
de carbono para lograr un incremento poblacional (Guaméan, F. 2004).
Debido a que la fertilizacion inorganica, acidifica el suelo y las bacterias

no pueden desarrollarse en condiciones de pH acido (Novo, R. 2002).

Tukey al 5 %, para la interaccion A x B (cepas de Azospirillum x
fertilizaciones), Cuadro 15, presentd cuatro rangos de significacion, de los
cuales, en el primer rango se ubicd c2fm (cepa2-Bolivar + fertilizacion
inorganica media 50 %) con un promedio de 11220,18 UFC/gss y en el
cuarto rango se ubicé c0f0 (sin cepa + sin fertilizaciéon) con un promedio
de 18,62 UFC/gss. El fendmeno reportado mas notable, del uso de estas
bacterias, es el incremento de asimilacién de nutrientes de las plantas y
reduccion del uso de fertilizantes inorganicos nitrogenados y fosforados
en un 50 %; ademas, las bacterias ayudan a incrementar la disponibilidad
de N, P, K del suelo, mejorar los caracteres productivos e incrementar la
relacion beneficio costo (Bashan, Y.y Holguin, G. 1997).

4.2. Porcentaje de emergencia (PE)

Al realizar el Analisis de Varianza, Cuadro 12, con un promedio general
de 87,59 % y un coeficiente de variacion de 10,76 %, en el cual no se
observaron diferencias estadisticas significativas para tratamientos e
interacciones.

Sin embargo se observan diferencias mateméticas; para el factor A
(cepas Azospirillum), Cuadro 13, se ubicé con el mayor porcentaje
promedio el biofertilizante ¢3 (cepa4-Chimborazo) con 88,67 % y el
biofertilizante c4 (testigo, sin cepa) con 86,33 % obtuvo el menor

porcentaje emergencia.
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Mientras que, para el factor B (fertilizaciones), Cuadro 14, se observé que
el mayor promedio fue para fm (fertilizacion inorganica media 50 %) con
90,50 % y el menor promedio fue para fO (testigo, sin fertilizacion) con

85,25 % de emergencia.

Para la interaccion A x B (cepas Azospirillum x fertilizaciones), Cuadro 15,
el mayor promedio fue para el tratamiento c3fm (cepa4-Chimborazo +
fertilizacién inorganica media 50 %) con el 94,67 %, en tanto que, el
tratamiento cOfO (testigo, sin cepa + testigo, sin fertilizacion) obtuvo el

menor porcentaje promedio de 78,00 %.

Estos valores pueden deberse a que la viabilidad de la semilla junto con la
accion de las cepas de Azospirillum spp., son quienes han determinado el
porcentaje de germinacion, debido a que la adaptacion de Azospirillum al
futuro ambiente rizosférico probablemente se inicia con la germinacion de
la semilla, la cual exuda infinidad de compuestos organicos que forman

parte fundamental de la espermosfera (Bashan, Y. 1997).

Otros factores que influyen en el porcentaje de emergencia de plantulas,
son: la calidad de semilla en relacién a la viabilidad y vigor; humedad del
suelo; temperatura; la cantidad y calidad de luz solar; profundidad de

siembra y entre otros (Monar, C. 2010. Entrevista personal).

4.3. Altura de planta (AP)

Al realizar el Andlisis de Varianza, Cuadro 12, se observaron diferencias
altamente significativas para el factor A (cepas de Azospirillum);
diferencias significativas para la interaccion A x B (cepas de Azospirillum x
fertilizaciones); mientras que, no se observaron diferencias significativas

para el factor B (fertilizaciones). La investigacion en la variable altura de
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planta tuvo un promedio general de 196,65 cm y un coeficiente de
variacion de 6,51 %.

Tukey al 5 % para el factor A (cepas de Azospirillum), Cuadro 13,
identifico dos rangos de significacion; en el primer rango se ubicaron los
tratamientos c2 (cepa2-Bolivar) con 205,67 cm y ¢3 (cepa4-Chimborazo)
con 205,33 cm; en el dltimo rango se ubicaron cl (cepa3-Tungurahua)
con 190,65 cm y cO (sin cepa, testigo) con 196,17 cm. Estos valores
pueden deberse a que Azospirillum spp. es conocida principalmente por la
habilidad de producir hormonas vegetales (Auxinas, citocininas,
giberelinas, asi como aminodcidos y poliaminas) destacandose dentro de
las auxinas el Acido Indol acético (AlA), el cual, es el responsable de
promover el crecimiento vegetal debido a que actia en la elongacion y
multiplicacion celular, asi se puede corroborar el efecto de la bacteria
Azospirillum como fijadora de nitrégeno y por ende interviene en el

incremento del tamafio de las plantas versus el testigo (Novo, R. 2002).

Al analizar los promedios del factor B (fertilizaciones), Cuadro 14, se
observa que el mayor promedio fue para fm (fertilizacion inorganica media
50 %) con 201,25 cm y el menor promedio fue para fO (sin fertilizacion)
con 190,00 cm; resultados que muestran el efecto directo de la

fertilizacion inorganica en el desarrollo de la planta.

Tukey al 5 % para la interaccion A x B (cepas de Azospirillum X
fertilizaciones), Cuadro 15, identific6 dos rangos de significacion;
compartiendo el primer rango: c2fc y c2fm con similar promedio de
217,33 cm; en tanto que en el Ultimo rango se ubic6 blfc con 174,20 cm
de altura promedio. La combinacion de las cepas de Azospirillum con la
fertilizacion inorganica obtuvieron el mayor porcentaje promedio de altura
de planta, esto se debe a que las cepas de Azospirillum mediante la

produccion de hormonas vegetales (AlA), elongacion de la raiz,
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produccion de sideréforos (pigmentos bacterianos que tienen la afinidad
por compuestos de hierro) y fijacion de nitrégeno; y la fertilizacion
inorganica con la contribucién de nitrogeno mineral y fésforo influyeron
directamente en el incremento del tamafio del maiz en relacion a los

tratamientos testigos (Piccoli, P. 1997).

La altura de planta es una caracteristica varietal y depende de su
interaccion genotipo ambiente. INIAP-101, es una variedad que tiene una
alta respuesta a la fertilizacion nitrogenada (Monar, C. 2010. Entrevista

personal).

4.4. Altura de mazorca (AM)

En el Andlisis de Varianza, Cuadro 12, se obtuvo un promedio general de
98,06 cm de altura de mazorca y un coeficiente de variacion de 14.13 %.
En el mismo cuadro se puede observar que existe diferencia significativa
para el factor A (cepas Azospirillum), mientras que, las fuentes de

variacion restantes no presentaron significancia estadistica.

Tukey al 5 % para el factor A (cepas Azospirillum), Cuadro 13, identificd
dos rangos de significacion; en el primer rango se ubican los tratamientos:
c2 (cepa2-Bolivar) con 104,75 cm y c3 (cepa4-Chimborazo) con 104,58
cm; mientras que, en el ultimo rango se ubic6 cO (sin cepa, testigo) con
89,75 cm. Estos valores se deben a que, al igual que, en la altura de
planta, Azospirillum spp., es responsable de promover el crecimiento
vegetal, dirigiéndose, a todos los 6érganos vegetativos de la planta, ya que
la altura de la planta con la altura de la mazorca, tienen estricta
correlacion, es decir, a mayor altura de planta mayor altura de mazorca.
(Zakharova, E., et. al., 2000).
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Para el factor B (fertilizaciones), Cuadrol4, no present0 significacion
estadistica, el mayor promedio de altura de mazorca correspondié a fm
(fertilizacion inorganica media 50 %) con 101,75 cm y el menor promedio

correspondio a fO (Sin fertilizacién, testigo) con 90,42 cm.

La interaccion A x B (cepas Azospirillum x fertilizaciones), Cuadro 15, no
presentd significacion estadistica, el mayor promedio correspondio a c2fm
(c2-Bolivar + fertilizacion inorganica media 50 %) con 119,67 cm y el
menor promedio correspondio a cOf0 (sin cepa + sin fertilizacion) con
80,00 cm.

De igual forma que en la variable anterior los mejores promedios
resultaron de las interacciones cepas por fertilizacion inorganica media al
50 %, lo que indica que influyen en el incremento del tamafio de la planta

como de la mazorca, en relacion con los tratamientos testigos.

La altura de mazorca es una caracteristica varietal y depende de su
interaccidén genotipo ambiente. INIAP-101, es una variedad que tiene una
alta respuesta a la fertilizacion nitrogenada (Monar, C. 2010. Entrevista

personal).

4.5. Dafio a la mazorca por Heliothis zea y Euxesta eluta

De acuerdo al Andlisis de Varianza, Cuadro 12, se obtuvo un promedio

general de 0,36 % de infeccion por Heliothis zea y Euxesta eluta y un

coeficiente de variacion de 23,33 %. En el mismo cuadro se puede
observar que existe alta significacion estadistica para el factor A (cepas
de Azospirillum); significacion estadistica para el factor B (fertilizaciones) y
ninguna significacion estadistica para la interaccion A x B (cepas de

Azospirillum x fertilizaciones).
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Al realizar Tukey al 5 %, Cuadro 13, para el factor A (cepas de
Azospirillum), se observaron dos rangos de significacion; en el primer
rango el biofertilizante c2 (cepa2-Bolivar) con 0,43 % de infestacion que
presenta el mayor dafio por Heliothis zea y en el segundo rango el
biofertilizante c¢3 (cepa4-Chimborazo) con 0,30 % de infeccion, que
presenta el menor dafio. Estos valores alcanzados presentan un dafio

ligero, segun la escala del CIMMYT, 1986.

Para el factor B (fertilizaciones) al realizar Tukey al 5 %, Cuadro 14,
presenté dos rangos de significacion de los cuales el primer rango fue
para fO (sin fertilizacion, testigo) con 0,42 % y el segundo rango lo
comparten fm (fertilizacion inorganica media 50 %) y fe (fertilizacion
organica) con 0,32 %. Presentando estos valores, un dafio ligero, segun
la escala del CIMMYT, 1986.

Para la interaccion A x B (cepas Azospirillum x fertilizaciones), Cuadro 15,
no se observo significacion estadistica, la interaccion de mayor promedio
fue c2fe (c2-Bolivar + fertilizacion orgénica) con 0,48 %; mientras que, con
el menor promedio se ubicé a la interaccion clfe (c3-Tungurahua +

fertilizacién organica) con 0,24 %.

De manera general, los promedios alcanzados, en la presente variable,
presentaron bajos porcentajes de dafio para esta plaga, comprendidos
entre 1-10 %, lo que equivale a un dafio ligero. Esto puede atribuirse, a la
accion del aceite comestible, utilizado en el control de gusanos de la
mazorca en el ensayo, pues en estudios realizados por el Programa de
Maiz del INIAP en anteriores evaluaciones, el aceite controld el 75 % de
incidencia de Heliothis zea en relacion a los tratamientos testigos. La
forma de accion del aceite comestible es mediante la formacion de una

barrera que impide el ingreso de las larvas hacia los granos y a su vez
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tapa los orificios de respiracion del gusano, matandolo por asfixia
(Dobronski, J., et. al., 1999).

Ademas es importante indicar que la baja incidencia de Heliothis zea y

Euxesta eluta, se debid principalmente el factor climatico, pues, la mayor

parte del desarrollo del cultivo fue en presencia de sequia.

4.6. Dafio a la mazorca por Fusarium moniliforme (FM)

Al realizar el Analisis de Varianza, Cuadro 12, se observan diferencias
significativas para el factor A (cepas Azospirillum), y diferencias no
significativas para el factor B (fertilizaciones), asi como, la interaccion A x
B (cepas Azospirillum x fertilizaciones). El coeficiente de variacion fue de
343,01 %, con un promedio general de 0,03 % de dafio por FM. El
coeficiente de variacion alto se debe a que en esta variable son
determinantes los caracteres varietales, la temperatura, la humedad del
suelo y ambiental, luz solar y entre otros; es decir que esta variable tiene

una fuerte interaccion con el medio ambiente.

Tukey al 5 %, para el factor A (cepas de Azospirillum), Cuadro 13,
identificO dos rangos de significancia; en el primer rango se ubica cO
(testigo, sin cepa) con 0,11 % de dafio, comparten el Ultimo rango de
significancia los tratamientos cl1, c2 y ¢3 con similar promedio de dafio
correspondiente al 0,00 %. Esto se debe a que las condiciones
ambientales no fueron favorables para el desarrollo de Fusarium
moniliforme, no obstante se puede observar que el testigo si present6 un

dafio ligero de acuerdo con la escala del CIMMYT, 1986.

Para el factor B (fertilizaciones), Cuadro 14, se observan diferencias
matematicas entre tratamientos, asi fc (fertilizacién inorganica completa

100 %) y fm (fertilizacion inorganica media 50 %) presentaron 0,00 % de
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dafo, en tanto que, fO (testigo, sin fertilizacion) presentd el mayor

promedio con el 0,07 %.

Para la interaccion A x B (cepas Azospirillum x fertilizaciones), Cuadro 15,
se identificé que el mayor promedio en porcentaje de dafio fue para la
interaccion cOf0 (testigo, sin cepa + testigo, sin fertilizacion), con un
promedio de 0,29 %, seguido por cOfe (testigo, sin cepa + fertilizacion
organica) con 0,15 % de dafio, mientras que el resto de interacciones

presentaron 0,00 % de dafio por FM.

En general se observé una baja incidencia de FM, pues, al promediar
tanto el factor A como el B y sus interacciones, se obtuvo un porcentaje
de 0.19 % de infeccion que equivale a un dafio ligero en la mazorca,
segun la escala del CIMMYT, 1986. El porcentaje de infeccion podria
estar atribuido: al dafo fisico (abertura de bracteas) causadas por las
personas al momento del llenado de la mazorca, tolerancia a la
enfermedad presentada por la variedad y a las condiciones climéticas

presentes en el ensayo que redujeron el desarrollo de la enfermedad.

Por otro lado, los resultados alcanzados, coinciden con investigaciones en
las que se evalud una cepa de Azospirillum brasilense in vitro en plantas

de maiz que presentaban Fusarium moniliforme; las bacterias redujeron

en un 96% la presencia de Fusarium, indicando asi, la importancia de
utilizar Azospirillum para el control de Fusarium (Hassouna, M. et. al.
1998).
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CUADRO 12. Andlisis de varianza para las variables poblacién de Azospirillum, porcentaje de emergencia, altura de
planta, altura de mazorca, dafio por Heliothis zea y dafio por Fusarium moniliforme en el estudio "Evaluacion del
biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en

complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Cuadrados Medios

Poblacion  Porcentaje Altura ~ Dafio por
Fuentes de variacion Grados de de de Alturade de Dafio por -\ iim
libertad e . Planta Heliothis <
Azospirillum Emergencia (cm) Mazorca zea (%) moniliforme
(UFC/gss) (%) (cm) (%)
TOTAL 47
BLOQUES 2 0,53 21,65 "™ 404,31 "™ 287,69 0,01"™ 140000 "™
FACTOR A (cepas de Azospirillum) 3 7,52 ** 13,56 ™ 1208,92 ** 721,24 * 0,04 ** 0,04 *
FACTOR B (fertilizaciones) 3 0,16 ™ 60,17 "™ 295,26 ™ 324,58 " 0,03 * 0,01"™
AX B (cepas de Azospirillum x 9 0,69 ** 60,02™  426,79* 297,26™  0,01"™ 0,01"™
fertilizaciones)
ERROR EXP. 30 0,24 89,4 164,34 192,02 0,01 0,01
Promedio general: 2818,43 87,59 196,95 98,06 0,36 0,03
Promedio Transformado Log (x) 3,45
Coeficiente de variacion (%): 18,75 10,76 6,51 14,13 23,33 343,01

NS = No significativo.

* = Significativo al 5%.

** = Altamente Significativo al 1%.
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Cuadro 13. Promedios y Tukey al 5 % del factor A (cepas de Azospirillum) para las variables poblacion de Azospirillum,
porcentaje de emergencia, altura de planta, altura de mazorca, dafio por Heliothis zea, dafio por Fusarium moniliforme en el
estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-
101, en complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Promedios y Rangos de significacion

Poblacion de

- Porcentaje  Altura ~ Dafio por
Azospirillum de de Altura de Dafio por Fusarium
Codigo Identificacion Procedencia (UFC/gss) . Mazorca Heliothis 5
emergencia Planta moniliforme
Real Transformado (cm) zea (%)
(%) (cm) (%)
x) log(x)
c1 A.lipoferum & iﬁg'%“rz]hugépu”dtg'"a“” 19952  2,30b 88,50  190,65b 9317ab 0,36 ab 0,00 b
c2  Azospirillum spp. \C/slr?tﬁmg Laguacggazra”da' 478630  3,.68a 87,83  20567a 104,75a 043a 0,00 b
c3  Azospirillum spp. gi‘éfrs'brgbgffﬁépamb aA'a“S" 512,86 2,71 b 88,67  20533a 104,58a 0,30 b 0,00 b
c0 Testigo Testigo 66,06 1,82 ¢ 86,33 186,17 b 89,75 b 0,36 ab 0,11 a

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5 % (Prueba de Tukey).
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Cuadro 14. Promedios y Tukey al 5 % del factor B (fertilizaciones) para las variables poblacion de Azospirillum, porcentaje
de emergencia, altura de planta, altura de mazorca, dafio por Heliothis zea, dafio por Fusarium moniliforme en el
estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad
INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Promedios y Rangos de significacion

Poblacion de

Azospirillum Porcentaje de Alturade Alturade Dafio por El?ggri%?rz
Cdodigo Descripcion (UFC/gss) emergencia Planta Mazorca Heliothis moniliforme
Real Transformado (%) (cm) (cm) zea (%) (%)
(x) log(x)

fc Fertilizacién inorganica completa
(100%) 316,22 2,50 87,00 196,97 100,83 0,38 ab 0,00
fm  Fertilizacion inorganica media (50%) 407,38 2,61 90,50 201,25 101,75 0,32 b 0,00
fe  Fertilizacién organica (Ecoabonaza) 602,55 2,78 88,58 199,60 99,25 0,32b 0,04
fo Testigo (sin fertilizacion) 407,38 2,61 85,25 190,00 90,42 0,42 a 0,07

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5 % (Prueba de Tukey).
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Cuadro 15. Promedios y Tukey al 5 % de la interaccidon factor A (cepas Azospirillum) x factor B (Fertilizaciones) para las
variables poblacion de Azospirillum, porcentaje de emergencia, altura de planta, altura de mazorca, dafio por Heliothis zeay
dafio por Fusarium moniliforme en el estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el
cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacién”. Ainche - Chimborazo,

2010.
Promedios y Rangos de significacion
Poblacién de . .
5 di AR S Azospirillum Porcentaje Dafio por Dafho por
Cadigo Identificacion UFFC):/ de Altura de Altura de Heliothi Fusarium
( gss) emergencia  Planta (cm) Mazorca (cm) eliothis moniliforme
Real Transformado zea (%)
(%) (%)
(x) log(x)

c1+fc Biofertlizante C3 Tungurahua + 45, 14 5 58 ey 82,33 174,20 b 82,33 0,45 0,00
Fertilizacion inorganica 100%

c1 + fm Biofertiizante C3 Tungurahua + ) og /0 5 55 oy 9333 195,67 ab 94,67 035 0,00
Fertilizacion inorganica 50%

cl+fe DBiofertiizante C3 Tungurahua + 115 /g 5 7 g 89,33 207,73 ab 105,67 0.24 0,00
Fertilizacion orgéanica.

c1+fo Biofertiizante C3 Tungurahua 1524 5 33pcqg 89,00 185,00 ab 90,00 0.42 0,00
sin fertilizacion

2 +fc DBiofertiizante  C2 Bolivar + g, 95 5 gy apc 90,67 21733 a 113,67 0,44 0,00
Fertilizacion inorganica 100%

c2 + fm Dlofertiizante  C2 Bolivar + )., 14 4054 87,67 217,33 a 119,67 0,29 0,00
Fertilizacion inorganica 50%

2 + fe Diofertilizante C2  Bolivar + 5550 11 575 4 88,00 196,00 ab 95,00 048 0,00
Fertilizacion organica.

2 +fo Dlofertiizante C2 Bolivar sin g5, 95 3984 85,00 192,00 ab 90,67 0,51 0,00

fertilizacion.
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c3 +fc

c3 + fm

c3 +fe

c3+f0

c0 + fc

cO0 +fm

c0 + fe

c0 +f0

Biofertilizante C4 Chimborazo +
Fertilizacion inorganica 100%

Biofertilizante C4 Chimborazo +
Fertilizacion inorganica 50%

Biofertilizante C4 Chimborazo +
Fertilizacion organica.

Biofertilizante C4 Chimborazo
sin fertilizacion.

Testigo + Fertilizacion
inorganica 100%
Testigo + Fertilizacion

inorganica 50%
Testigo + Fertilizacion organica.

Testigo, sin  Azospirillum vy
testigo absoluto.

416,86

107,15

1995,26

758,57

74,13

141,25

95,49

18,62

2,62 abcd

2,03 cd

3,30 abc

2,88 abc

1,87 cd

2,15 cd

1,98 cd

1,27d

84,67

94,67

86,33

89,00

90,33

86,33

90,67

78,00

209,33 ab

208,00 ab

196,00 ab

208,00 ab

187,00 ab

184,00 ab

198,67 ab

175,00 b

112,33

107,00

98,00

101,00

95,00

85,67

98,33

80,00

0,32

0,27

0,27

0,32

0,32

0,37

0,31

0,44

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,15

0,29

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5 % (Prueba de Tukey).
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4.7. Longitud de la mazorca (LM)

En el Andlisis de Varianza, Cuadro 16, se obtuvo un promedio general de
14,91 cm de longitud y un coeficiente de variacion de 6,62 %. En el mismo
cuadro se puede observar que existe alta significacion estadistica para el
factor A (cepas de Azospirillum) y para el factor B (fertilizaciones),
mientras que, para la interaccion A x B (cepas de Azospirillum x

fertilizaciones), no fueron factores dependientes.

Al realizar la prueba de Tukey al 5 %, Cuadro 17, para el factor A (cepas
de Azospirillum), se identificaron tres rangos de significacion; ubicandose
en el primer rango c3 (cepa4-Chimborazo) con 15,73 cm y en el dltimo
rango c0 (sin cepa, testigo) con 14,10 cm. Estos datos de incremento del
tamano del fruto, con respecto al testigo (sin cepa), se puede atribuir al
efecto benéfico de las cepas de Azospirillum spp., sobre: el efecto del
potencial del agua (concentracion de O2) y produccién de giberelinas A3,
las cuales utilizan agua en un 50 % para producir células, que tengan la
capacidad de producir altas cantidades de agua, inducir resistencia a la
sequia y ayudar a la formacion del fruto con buen tamafio (Piccoli, P. et.
al. 1997).

Para el factor B (fertilizaciones), la prueba de Tukey, Cuadro 18, muestra
dos rangos de significacion; compartiendo el primer rango fm (fertilizacion
inorganica media 50 %) con 15,29 cm y fc (fertilizacion inorganica
completal00 %) con 15,30 cm; y el segundo rango fO (sin fertilizacion,
testigo) con 14,16 cm. El aporte de nitrogeno, fosforo y potasio

contribuyeron a la produccioén de frutos con mayor longitud.

La interaccion A x B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones), Cuadro 19,
no presentd significacion estadistica, obteniendo la mayor longitud

promedio c3fc (cepad-Chimborazo + fertilizacion inorganica completa 100

66



%) con 16,65 cm y la de menor longitud promedio fue cOf0 (sin cepa + sin

fertilizacién) con 12,43 cm.

4.8. Diametro de la mazorca (DM)

Con el Analisis de Varianza, Cuadro 16, se observa que el factor A (cepas
de Azospirillum), el factor B (fertilizaciones) y la interaccion A x B (cepas
de Azospirillum x fertilizaciones) no presentaron significacion estadistica.
Se calculé una media general de 4,90 cm de DM y un coeficiente de
variacion de 7,59 % (Cuadro 15).

Para el factor A (cepas de Azospirillum), Cuadro 17, presenté diferencias
numeéricas, obteniendo el mayor promedio el tratamiento c3 (c4-
Chimborazo) con 5,08 cm y el menor promedio fue para el tratamiento cO

(sin cepa, testigo) con 4,78 cm.

El factor B (fertilizaciones), Cuadro 18, presentd al tratamiento de mayor
promedio a fc (fertilizaciéon inorganica completa 100 %) con 5,01 cm vy el
tratamiento con menor promedio a fO (sin fertilizacion, testigo) con 4,77

cm.

La interaccion A x B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones), Cuadro 19,
se observé que el mayor promedio fue para c2fm (cepa2-Bolivar +
fertilizacion inorganica media 50 %) con 5,33 cm y el menor promedio fue

para cOf0 (sin cepa + sin fertilizacién) con 4,56 cm.

El empleo de las cepas y las fertilizaciones no presentaron efectos
estadisticamente notables, sin embargo, las diferencias numéricas entre

las cepas y el testigo (sin cepa), pueden atribuirse a la accion de las
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cepas de Azospirilum por las razones mencionadas en la variable

longitud de la mazorca.

4.9. Porcentaje de nitrégeno del suelo (PNS)

Al realizar el Analisis de Varianza, Cuadro 16, se puede observar que
existen diferencias altamente significativas para el factor A (cepas de
Azospirillum); factor B (fertilizaciones) e interaccion A x B (cepas de
Azospirillum x fertilizaciones). Con un promedio general de 0,27 % y un

coeficiente de variacion de 22,71 %.

Al aplicar Tukey al 5 %, Cuadro 17, para el factor A (cepas de
Azospirillum), se observan tres rangos de significacion, compartiendo el
primer rango cl (cepa3-Tungurahua) con 0,36 % y c3 (cepa4-
Chimborazo) con 0,33 %; el segundo rango c3 (cepa2-Bolivar) con 0,23 %
y el tercer rango c4 (sin cepa, testigo) con 0,15 % de nitrégeno disponible
en el suelo. Estos resultados dependieron del tipo de cepa de Azospirillum
con la que se trabajo, debido a que la cepa3-Tungurahua, proviene de un
suelo con pH 6,5 por lo que presentd mejor accion, ya que Azospirillum se
desarrolla o prolifera de mejor manera en suelos con pH de 6,8 a 7,
mientras tanto que, b3 (cepa4-Chimborazo) proviene de un suelo con pH
6 y c2 (cepa2-Bolivar) proviene de un suelo con pH 5,9 (ligeramente
acido) (Molina, S. 2006).

Tukey al 5 %, Cuadro 18, para el factor B, presentd tres rangos de
significacién, ubicandose en el primer rango a fc (fertilizacion inorganica
completa 100 %) con 0,46 % y en el tercer rango a fO (sin fertilizacion,
testigo) con 0,18 %. En este caso, la eficiencia de la fertilizacion
inorganica es altamente dependiente del comportamiento quimico del
fertilizante inorganico en el suelo, especialmente de las formas de N

derivadas de su transformacién quimica, y de las condiciones de clima
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reinantes en el medio. Se puede decir, que todos los fertilizantes
inorganicos nitrogenados son apropiados para este cultivo, siempre que

se incorporen o sean enterados en el suelo (Urquiaga, S. 2000).

Para la interaccion A x B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones), al
aplicar Tukey al 5 %, Cuadro 19, se observan cinco rangos de
significacion, ubicandose en el primer rango al tratamiento c2fm (cepa2-
Bolivar + fertilizacion inorganica media 50 %) con 1,01 % y compartiendo
el quinto rango los tratamientos c1fc y cOfe con 0,09 %; cl1fm, c2fc, c3f0,
cOfm con 0,10 %; y c0f0 con 0,11 % de nitrégeno en el suelo. Este mejor
desempenfio de el biofertilizante c2 (cepa2-Bolivar), puede atribuirse a que
esta cepa proviene de suelos ligeramente &cidos (pH 5,9), por lo que
actué mejor al estar en contacto con la fertilizacion inorganica. Ademas a
efectos hormonales de Azospirillum. Los cuales hacen que las raices se
desarrollen mejor, favoreciendo la explotacion de un mayor volumen de
suelo y un mejor aprovechamiento de los fertilizantes. Muchos de estos
microorganismos de vida libre tienen amplia distribucion en diferentes

suelos (Urquiaga, S. 2000).

4.10. Porcentaje de materia seca (PMS)

De acuerdo al Analisis de Varianza, Cuadro 16, en el cual se obtuvo un
promedio general de 30,04 % de PMS y un coeficiente de variacion de
17,25 %. En el mismo cuadro se puede observar que no existe
significacion estadistica para el factor A (cepas de Azospirillum), factor B
(fertilizaciones) e interaccibn A x B (cepas de Azospirillum x

fertilizaciones).

Para el factor A (cepas de Azospirillum), Cuadro 17, no presentod

significacion estadistica, sin embargo el mayor porcentaje de materia seca
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promedio corresponde a c¢3 (cepa4-Chimborazo) con 31,96 % y el menor

promedio corresponde a c2 (cepa2-Bolivar) con 29,33 %.

El factor B (fertilizaciones), Cuadro 18, no presenté significacion
estadistica, pero si presenté diferencias numéricas, en donde, la
fertilizacion fe (fertilizacion organica), fue la que registrd6 el mayor
porcentaje con 30,70 %, en tanto que la fertilizacion fO (sin fertilizacion,

testigo), presentd el menor promedio con 29,65 %.

En el andlisis de la interaccién factor A x B (cepas Azospirillum x
fertilizaciones), Cuadro 19, registré diferencias matematicas, en donde, la
interaccion clfm (cepa3-Tungurahua + fertilizacién inorganica media 50
%) con 34,33 % alcanz6 el mayor promedio y la interaccién cOfm (sin

cepa + sin fertilizacion) con 26,89 % fue la que obtuvo el menor promedio.

Los efectos hormonales que Azospirillum produce en la rizésfera o en el
interior de las raices, favorecen el crecimiento radicular de las plantas asi
como también la absorcion de agua Yy nutrientes, repercutiendo

positivamente en la produccion vegetal (Okon, Y. et. al. 1998).

La inoculacion con Azospirillum incrementa la produccion de materia
seca, sin embargo este efecto puede ser benéfico en algunos casos o0 no

significativo en otros (Saito y Graciolli, 1981).

4.11. Porcentaje de nitrégeno de la planta (PNP)

En el Andlisis de Varianza, Cuadro 16, se detectaron diferencias
estadisticas altamente significativa para el factor A (cepas de

Azospirillum); y diferencias significativas para el factor B (fertilizaciones) e
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interaccion A x B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones). El coeficiente

de variacion fue de 21,34 % y el promedio general fue de 1,22 % de PNP.

Tukey al 5 %, Cuadro 17, para el factor A (cepas de Azospirillum), agrup6
en dos rangos de significacion a los biofertilizantes. En el primer rango se
encontré cl (cepa3-Tungurahua) con 1,36 %, c2 (cepa2-Bolivar) con 1,35
% y c3 (cepad-Chimborazo) con 1,28 % de N; y en el segundo rango con
el menor promedio, se encontré cO (sin cepa, testigo) con 0,89 % de N.
Estos resultados concuerdan con estudios realizados, donde la
inoculacion con Azospirillum, ademas de mejorar el crecimiento de las
plantas, se observan incrementos en el contenido de nitrogeno total de las
plantas inoculadas respecto a las no inoculadas. Ademas el AIA
producido por las bacterias puede modificar el contenido de fitohormonas
de las plantas conduciendo a la estimulacién del crecimiento de las
mismas (Thuler, D. et. al. 2003).

Al realizar la prueba de Tukey al 5 %, para el factor B (fertilizaciones),
Cuadro 18, presentd dos rangos de significacion, en el cual, el primer
rango con el mayor promedio fue para fm (fertilizacion inorganica media
50 %) con 1,42 % de N y el segundo rango con el menor promedio fc
(fertilizacion inorganica completa 100 %) con 1,15 % y fO (sin fertilizacion,
testigo) con 1,11 %. Estos resultados, se atribuyen a que las plantas
fertilizadas con el 100 %, eran mas suculentas que las plantas fertilizadas
con el 50%, por lo que, son mas sensibles a la desecacién y estrés por
falta de agua, repercutiendo de esta manera la absorcion de nitrdgeno
(Ramirez, M. 2004).

Tukey al 5 %, para la interaccion A x B (cepas de Azospirillum x
fertilizaciones), Cuadro 19, agrupé en tres rangos de significacion.
Registrando a la interaccion clfm (cepa3-Tungurahua + fertilizaciéon

inorganica media 50 %) con 1,81 %, en el primer rango de significacion, y
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a la interaccion c0f0 (sin cepa + sin fertilizacion) con 0,79 % en el tercer
rango de significacion. En lo que se refiere a la influencia de Azospirillum
sobre la absorcion de N por las plantas, se debe destacar que poseen la
enzima nitrato-reductasa. Esta enzima es responsable por la reduccion
del nitrato a nitrito, favoreciendo la absorcion y asimilacién del N-NOg3 del
suelo por las plantas. Aumentando significativamente el crecimiento
vegetal, la acumulacién de N, y principalmente la eficiencia de la

fertilizaciéon inorganica (Urquiaga, S. 2000).

4.12. Rendimiento de choclo (RCH)

Al realizar el Andlisis de Varianza, Cuadro 16, se observd que existen,
diferencias significativas para el factor A (cepas de Azospirillum);
diferencias altamente significativas para el factor B (fertilizaciones) y no
existe diferencia estadistica para la interaccion A x B (cepas de
Azospirillum x fertilizaciones). El coeficiente de variacion fue de 22,18 % y

el promedio general fue de 184,26 sacos/ha.

Con la prueba de Tukey al 5 %, para el factor A (cepas de Azospirillum),
Cuadro 17, el promedio mas alto, se evalu6 en la cepa c3 (cepa4d-
Chimborazo) con 216,80 sacos/ha y los promedios mas bajos se
calcularon en cl (cepa3-Tungurahua) con 176,03 sacos/ha y c4 (sin cepa,
testigo) con 157,84 sacos/ha. Estos valores indican que las cepas si
influyeron en el rendimiento, pues existen resultados similares, en donde,
se obtuvo rendimientos de 5600 kg/ha, con la aplicacion de un
biofertilizante a base de Azospirillum, mientras que a los tratamientos que
no se les aplico el biofertilizante obtuvieron rendimientos bajos de 1880
kg/ha, comprobandose las propiedades de Azospirillum en el incremento

del rendimiento.
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Para el factor B (fertilizaciones), al aplicar Tukey al 5 %, Cuadro 18, se
diferencian dos rango, de los cuales, el promedio mas alto corresponde a
fm (fertilizacion inorganica media 50 %) con 217,77 sacos/ha y los
promedios mas bajos corresponden a fc (fertilizacién inorganica completa
100%) con 174,95 sacos/ha y fO (sin fertilizacién, testigo) con 154,37
sacos/ha. Se puede atribuir estos resultados, en gran parte a la
desnitrificacién, que consiste en la liberacion de Oxidos de nitrégeno
desde el suelo hacia la atmosfera, por lo cual se pierde nitrégeno y
disminuye la eficiencia de la fertilizacion inorganica al 100 % aplicado al

cultivo y por ende disminuye la producciéon (Mora, S., et al., 2007).

Obteniéndose mejores resultados con el aporte de menores cantidades
de fertilizante en este caso la fertilizacion inorganica 50 %; a la eficiencia
del fertilizante, que es altamente dependiente del comportamiento quimico
en el suelo, especialmente de las formas de N derivadas de su
transformacion quimica; y de las condiciones de clima reinantes en el

medio (Infoagro. 2010).

Al analizar la interaccion A x B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones),
Cuadro 19, se determind que, a pesar de no haberse diferenciado
estadisticamente, si existid diferencias matematicas, siendo la de mayor
promedio, la interaccion c2fm (cepa2-Bolivar + fertilizacion inorganica
media 50 %) con 258,25 sacos/ha y siendo las de menor promedio las
interacciones cOfe (sin cepa + fertilizacion organica) con 127,89 sacos/ha
y c0f0 (sin cepa + sin fertilizacion) con 124,57 sacos/ha. Estos resultados,
coinciden con resultados alcanzados en Cuba, donde, se evalud cepas de
A. brasilense con fertilizacion inorganica y se redujo el 50 % de la
fertilizacion inorganica en el cultivo de maiz con el empleo de Azospirillum
(Terry, E. et. al. 1994).
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Se ha comprobado que fertilizando los cultivos con Azospirillum y con
nitrégeno inorganico en un porcentaje entre el 20 y 50 % del utilizado
normalmente, se consigue un aumento de produccion sobre las cosechas
obtenidas Unicamente con fertilizante quimico al 100 %. Esto es debido a
que, al liberarse la bacteria de su funcion fijadora de nitrdgeno, produce

mas factores de crecimiento vegetal (Ramirez, M. 2004).

El rendimiento es una caracteristica varietal y depende de su interaccion

genotipo — ambiente.

Son determinantes ademas los factores bioclimaticos (temperatura,
humedad, los vientos, horas luz, distribucion y cantidad de lluvia);
edaficos (fisicos y quimicos de suelos: Textura, estructura, densidad
aparente, porosidad, capacidad de intercambio catiénico, relacion C/N,
conductividad eléctrica, pH, etc.) y microorganismos del suelo. (Monar, C.

2010. Entrevista personal).
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CUADRO 16. Analisis de varianza para las variables longitud de mazorca, diAmetro de mazorca, porcentaje de nitrégeno
en el suelo, porcentaje de materia seca, porcentaje de nitrégeno en la planta y rendimiento de choclo en el estudio
"Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-
101, en complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Cuadrados Medios

Lonaitud Porcentaje Porcentaje
Fuentes de variacién Grados de dge Diametro de ~ de Porcentaje de Rendimiento
libertad mazorca mazorca Nitrégeno de Materia  nitrégeno de choclo
(cm) (cm) en suelo seca (%) delaplanta (sacos/ha)
(%) (%)
TOTAL a7
BLOQUES 2 2,74 "™ 0,03 ™ 0,01 "™ 43,59 ™ 0,15 "™ 3086,46 ™
*k ns *k ns *% *
FACTOR A (cepas de Azospirillum) s 5,52 02 011 43,70 0,60 731529
** ns *% ns * *%
FACTOR B (fertilizaciones) 3 3,46 011 021 3,05 0.23 8543,05
ns ns *x ns * ns
A x B (cepas de Azospirillum x fertilizaciones) 9 1.8 0,18 018 7,96 018 2574,18
ERROR EXP 30 0,98 0,14 0,037 26,85 0,07 1670,68
Promedio general: 14,91 4,90 0,27 30,04 1,22 184,26
Coeficiente de variacion (%): 6,62 7,59 22,71 17,25 21,34 22,18

NS = No significativo.
* = Significativo al 5 %.

** = Altamente Significativo al 1 %.
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CUADRO 17. Promedios y Tukey al 5 % del factor A (cepas de Azospirillum) para las variables longitud de mazorca,
didmetro de mazorca, porcentaje de nitrogeno en el suelo, porcentaje de materia seca, porcentaje de nitrégeno de la planta
y rendimiento de choclo en el estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de
Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizaciébn”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Promedios y Rangos de significacion

. - Porcentaje .
Londgeltud Dla:jneetro de Porcentaje dzonrﬁfgtzjﬁo Rendimiento
Cédigo Identificacion Procedencia Nitrogeno  de Materia 9 de choclo
mazorca mazorca de la planta
del suelo seca (%) o (sacos/ha)
(cm) (cm) 0 (%)
(%)
A.lipoferum  S3-Tungurahua, Pillaro, Emilio 1, 25 5 4834 036 a 31,17 a 1,36a 176,03 b
cl Teran, Capulicito
c2  Azospirillum spp. C2:Bolivar, Guaranda, 15,09 ab 4,90 a 0,23a 27,70 a 1,35a 186,38 ab
Veintimilla, Laguacoto 2
. C4-Chimborazo, Alausi,
c3 Azospirillum spp. Sibambe, Cochapamba 15,73 a 5,08 a 0,33 b 31,96 a 1,28 a 216,80 a
c0 Testigo Testigo 14,10 c 4,78 a 0,15¢c 29,33 a 0,89 b 157,84 b

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5 % (Prueba de Tukey).
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CUADRO 18. Promedios y Tukey al 5 % del factor B (fertilizaciones) para las variables longitud de mazorca,
diametro de mazorca, porcentaje de nitrogeno del suelo, porcentaje de materia seca, porcentaje de nitrégeno de la
planta y rendimiento de choclo en el estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en
el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche -
Chimborazo, 2010.

Promedios y Rangos de significacion

Porcentaje

Longitud  Diametro . Porcentaje o
de Porcentaje S Rendimiento
- S de de - !~ de nitrogeno
Cddigo Descripcion Nitrogeno  de Materia de choclo
mazorca mazorca de la planta
del suelo seca (%) (sacos/ha)
(cm) (cm) (%)
(%)
fc Fertilizacion inorganica completa 15,30 a 501 0,46 a 20,64 1.15b 174,95 b
(100%)
fm (F5eorf,}i')zac'°” inorganica media 15,29 a 4,89 0,20 bc 30,17 142a 217,77 a
fe Fertilizacion organica 14,92ab 4,91 0,24 b 30,70 1,20ab 189,96 ab
(Ecoabonaza)
fo Testigo (sin fertilizacion) 14,16 b 4,77 0,18 ¢ 29,65 1,11 b 154,37 b

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5 % (Prueba de Tukey).
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CUADRO 19. Promedios y Tukey al 5 % de la interaccion A x B (cepas Azospirillum x Fertilizaciones) para las
variables longitud de mazorca, didmetro de mazorca, porcentaje de nitrogeno del suelo, porcentaje de materia
seca, porcentaje de nitrégeno de la planta y rendimiento de choclo en el estudio "Evaluacion del biofertilizante a
base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en complemento con
tres tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Promedios y Rangos de significacion

. s Porcentaje .
Longitud Didametro d = . Porcentaje Rendimi
Céd|go Identificacion de de L e Orcenta_]e de nitrégeno endimiento
Nitrogeno  de Materia de choclo
mazorca mazorca de la planta
del suelo seca (%) o (sacos/ha)
(cm) (cm) ) (%)
(%)
cl+fc Diofertlizante C3 Tungurahua + 14,67 475 0,44 b 30,39 0,89 be 155,24
Fertilizacion inorganica 100%
cl+fm Biofertiizante C3 Tungurahua + 14,72 4,69 0,10 e 34,33 18la 178,67
Fertilizacion inorganica 50%
c1+fe Diofertiizante C3 Tungurahua + 14,35 4,92 0,25 cde 29,55 1,64 ab 220,92
Fertilizacion organica.
co+fo  Diofertiizante C3Tungurahua sin 15,25 475 0,09 e 30,41 1,11 abc 149,30
fertilizacion
c2+fc Dlofertilizante C2 Bolivar + 15,19 4,93 0,10 e 28,05 1,52 abc 183,74

Fertilizacion inorganica 100%

2 +fm  DBiofertilizante C2 Bolivar + 16,58 5,33 1,01a 27,18 1,40 abc 258,25
Fertilizacion inorganica 50%

Biofertilizante C2 Bolivar +

c2 + fe o .
Fertilizacion organica.

14,42 4,64 0,35 bc 26,99 1,18 abc 178,96
Biofertilizante C2 Bolivar sin

€2 +10 fertilizacion.

14,16 4,69 0,40 bc 28,59 1,30 abc 124,57
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c3 +fc

c3+fm

c3 + fe

c3 +f0

c0 +fc

c0 +fm

cO + fe

c0 +f0

Biofertilizante C4 Chimborazo +
Fertilizacion inorganica 100%

Biofertilizante C4 Chimborazo +
Fertilizacion inorganica 50%

Biofertilizante C4 Chimborazo +
Fertilizacion orgéanica.

Biofertilizante C4 Chimborazo sin
fertilizacion.

Testigo + Fertilizacion inorganica
100%

Testigo + Fertilizacion inorganica 50%

Testigo + Fertilizacion organica.

Testigo sin Azospirillum y testigo
absoluto.

16,65

15,32

15,42

15,53

14,7

14,52

14,75

12,43

5,25

4,72

5,25

5,08

5,10

4,82

4,83

4,56

0,42 bc

0,15 de

0,24 cde

0,10e

0,31 bcd

0,10 e

0,09e

0,11 e

30,86

32,28

31,90

32,79

29,26

26,89

30,16

31,00

1,20 abc

1,59 ab

1,08 abc

1,25 abc

0,99 bc

0,89 bc

0,89 bc

0,79 c

199,07

233,65

232,06

202,40

161,75

200,52

127,89

141,21

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5 % (Prueba de Tukey).
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4.13. Analisis econémico

Se lo realiz6 mediante el analisis de presupuesto parcial propuesto por el
CIMMYT (1988), para lo cual, una ves obtenido el rendimiento de choclos
en sacos/ha, se realizd un ajuste del 10 % con el fin de reflejar la
diferencia entre el rendimiento experimental y el que el agricultor podria
lograr. Este rendimiento ajustado fue multiplicado con el valor unitario del
producto, para obtener el beneficio bruto, y se establecieron todos los
costos que variaron en cada uno de los tratamientos, para luego, calcular
el beneficio neto (beneficio bruto — total de costo que variaron en cada
tratamiento). Con los beneficios netos y los costos que variaron se
establecio el analisis de dominancia, para lo cual primero se ordena a los
tratamientos de menor a mayor, de acuerdo a los totales de costos que
variaron. Se dice entonces que un tratamiento es dominado cuando tiene
beneficios netos menores o iguales a los de un tratamiento de costos que

variaron, para posteriormente calcular la tasa de retorno marginal.

El analisis econdmico, se realizO en el mes de Mayo del 2010,
considerando los resultados de los rendimientos obtenidos en el ensayo

de campo.

De acuerdo con informacion del Programa de Maiz; y mercados de
Riobamba y Quito, el precio promedio del saco de choclos fue de 12

dolares americanos.

El precio del fertilizante inorganico fue de 25 ddlares americanos por saco
de Urea y 63,75 dolares americanos por saco de 18-46-0. Para el
fertilizante organico (Ecuabonaza) el precio fue de 6,56 ddlares

americanos por saco.
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De acuerdo con informacion del Programa de Maiz el costo de produccion
del biofertilizante fue de 10,50 ddlares americanos por cada funda, que

contiene 300 g de biofertilizante, para 35 kg de semilla de maiz.

Cabe sefialar que cuando el analisis estadistico de los resultados de un
ensayo indica, que no hay diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos no es necesario realizar el analisis econémico, Unicamente
se selecciona el tratamiento con los rendimientos mas altos. Sin embargo
se realizo el analisis econdmico para determinar el o los tratamientos con

la mejor tasa de retorno marginal.
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Cuadro 20. Presupuesto Parcial del ensayo "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo
Chimborazo, 2010.

de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche -

Costo de Totales
Rendimiento Rendimiento . Costo del Costo de Costo del Costo de de .
h h Beneficios o . Costo del mano de Beneficios
. medio ajustado fertilizante mano de fertilizante mano de . e costos
Tratamientos sacos/ha sacos/ha brutos de inorganico obra para organico obra para Biofertilizante | obra para que netos
(choclos) (choclos) campo ($/ha) ($/ha) aplicar ($/ha) ($/ha) aplicar ($/ha) ($/ha) aplicar varian ($/ha)
($/ha)
($/ha)
1 (cl+fc) 155,24 139,71 1429,98 305,00 32,00 0,00 0,00 10,50 8,00 355,50 | 107448
2 (c1+fm) 178,67 160,81 1739,00 152,50 16,00 0,00 0,00 10,50 8,00 187,00 | 1552,00
3 (cl+fe) 220,92 198,83 2157,99 0,00 0,00 360,80 40,00 10,50 8,00 419,30 | 1738,69
4 (c1+f0) 149,31 134,38 1402,78 0,00 0,00 0,00 0,00 10,50 8,00 18,50 1384,28
S (c2+fc) 183,74 165,36 1741,90 305,00 32,00 0,00 0,00 10,50 8,00 355,50 | 1386,40
6 (c2+fm) 258,25 232,42 2439,24 152,50 16,00 0,00 0,00 10,50 8,00 187,00 | 2252,24
7 (c2+fe) 178,96 161,07 1747,11 0,00 0,00 360,80 40,00 10,50 8,00 419,30 | 1327,81
8 (c2+0) 124,57 112,11 1092,01 0,00 0,00 0,00 0,00 10,50 8,00 18,50 1073,51
9 (c3+fc) 199,07 179,17 1893,52 305,00 32,00 0,00 0,00 10,50 8,00 355,50 1538,02
10 (c3+fm) 233,65 210,29 2236,69 152,50 16,00 0,00 0,00 10,50 8,00 187,00 | 2049,69
11 (c3+fe) 232,06 208,85 2157,41 0,00 0,00 360,80 40,00 10,50 8,00 419,30 | 173811
12 (c3+f0) 202,40 182,16 1986,69 0,00 0,00 0,00 0,00 10,50 8,00 18,50 1968,19
13 (c0+fc) 161,75 145,57 1473,38 305,00 32,00 0,00 0,00 0,00 0,00 337,00 1136,38
14 (c0+fm) 200,52 180,47 1829,86 152,50 16,00 0,00 0,00 0,00 0,00 168,50 1661,36
15 (cO+fe) 127,89 115,10 1219,01 0,00 0,00 360,80 40,00 0,00 0,00 400,80 819,11
16 (c0+f0) 141,20 127,08 1349,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1349,54
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Al realizar el analisis de presupuesto parcial, Cuadro 20, se observé que
el tratamiento c2fm (cepa2-Bolivar + fertilizacion inorganica media 50 %)
con 2252,24 $/ha presentd el mayor beneficio neto. Mientras tanto, el
testigo cOfe (sin cepa + fertilizacion organica) present6 el menor beneficio
neto con 819,11 $/ha.

Cuadro 21. Andlisis de Dominancia del estudio
"Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de
Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays
L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres
tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Total de Beneficios
Tratamientos | costos que netos Dominancia
varian ($/ha) ($/ha)
16 (c0+f0) 0 1349,54
4 (c1+f0) 18,5 1384,28 D
8 (c2+f0) 18,5 1073,51 D
12 (c3+f0) 18,5 1968,19
14 (cO+fm) 168,5 1661,36 D
2 (c1+fm) 187 1552,00 D
6 (c2+fm) 187 225224
10 (c3+fm) 187 2049,69 D
13 (cO+fc) 337 1136,38 D
1 (cl+fc) 355,5 1074,48 D
5 (c2+fc) 355,5 1386,40 D
9 (c3+fc) 355,5 1538,02 D
15 (cO+fe) 400,8 819,11 D
3 (c1+fe) 419,3 1738,69 D
7 (c2+fe) 419,3 1327,81 D
11 (c3+fe) 419,3 1738,11 D

En el analisis de dominancia, Cuadro 21, se determin6 que los
tratamientos cOf0 (sin cepa + sin fertilizacion), c3f0 (cepa4-Chimborazo +
sin fertilizacion) y c2fm (cepa2-Bolivar + fertilizacién inorganica media

50%) resultaron ser no dominados.
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Cuadro 22. Analisis Marginal del estudio "Evaluacién del biofertilizante
a base de cepas de Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays
L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacion”.
Ainche - Chimborazo, 2010.

. Beneficios
Costos Beneficios Tasa de
. Costos que ; netos
Tratamientos : marginales Netos - Retorno
varian ($/ha) ($/ha) ($/ha) marginal Marginal
($/ha) 9

16 (c0+f0) 0 1349,54
18,50 618,65 3344,07

12 c3 + 10 18,50 1968,19
168,50 284,05 168,58

6 c2 +fm 187,00 225224

Al analizar los tratamientos no dominados, con el analisis de retorno

marginal, se encontr6 que los mejores tratamientos alcanzados fueron

para c3f0 (cepa4-Chimborazo + sin fertilizacién) con una tasa de retorno

marginal

de 3344,07 % lo que equivale a que por cada ddlar invertido

retorné 33,44 ddlares, que es un valor alto, que atraeria la inversion hacia

esta nueva alternativa de produccion del cultivo de maiz.
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V.

5.1.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

- El biofertilizante a base de cepas de Azospirillum (c2-Bolivar; c3-

Tungurahua y c4-Chimborazo), evaluado en campo, presenté una
buena adaptabilidad al suelo y al cultivo de maiz, debido a que se

observaron incrementos notables con respecto al testigo.

El biofertilizante c2 con la cepa 2 proveniente de Bolivar, fue la
mas eficiente en las variables: poblacion final de Azospirillum,
altura de planta, altura de mazorca. Mientras que el biofertilizante
c3 con la cepa 4 proveniente de Chimborazo, fue la méas eficiente
en las variables: Longitud de mazorca y rendimiento en choclo con
216,80 sacos/ha, mayor al reportado en la ficha técnica del

Programa de Maiz con 215 sacos/ha.

La interaccion c2fm (cepa2—Bolivar +fertilizacion inorganica media
50 %), fue la mas eficiente en las variables: poblacion final de
Azospirillum, altura de planta, altura de mazorca, porcentaje de
nitrégeno suelo. Y el rendimiento de choclo fue de 258,25 sacos/ha
superando al rendimiento obtenido por el Programa de Maiz con

fertilizacion inorganica al 100 %.

Al influir la inoculacion de Azospirillum en el incremento de la
poblacion local, altura y rendimiento del cultivo de maiz se la puede
considerar como una tecnologia complementaria para el desarrollo

y produccion del cultivo de maiz, en esta zona agroecoldgica.
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o Desde el punto de vista econdmico, la interaccion c3f0 (c4-
Chimborazo + sin fertilizacion) con una tasa de retorno marginal
33,44 ddlares, siendo la alternativa mas rentable para la

produccion del cultivo de maiz en esta zona agroecoldgica.
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5.2.

Recomendaciones

Evaluar el biofertilizante a base de cepas para el desarrollo

comercial en diferentes localidades de la Serrania Ecuatoriana.

Desarrollar un biofertilizante que contenga la mezcla de las cepas
(c2-Bolivar+c3-Tungurahua+c4-Chimborazo) para ser utilizadas en

diferentes zonas agricolas.

Evaluar en laboratorio y campo la sensibilidad de Azospirillum a
productos como: fungicidas; insecticidas; y fertilizantes organicos e

inorganicos que se utilizan para la produccion del cultivo de maiz.

Aplicar para el combate del “cogollero” cebos preparados con 120

cc de clorpirifos (Lorsban, Pyrinex) en 25 kg de arena.

Incentivar a los agricultores, por medio de dias de campo,
capacitacion, talleres, etc., a la utilizacion del biofertilizante como
una alternativa complementaria para la produccion del cultivo de

maiz en la Serrania Ecuatoriana.
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VI. RESUMEN Y SUMMARY

6.1. Resumen

Desde el punto de vista practico, después del agua, el nitrégeno es el
principal nutriente que el suelo debe proporcionar para garantizar el
crecimiento adecuado y la produccion 6ptima del cultivo de maiz. La
fertilizaciébn nitrogenada mediante el uso de fertilizantes organicos e
inorganicos y otras fuentes de nitr6geno, es uno de los insumos basicos
qgue mas influyen en el costo de produccion del cultivo y en los efectos
negativos sobre el medio ambiente. Por lo cual, es necesario aplicar
alternativas ecoldgicas que tengan mayor rentabilidad, menor impacto
ambiental y no sean perjudiciales para la salud. Con este contexto, el
Programa de Maiz del Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) y la Universidad Estatal de Bolivar, desarrollaron la

presente investigacion.

En el estudio, se evaluo6 el efecto del biofertilizante a base de cepas de
Azospirillum spp., en el cultivo de maiz (Zea mays L.) con la variedad
INIAP-101, en complemento con tres tipos de fertilizacién, en el sector
Ainche, provincia de Chimborazo, situada a 2718 msnm, a 78°34°45” de
longitud a 1°45°31” de latitud Sur. Para el desarrollo de la investigacion,
se plantearon los siguientes objetivos: a) Evaluar el efecto de la aplicacion
del biofertilizante a base de tres cepas de Azospirillum spp., en el cultivo
de maiz, variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos de
fertilizacion; b) Seleccionar la cepa de Azospirillum spp. méas eficiente en
la produccion de maiz; c) Evaluar el mejor tipo de fertilizacion
complementaria que acompafie a Azospirillum spp., para una buena
produccion del cultivo de maiz; d) Realizar un analisis economico de

presupuesto parcial y tasa marginal de retorno.
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Previo al ensayo de campo, en laboratorio del Departamento Nacional de
Proteccion Vegetal (DNPV) area Microbiologia y Planta Piloto del
Programa de Maiz, se realiz6 la reactivacion, purificacion, fermentacion y
produccion del inoculante sélido. Para ser evaluado en campo en dos
factores: cepas de Azospirillum spp. (b) y fertilizaciones (f), con tres
repeticiones por tratamiento con un disefio de bloques completos al azar

(DBCA) en arreglo factorial 4 x 4.

De las variables evaluadas presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos: poblacion de Azospirillum, presenté como mejor tratamiento
a c2fm con 11220,18 UFC/gss; altura de planta a b2fm con 217,33 cm;
porcentaje de nitrogeno en el suelo a b2fm con 1,01 %; porcentaje de

nitrégeno en la planta a c1fm con 1,81 %. Respecto al testigo.

Para el rendimiento la interaccion con mayor promedio numérico, fue para
c2fm con 258,25 sacos/ha frente al testigo cOf0 con 141,21 sacos/ha.
Ademas se puede observar una correlacién positiva entre las variables
altura de planta, poblacién de Azospirillum y fijacion de nitrégeno en el
suelo. Atribuyéndose de esta manera los resultados a la influencia de las

cepas en el incremento de estas variables.

El andlisis econdmico se realiz6 utilizando la metodologia del CIMMYT, el
cual presentd como mejor tratamiento a c3f0 (cepad4-Chimborazo + sin
fertilizaciébn) con una tasa de retorno marginal de 3344,07 %, lo que
significa que por cada dolar invertido retorné 33,44 délares, que es un
valor alto, que atraeria la inversion hacia esta nueva alternativa de

produccion del cultivo de maiz.
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6.2. Summary

From a practical standpoint, after water, nitrogen is the main nutrient that
the soil must be provided to ensure proper growth and optimum production
of the maize crop. Nitrogen fertilization using organic and inorganic
fertilizers and other sources of nitrogen, is one of the basic inputs that
influence the cost of crop production and negative effects on the
environment. Therefore, it is necessary to implement environmentally
friendly alternatives that have higher profitability, reduced environmental
impact and not harmful to health. In this context, the Maize Program
National Institute for Agricultural Research (INIAP) and Bolivar State

University, developed this research.

In the study, we evaluated the effect of biofertilizer strains based on
Azospirillum spp., In the cultivation of maize (Zea mays L.) with the INIAP-
101, in addition to three types of fertilization, Ainche sector, Chimborazo
province, located at 2718 masl, 78 © 34 '45 "long-1 45' 31" south latitude.
For the development of research, we proposed the following objectives: a)
assess the effect of biofertilizer application on the basis of three strains of
Azospirillum spp., In the cultivation of corn, INIAP-101, in addition to three
types of fertilization; b) Select the strain of Azospirillum spp. more efficient
in the production of corn c) To assess the best type of additional
fertilization accompanying Azospirillum spp., for a good corn crop
production, d) Perform an economic analysis of partial budget and

marginal rate of return.

Prior to field testing, laboratory of the National Plant Protection
Department (DNPV) Pilot Plant area Microbiology and Maize Program,
was made the revival, purification, fermentation and production of solid
inoculant. To be evaluated in the field on two factors: strains of

Azospirillum spp. (B) and fertilization (f) with three replicates per treatment
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with a design of a randomized complete block (RCBD) in 4 x 4 factorial

arrangement.

Of the variables evaluated showed significant differences between
treatments: Azospirillum population, introduced as the best treatment
11220,18 with c2fm UFC/gss; b2fm plant height to 217,33 cm, percentage
of nitrogen in the soil b2fm with 1,01 %, percentage of nitrogen in the

plant c1fm 1,81 %. Compared with controls.

Interaction for yield more numerical average was 258,25 for c2fm with
bags/ha compared to the control with 141,21 c0f0 bags/ha. You can also
observe a positive correlation between plant height, population of
Azospirillum and nitrogen fixation in the soil. Thus attributing the results to

the influence of strains in the increase of these variables.

The economic analysis was conducted using the methodology of
CIMMYT, which presented as the best treatment c3f0 (cepa4-Chimborazo
+ without fertilization) with a marginal rate of return of 3344,07 %, which
means that for every dollar invested returned 33,44 dollars, which is a high
value, which would attract investment into this new alternative crop

production of corn.
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ANEXOS



Anexo 1. Mapa fisico de la localidad en estudio

Fuente: Google earth



Anexo 2. Numero mas probable (NMP) inicial de Azospirillum spp., por gramo
de suelo, en el estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de
Azospirillum spp., en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en
complemento con tres tipos de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Numero
Muestra NUimero NUmero Bacterias | NMP/g de
No. Procedencia | Caracteristico | Bacterias | Dilucion por suelo
dilucién
1 Chimborazo )
312 11,5 100 1150 3,45x10
, Ainche

Anexo 3. Medio NFB (Nitrogen Fixation Biological) semi-sélido (Rodriguez
y Caceres, 1982).

Reactivos Cantidad
Acido Malico 59
KoHPO, 05g
MgSO, 7H,0 0.2 g
CacCl, 2H,0 0.02g
Na;MoO,4 2H,0 0.002 g
MnSO, 0.0l g
FeCl; 6H,0 0.01g
Biotina 0.01g
Azul de Bromotimol 3ml
Agar 1.75¢
Agua Destilada 997 ml
pH 7.0




Anexo 4. Tabla de Mc Crady: 3 tubos por dilucién (Universidad
Complutense, 2001).

Numero NuUmero Ndmero NUmero Ndmero NUmero
caracteristico | de microbios | caracteristico de caracteristico de
000 0,0 201 1,4 302 6,5
001 0,3 202 2,0 310 4,5
010 0,3 210 1,5 311 75
011 0,6 211 2,0 312 11,5
020 0,6 212 3,0 313 16,5
100 0,4 220 2,0 320 9,5
101 0,7 221 3,0 321 15,0
102 1,1 222 3,5 322 20,0
110 0,7 223 4,0 323 30,0
111 1,1 230 3,0 330 25,0
120 1,1 231 3,5 331 45,0
121 1,5 232 4,0 332 110,0
130 1,6 300 25 333 140,0
200 0,9 301 4,0




Anexo 5. Analisis foliar de ensayo de campo.

SAS IO MAL ALITO MO MO D

[
IR T ACHS M R RO P E-CLARAS

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA™

LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Km. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
Quito- Ecuador  Telf.: 690-691/92/93 Fax: 690-693

REPORTE DE ANALISIS FOLIARES

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO

Nombre : PROGRAMA DE MAIZ MNom bre : AINCHE
Direccion : CHAMBO Provincia : CHIMBORAZO Cultivo : MAIZ
Cindad : Cantén : CHAMBO Fecha de Muestreo : 22/12/72009
Teléfono 5 Parroquia Fecha de Ingreso : 30/01/2010
Fax = Uhicacion ING. CARLOS YANEZ Fecha de Salida : 017022010
N Muest, Identificacion (%) {ppm)

Laborat. del Lote N P K Ca Mg s MO B Zn Cu Fe Mn Mo MNa

20820 |bl+fic 1 Rep. 0,87 B

20821 | bl+fm 1,95 B

20822 |bl+fmo 2,02 B

20823 |bl+f 1,08 B

20824 | b2+ 0.87 B

20825 | b2+fm 1,59 B

20826 |b2+fo 1,30 B

20827 |b2+n 1.88 B

20828 | ba+ft 0,87 B

20829 | bd+io 0.94 B

20830 | bd4+fm 1,44 B

20831 |batfc 1,81 B

20832 | b3+t 1.16 B

20833 | b3+ 1.23 B

20834 | b3+fm 1,52 B

20835 | h3+ic 1.44 B

20836 | bd4+fm 2 Rep. 1.16 B

20837 | b3+fc 1,16 B

20838 |ba+n 1,52 B

20839 |b2+fm 1,44 B

20840 |[bl+fm 1.88 B

N4 o))
RE.sm}p(SABLE LABORATORIO Lﬁhonﬁon‘[s*m
\




Anexo 5. Continuacion....

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO

Nombre : PROGRAMA DE MAIZ Nombre  : AINCHE
Direccién : CHAMBO Provincia : CHIMBORAXO Cultivo : MAIZ
Ciudad B Cantdn : CHAMBO Fecha de Muestreo : 22/12/2009
Teléfono H Parroquia : Fecha de Ingreso : 30401/2010
Fax H Ubicacién : ING. CARLOS YANEZ Fecha de Salida : 01/02/2010
N Muest.| Identificacidn ()] (ppm})

Laborat. del Lote N P K Ca Mg s MO B Zn Cu Fe Mn Mo MNa

20841 |bi+fo 1,44 B

20842 | b3+fm 0,94 B

20843 |bdifc 1,95 B

20844 |bi+n 1.23 B

20845 | ba+fo 0,94 B

20846 | b3+ 1,23 B

20847 |bl+fc 0,87 B

20848 |b3+ft 1,37 B

20849 |b2+it 0,87 B

20850 |b2+fc 1,81 B

20851 |b2+fo 1,23 B

20852 |bl+fc 3 Rep. 0,94 B

20853 |b4+fm 0,87 B

20854 |ba+fo 0,79 B

20855 | b3+fm 0,43 B

20856 |bl+fo 1,59 B

20857 |b2+fic 1,66 B

20858 b2+fm 1.16 B

20859 |b3+ft 1,23 B

20860 |ba+fc 1.01 B

20861 |b3+fo 0,79 B

20862 | b2+fo 0,65 B

20863 | b2+t 1.16 B

20864 | bd+ft 0,72 B

20865 b3+fc 1,01 B

20866 |[bltit 1,01 B

20867 |bl+fm 0,87 B

INTERPRETACION ,
A Sy
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Anexo 6. Clasificacion del choclo Por su tamafio. Norma Ecuatoriana
Obligatoria INEN-1761. 1900-09.

CLASE Diametro ecuatorial Longitud (cm)
(cm)
Minimo Maximo Minimo Maximo
Primera clase >0=7 >0=20,1
Segunda clase 4,0 6,9 10,0 20,0
Tercera clase <0=39 <0=10,0

Anexo 7. Medio de Aislamiento y Purificacion Acido Malico — Rojo Congo

sélido (Rodriguez y Céceres, 1982).

Reactivos Cantidad
Acido Malico 59
MgSO, 7H,0 0.2 g
KoHPO, 05g
NaCl 0.1g
FeCl; 6H,0 0.015¢
KOH 4.8 g
Extracto de Levadura 05¢g
Solucion Rojo — Congo 15 ml
Agar 15¢g
Agua Destilada 985 ml
pH 7.0




Solucion Rojo — Congo

Reactivos Cantidad
Agua destilada 400 ml
Rojo — Congo 1lg

Anexo 8. Medio de Reactivacion Peptona al 1% (CIAT)

Reactivos

Cantidad

Peptona

0.1¢g

Agua destilada 100 mi

Anexo 9. Medio de Fermentacion Caldo Nutritivo (Girard y Rougieux,
1964)

Reactivos Cantidad
Extracto de carne 39
Peptona Bacteriana 29
Cloruro de Sodio Cl Na 59
Agua destilada 1000 ml
pH 7.1




Anexo 10. Andlisis de suelo de la turba de Tambohuasha

INATITUTO NACIOMAL AUTONO MG OF

Quito- Ecuador

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Km. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
Telf.: 690-691/92/93 Fax: 690-693

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO
Nombre : PROG. DE MAIZ EESC
Direccién :
Ciudad
Teléfono :
Fax

DATOS DE LA PROPIEDAD
Nombre
Provincia :
Cantdén
Parroquia :
Ubicacién : ING. CARLOS YANEZ

DATOS DEL LOTE

PARA USO DEL LABORATORIO

Cultivo Actual N° Reporte 1119
Cultivo Anterior : N°® Muestra Lab. 44912
Fertilizacién Ant. : Fecha de Muestreo :  21/04/2009
Superficie - Fecha de Ingreso 29/07/2009
Identificacion : TAMBOHUASHA Fecha de Salida 07/08/2009
Nutriente Valor Unidad INTERPRETACION
N 11000 ppm
P 1200 pem
S 38.70 ppm
K 0.09 meg/l00 ml
Ca 824 meq/100 ml
Mg 270 meg/100 ml
BAJO MEDIO ALTO
Zn 210 ppm
Cu 300 ppm
Fe 64220 ppm
Mn 3.10 ppm
BAJO MEDIO ALTO
B 040 ppm = | [ |
BAJO MEDIO ALTO TOXICO
0 Requiere cal 55 6.5 7.0 7.5 8.0
pH 450 eee—— | | | |
Acido Lig. Aed. Prﬂcticl. Neutro Lig. Ale. Alealino
Acidez Int. (Al+H) meg/100 ml
Al meqg/1l00 ml
Na meq/100 ml
BAJO MEDIO TOXICO
CE mbos/cn | [ [ a |
Ho Salino Lig. Salino Salino Muy Salino
MO 18.77 %
BAJO MEDIO ALTO
Ca Mg Ca+Mg | (meg/100ml) % ppm (%)
Mg K K L Bases NTot Cl Arena | Limo | Arcilla Clase Textural
3.1 30,0 121,6 11,0

- %’/‘y c-v.‘z/

RESPONSABLE LABORATORIO

U7

LABORATORISTA




Anexo 11. Prueba de sobrevivencia de inoculante solido, antes de la siembra del
estudio "Evaluacion del biofertilizante a base de cepas de Azospirillum spp., en el
cultivo de Maiz (Zea mays L.) variedad INIAP-101, en complemento con tres tipos
de fertilizacion”. Ainche - Chimborazo, 2010.

Factor de | UFC/

UFC/g suelo

Poblacion de Azospirillum spp. en inoculante sélido

200E+09 |l @0 —

1,60E+09

1,00E+09

b= -

5,00E+08

0,00E+00

Biofertilizantes

Biofertilizantes Repeticion AR UFC/g suelo Promedio
Dilucién ml
Tzﬁ (fﬁgﬁﬁa) R1 1,00E+04 | 150 | 150000000 | 1,50E+08
bl%ce e 122500000
P R2 1,00E+04 | 95 95000000 | 9,50E+07
Tungurahua)
b2 (cepa2-Bolivar) R1 1,00E+04 | 1808 1808000000 | 1,81E+09 1624000000
b2 (cepa2-Bolivar) R2 1,00E+04 | 1440 1440000000 | 1,44E+09
Cﬁﬂg‘;}%ﬁ;‘;) R1 1,00E+05 | 103 | 1030000000 | 1,03E+09
03 (cepad- 1060000000
> (Cep R2 1,00E+05 | 109 1090000000 | 1,09E+09
Chimborazo)
Figura 1.




Anexo 12. Andlisis de suelo del ensayo en campo.

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Km. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
TR A Quito- Ecuador  Telf.: 690-691/92/93 Fax: 690-693
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD
Nombre : ANGEL ANDRADE Nombre :
Direccién : CHAMBO Provincia : CHIMBORAZO
Ciudad Canton  : CHAMBO
Teléfono : Parroquia :
Fax : Ubicacién :
DATOS DEL LOTE PARA USO DEL LABORATORIO
Cultivo Actual : MAIZ N° Reporte 1.106
Cultivo Anterior : N° Muestra Lab. 44905
Fertilizacién Ant. : Fecha de Muestreo :  24/06/2009
Superficie : Fecha de Ingreso 25/06/2009
Identificacion : AINCHE Fecha de Salida 02/07/2009
Nutriente Valor Unidad INTERPRETACION
N 4500 ppm
P 3800 pem
s 6.80 ppm
K 032 meg/100 ml
Ca 11.10 meq/100 ml
Mg 670 meg/100 ml
BAJO MEDIO ALTO
In 1.90 ppm
Cu 910 ppm
Fe 113.00 ppm
Mn 440 ppm
BAJO MEDIO ALTO
B 0.50 ppm ] [ | |
BAJO MEDIO ALTO TOXICO
0 55 6.5 ?..0 7.5 8.0
pH 64 e | | | ]
Acido Lig. Acd. Prictic. Neutro Lig. Ale. Alcaline
Acidez Int. (Al+H) meg/100 ml
Al meg/100 ml
Na meq/100 ml
BAJO MEDIO TOXICO
CE mmhos/cm | | l 1 I
¥Wo Salino Lig. Salino Salino Muy Salino
MO 350 % e r s ) [ |
BAJO MEDIO ALTO
Ca Mg | Cat+Mg |(meg/100ml) % ppm (%)
Mg K K Z Bases NTot Cl Arena | Limo | Arcilla Clase Textural
1,7 | 209 55,6 18,1
RESP’ONSABLE LABORATORIO LABORATORISTA




Anexo 13. Composicion Quimica Ecoabonaza.

Componentes Cantidad
Materia Organica 70%
pH 7.01
Nitrégeno 2.8% a 3.0%
Fosforo 1.65%
Potasio 1.9%
Calcio 3.3% a 5%
Magnesio 0.7%
Azufre 0.51%
Boro 40 a 56 ppm
Zinc 236 ppm
Cobre 52 ppm
Hierro 1003 ppm
Manganeso 644 ppm
Humedad 21.4%




Anexo 14. Promedios de datos procesados

0 ) o 8 *2 = 0oE 0oE g g G S 3 o __
E (2] 28 5 | 85 | Sc | 2c | 8| 22 265 23| 58 |22| £8
S o1 e° E s~ | £9 g9 | E9 | 8 855|535 | & Es| 28
< o c L 5 < g o © B Obo [BL ¢ = = zZ— oL
£ |el < s | 2 = | "8 | °¢& g gls |8 |5 | °
1(b1+fc) | 1 | 2970,000 | 66,667 | 170,000 72,000 | 15,500 | 5,000 | 0,524 |0,000|0,90034,222|0,870|119,792
1(b1+fc) | 2 | 1080,000 |87,500|177,000| 80,000 | 15,000 | 4,750 | 0,250 |0,000 1,130 36,506 |0,870 | 243,056
1(b1+fc) | 3| 17,550 [91,667|175,600| 95,000 | 13,500 | 4,500 | 0,579 |0,000|1,000]|22,920|0,940 | 102,865
2(b1+fm) | 1 | 297,000 |91,667 197,000 |109,000] 15,500 | 5,000 | 0,355 |0,0000,140 |31,349 |1,950|180,990
2(b1+fm) | 2 | 54,000 |95,833/198,000| 90,000 | 15,000 | 4,750 | 0,324 |0,000|0,070|22,870|1,880 195,313
2(b1+fm) | 3 | 256,500 |91,667 192,000 85,000 | 13,667 | 4,333 | 0,379 |0,0000,100]25,394 |1,590 | 159,722
3(bl+fo) | 1 | 121,500 |91,667|211,200|112,000]| 14,750 | 4,750 | 0,229 |0,000|0,200 | 26,214 | 1,880 | 253,906
3(b1+fo) | 2 | 256,500 |87,500|215,000 115,000 14,800 | 5,000 | 0,234 |0,000]0,280 |31,068 | 1,440 | 186,198
3(b1+fo) | 3| 54,000 |87,500|197,000| 90,000 | 13,500 | 5,000 | 0,256 |0,000 0,280 | 29,469 | 1,590 | 222,656
4(b1+ft) | 1 | 540,000 |95,833|180,000| 90,000 | 15,500 | 4,750 | 0,440 |0,0000,140|30,548 |1,080 | 142,361
4(b1+ft) | 2 | 40,500 |83,333]175,000| 80,000 | 16,000 | 4,750 | 0,367 |0,000|0,070 26,629 |1,230| 169,271
4(b1+ft) | 3 | 432,000 |87,500 200,000 |100,000| 14,250 | 4,750 | 0,440 |0,000]0,050 | 25,809 1,010 136,285
5(b2+fc) | 1 | 1215,000 | 91,667 | 219,000 131,000 16,250 | 5,000 | 0,355 |0,000]|0,100 | 26,403 |0,870|179,688
5(b2+fc) | 2 | 310,500 |87,500]|210,000|100,000| 14,333 | 5,000 | 0,550 |0,000|0,070|26,454 1,810 233,073
5(b2+fc) | 3 | 1755,000 | 91,667 | 223,000 | 110,000 | 15,000 | 4,800 | 0,407 |0,000|0,140 24,284 1,880 | 138,455
6(b2+fm) | 1 |29700,000 | 83,333 | 243,000 | 159,000 | 18,750 | 4,500 | 0,256 |0,000 0,350 | 32,440 |1,590 | 266,493
6(b2+fm) | 2 | 12150,000|91,667 | 221,000 | 120,000 | 15,000 | 5,000 | 0,344 |0,000|0,560 31,766 |1,440 271,701
6(b2+fm) | 3 | 4050,000 | 87,500 | 188,000 | 80,000 | 16,000 | 6,500 | 0,268 |0,000 |0,420 29,497 |1,160 | 236,545
7(b2+fo) | 1 |12150,000|87,500 198,000 | 100,000 | 13,000 | 4,800 | 0,333 |0,000]0,280 | 34,806 | 1,300 | 196,615
7(b2+fo) | 2 |12150,000 | 87,500 193,000 | 85,000 | 15,667 | 4,333 | 0,550 |0,000]0,420 | 25,060 |1,230 162,326
7(b2+fo) | 3 | 1215,000 |87,500| 197,000 | 100,000 | 14,600 | 4,800 | 0,550 |0,000 0,350 25,387 |1,010 177,951




8(b2+ft) | 1 |29700,000|87,500|197,000| 90,000 | 14,000 | 4,600 | 0,478 |0,000|0,490|28,196|1,880|128,472
8(b2+ft) | 2 | 5400,000 | 79,167 196,000 95,000 | 13,800 | 4,800 | 0,367 |0,000|0,420|16,234|0,870]160,590
8(b2+ft) | 3 | 5400,000 | 87,500 183,000 | 87,000 | 14,667 | 4,667 | 0,688 |0,000|0,300|24,046|1,160| 84,635
9(b3+fc) | 1 | 378,000 |62,500|204,000|110,000| 17,250 | 4,750 | 0,262 |0,0000,420 33,268 | 1,440 |243,056
9(b3+fc) | 2 | 1080,000 |95,833|218,000|113,000| 17,333 | 6,000 | 0,407 |0,000|0,49035,842|1,160|152,344
9(b3+fc) | 3 | 175,500 |95,833|206,000|114,000] 15,200 | 5,000 | 0,297 |0,000]0,350]35,222|1,010 201,823
10(b3+fm)| 1 | 67,500 |95,833|228,000|120,000)| 16,000 | 4,600 | 0,224 |0,000|0,200|37,970|1,810|292,969
10(b3+fm)| 2 | 175,500 |95,833|196,000| 95,000 | 14,750 | 4,750 | 0,244 |0,000|0,140|36,697|1,950|193,576
10(b3+fm)| 3 | 108,000 |91,667|200,000|106,000]| 15,200 | 4,800 | 0,355 |0,000/0,100|25,741|1,010|214,410
11(b3+fo) | 1 | 4050,000 |83,333|198,000| 98,000 | 16,500 | 5,500 | 0,224 |0,000|0,250|31,652|1,230|275,608
11(b3+fo) | 2 | 2970,000 | 87,500 213,000 | 105,000 15,500 | 5,250 | 0,314 |0,000|0,280|32,912|1,230|251,736
11(b3+fo) | 3 | 675,000 |87,500|177,000| 91,000 | 14,250 | 5,000 | 0,275 |0,000]0,200 |25,186|0,790|168,837
12(b3+ft) | 1 | 378,000 |91,667|218,000|105,000]| 16,750 | 5,250 | 0,244 |0,000/0,09036,972|1,160 | 263,021
12(b3+ft) | 2 | 1755,000 |95,833|208,000| 95,000 | 15,000 | 5,000 | 0,379 |0,000/0,070|30,914|1,370|165,799
12(b3+ft) | 3 | 675,000 |79,167|198,000|103,000| 14,833 | 5,000 | 0,344 |0,000 0,150 34,827 |1,230|178,385
13(b4+fc) | 1 | 297,000 |91,667|203,000)|100,000| 15,500 | 5,000 | 0,407 |0,000 0,300 35,889|1,010]|152,344
13(b4+fc) | 2 | 43,200 |95,833|164,000| 80,000 | 14,600 | 4,800 | 0,275 |0,0000,350|27,955|0,940|106,337
13(b4+fc) | 3 | 31,050 |83,333|194,000 105,000 14,000 | 5,500 | 0,268 |0,000|0,280|38,519|1,010|226,563
14(b4+fm)| 1 | 378,000 |95,833|179,000| 70,000 | 13,400 | 4,800 | 0,355 |0,000/0,070|30,638|0,790 | 223,524
14(b4+fm)| 2 | 108,000 |75,000]203,000| 95,000 | 14,667 | 4,667 | 0,393 |0,000|0,070|29,833|1,010|169,271
14(b4+fm)| 3 | 67,500 |87,500|170,000| 92,000 | 15,500 | 5,000 | 0,367 |0,0000,150|30,439 0,870 | 208,767
15(b4+fo) | 1 | 54,000 91,667 214,000 105,000 13,000 | 4,833 | 0,275 |0,000|0,120|33,855|0,940(110,243
15(b4+fo) | 2 | 40,500 |87,500)189,000| 90,000 | 11,500 | 4,667 | 0,344 |0,000|0,07034,593|0,940|160,156
15(b4+fo) | 3 | 405,000 |91,667 193,000 100,000 12,800 | 5,000 | 0,297 |0,000|0,090|24,674|0,790|113,281
16 (b4+ft) | 1 | 12,150 |91,667 175,000 75,000 | 14,000 | 4,667 | 0,458 |0,458|0,100 | 28,483|0,870]| 140,625
16 (b4+ft) | 2 | 25,650 |87,500|170,000| 80,000 | 14,750 | 4,500 | 0,478 |0,478]0,140|34,564|0,790|128,906
16 (b4+ft) | 3 | 20,250 |54,167 180,000 85,000 | 15,500 | 4,500 | 0,393 |0,393|0,09027,663|0,720]| 154,080




ANEXO 15. Imagenes de las diferentes etapas de la Investigacion.

Fase de Laboratorio

Banco de especies de bacterias diazotréficas del INIAP

Cepa de Azospirillum spp., en medio Acido Malico-Rojo Congo

A




Fermentacion y produccion del biofertilizante

Fase de campo

Inoculacion de la semilla con el biofertilizante




Siembra de ensayo

AR e

o AR il - girid




Cosecha

Evaluacion y caracterizacion de datos




