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RESUMEN

Se evaluo la promocion del crecimiento vegetal en plantas de maiz (Zea mays L.)
inoculadas con un grupo de las bacterias pertenecientes a las rizobacterias promotoras del

crecimiento vegetal (PGPR): Azospirillum sp.

Se muestrearon cultivos de maiz (Zea mays L.) de la zona oriental de la ciudad de
Quito — Ecuador. Las muestras recolectadas de la rizdésfera de los cultivos fueron
analizadas en el laboratorio con el propésito de aislar, purificar, identificar y preservar
Azospirillum spp. Posteriormente se fermentd la cepa aislada Azospirillum dobereinerae
CMO015., en el medio de referencia Dygs con el cual se alcanzé una concentracion de

4,6x101° UFC/mL a un bajo costo de produccion.

Se inocularon las semillas de maiz (Zea mays L.) con Azospirillum dobereinerae
CMO015., y se cultivaron en un invernadero dentro del Centro Internacional de la Papa (CIP)
ubicado en la Estacién Experimental Santa Catalina del Instituto Nacional Autonomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en Cutuclagua.

Se realizé el ensayo con un control blanco sin inocular, con la cepa Azospirillum
doebereinerae CM015 y con Azospirillum sp., comercial “FERTIBACTER”. Las plantas
fueron evaluadas a los cuarenta dias después de su siembra. Se produjeron diferencias
estadisticamente significativas (p <« 0,05) con respecto a la altura de la parte aérea pero no
hubo diferencias estadisticamente significativas (p » 0,05) en las variables germinacién,

masa humeda de raices y masa himeda de la parte aérea del maiz (Zea mays L.)

Xl



ABSTRACT

We evaluated the effect of inoculation of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)

Azospirillum sp., in the growth of corn (Zea mays L).

Samples from the rizosphere of corn plant (Zea mays L) cultivated in the eastern side of
Quito, Ecuador were processed to isolate Azospirillum sp., CM015. Cultures of CM015
were used later to confirm the identity of the Azospirillum doebereinerae strain and to
increase and preserve it, after this CM015 was fermented in a Dygs reference medium. The
culture was increased to a concentration of 4,6x101° CFU/mL

The culture of CM015 was then inoculated to seeds of corn (Zea mays L) in selected
treatments of a pot study in a greenhouse of the International Potato Center (CIP) facility in

the southern side of Quito.

The experiments was carried out three treatments, namely a control with non-inoculated
seeds, the isolated CM015 Azospirillum and a commercial Azospirillum sp. Forty days after
planting the plants were evaluated for shoot height, germination, fresh root and shoot
weight. There were significant (p <0.05) for the height of the shoot, but there were no
differences (p> 0.05) for germination, fresh root and shoot weight.

XI



CAPITULO 1

ASPECTOS PRELIMINARES
1.1 INTRODUCCION

El sector agropecuario y pesquero en el Ecuador tiene un papel fundamental para el
crecimiento y desarrollo econémico y social. Estas actividades son el corazén de la
dinamica de varios sectores productivos del pais como el manufacturero, comercio y
servicios relacionados. La importancia del sector agropecuario se evidencia por la
participacién en el producto interno bruto (PIB), el cual alcanzé el 10.7% en el afio 2008, y
ocup6 el segundo lugar como productor de bienes luego del petréleo. Ademas, el sector
agropecuario tiene una participacion significativa en el comercio exterior del Ecuador, el

cual alcanza el 28% del total de las exportaciones y el 9.3% durante el afio 2008.

El aporte del sector agropecuario a la economia es amplio, llegando a contribuir con
el 26% al ingreso nacional. La orientacién de las importaciones agropecuarias se enfoca

principalmente en aceites, grasas y cereales (Ministerio de Agricultura, 2012).

Ecuador es un pais principalmente agricola, y como ha sido tendencia mundial en
las dltimas cinco décadas, los agroquimicos se han convertido en la base de este sector
productivo. La erosion de los suelos es la més grave amenaza que tendra que enfrentar la
agricultura del Ecuador (Winckell, 1992). Hoy en dia, por aumentar la capacidad de
produccion, se ha perdido la calidad tanto de los suelos como de los productos agrarios
(Flores del Posso, 1979). Justamente esta necesidad de aumentar la productividad
agricola a través del manejo intensivo de fertilizantes de sintesis quimica, va generando
alteraciones en las condiciones de vida de la microbiota del suelo, se alteran asociaciones
microbianas normales y esto conlleva a cambios en su funcionalidad y en su actividad, lo
cual produce la degradacion paulatina de la fertilidad de los suelos, disminuye su

productividad y el control natural de patdégenos (Bayan & Levanovy, 1996); obligando al



agricultor a utilizar fertilizantes y pesticidas cada vez mas fuertes, con lo cual se contamina
més el medio ambiente y se obtiene productos con menor calidad para el consumo

humano y animal (Chaboussou, 1984).

Las consecuencias debidas al uso y abuso de pesticidas y fertilizantes quimicos, se
puede palpar en la salud tanto de plantas como de seres humanos. En humanos estas
sustancias quimicas son predisponentes de enfermedades como el cancer, las
intoxicaciones, las alteraciones genéticas, la esterilidad y la muerte. En las plantas
producen la aparicion de plagas cada vez mas resistentes, incrementan la salinidad de los
suelos entorpeciendo la absorcion de nutrientes y promoviendo la erosién del mismo lo que

desencadena en la disminucién de la produccién.

Estamos en la obligacion de desarrollar nuevas tecnologias para transformar la
agricultura quimica en una agricultura organica donde se presentan nuevos productos con
un impacto minimo para el ambiente y que permitan mantener o aumentar los rendimientos
de los cultivos (Porta, y otros, 2003). Azospirillum spp., son bacterias que han sido objeto
de numerosos estudios por su capacidad de promover el crecimiento vegetal de diversos
cultivos de importancia agrondmica (Dobbelaere, y otros, 2001). Se le asocia con la
capacidad de incrementar la cantidad de agua y minerales disponibles; la acumulacion de
materia seca, el area superficial de las raices, el diametro radical, la densidad y largo de

los pelos radicales gracias a la produccion de fitohormonas (ltzigsohn, y otros, 2000).

En diversos estudios alrededor del mundo Azospirillum spp., se reportan como un
microorganismo de vida libre o asociado con las raices de los cereales, poaceas, pastos y
plantas tuberosas (Dobereiner, Marriel, & Nery, 1976). Ademas, existen revisiones donde
se indica el uso de Azospirillum spp., como controlador bioldgico debido a que tiene la
capacidad de producir sustancias antibacteriales (Vazquez-Cruz, Tapia-Hernandez,
Macarlia-Esparza, Caballero-Mellado, & Baca, 1992) ademas de reproducirse en grandes
cantidades bajo condiciones de alta humedad relativa; por competencia desplaza a los

patdégenos y dotado de fortaleza fisiologica a la planta (Bashan Y., 1999).

En el Ecuador se han realizado investigaciones en diferentes entidades
universitarias, tanto estatales como particulares, sobre los efectos que tiene Azospirillum
sp., en gramineas arrojando resultados que han demostrando mejoras en la produccién

agricola (Bayan & Levanovy, 1996).



En el afio 2010, el Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), efectud talleres sobre el manejo de cultivo de maiz (Zea mays L.) y se recomendd

el uso de Azospirillum sp., como complemento a la fertilizacion de dicho cultivo.

En el afio 2008, el INIAP a través de la SENESCYT, ejecuté un proyecto de uso y
conservacion de la biodiversidad de cepas de Azospirillum spp., para la produccion y
validacién de un biofertilizante para el cultivo de Zea mays L., en la sierra del Ecuador, y
como resultado, se obtuvo el biofertilizante comercial registrado, FERTIBACTER, y puesto
a disposicion de los agricultores y otros usuarios participantes del proyecto (INIAP, 2012).

En el afio 2010 se realiz6 la tesis “Seleccion de Cepas Nativas de Azospirillum sp.,
como promotoras del crecimiento vegetal a partir de cultivos de arroz (Oriza sativa) en las
provincias de Guayas y Manabi” (Muriel, 2010) utilizando como inoculante el Medio Libre
de Nitrogeno (NFB) semisélido en el cual no se indica el tamafio de la poblacion
microbiana. Del estudio realizado por Muriel, 2010 se obtuvieron diferencias significativas
(p <« 0,05) entre las cepas de Azospirillum spp., aisladas e inoculadas en las plantas de

Oriza sativa.

En el afio 2011 Reyes realizo la tesis “Aislamiento e identificacién de cepas de
Azospirillum sp., y evaluacion de su capacidad para suplir las necesidades de nitrégeno en
el cultivo de Zea mays L., semihidropdnico con dos sustratos diferentes bajo invernadero.
Quito, Cayambe, Ecuador 2011”. (Reyes, 2011)

En este estudio se aisl6 e identific6 una cepa de Azospirillum spp., pero no la especie a
partir de la rizésfera de Zea mays L. El Azospirillum sp., aislado se aplic6 en un sustrato
comercial inerte (Klassman TS1 100%+ H20 destilada). Como resultado se obtuvo que,
Azospirillum sp., reemplaz6 una parte de las necesidades de Nitrégeno de la planta en las
condiciones mencionadas y que los cultivos inoculados con la bacteria no presentaron un
mayor desarrollo significativo, aunque no se realiz6 ANOVA, frente al tratamiento con el
fertilizante quimico. Finalmente, los costos de produccion de la fermentacion de la bacteria

fueron elevados (Reyes, 2011).



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Evaluar el desarrollo y crecimiento vegetal de plantas de Zea mays L. inoculadas

con bacterias del género Azospirillum sp., bajo invernadero.

1.2.2 Objetivos Especificos

Aislar, purificar e identificar cepas de Azospirillum sp., de suelos con cultivos de Zea
mays L. cercanos a la zona del ensayo.

Preservar cultivos puros de Azospirillum sp.

Determinar el tiempo 6ptimo de crecimiento de Azospirillum sp., en el medio de

referencia Dygs.

Propagar Azospirillum sp., para obtener inéculos con poblacion minima de

1x108 UFC/mL en el medio de referencia Dygs.

Comparar el desarrollo de plantas de Zea mays L. inoculadas con Azospirillum sp.,
CMO015 frente a Azospirillum sp., comercial “FERTIBACTER” en macetas y en condiciones

de invernadero.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Agricultura Sostenible- Interaccion Planta Microorganismos

Por sostenibilidad se entiende la utilizacion de los recursos disponibles de forma
que puedan satisfacer las necesidades de una poblacién tanto humana como animal en
crecimiento, respetando el estado del medio ambiente y conservando los recursos
naturales. En los paises ricos la sostenibilidad agricola se identifica con la sostenibilidad
econémica. En los paises pobres la sostenibilidad agricola se manifiesta en la mejora

social conservando los recursos basicos (Florez, 2009).

La agricultura sostenible permite la conservacion de los recursos naturales y
proteccién del medio ambiente manteniendo una produccion continua de manera que no se
resienta el sistema y que permita utilizar los recursos enddgenos gestionandolos de tal
manera que no se agoten y consigan el mantenimiento econémico de quien los maneja en
el tiempo (Labrador M. , 2001).

El suelo es uno de los factores de produccion mas importantes. La razén de
fertilidad del suelo se encuentra en los microorganismos que alberga y que son los
causantes de todas las reacciones bioquimicas que se producen en él siendo responsables
por su fertilidad. La fertilidad del suelo es la capacidad que tiene para proveer de los
nutrientes necesarios para que la planta pueda desarrollarse (Lopez Fando & Bello, 1997).

Para el cuidado de la vida del suelo debemos tener en cuenta dos tipos de factores:
los factores intrinsecos que dependen de los propios microorganismos del suelo para
sobrevivir y los factores extrinsecos que dependen de las condiciones del medio sobre los
microorganismos debido a que la calidad y estabilidad del suelo es mayor cuanto mayor

diversidad de organismos sustenta (Bello, 1988). La fertilidad del suelo esta relacionada



con la capacidad que tiene para albergar la vida y mantenerla a lo largo del tiempo
(Vandermeer, 1995).

Para conseguir una adecuada microbiota se debe prescindir de toda practica que lo
empobrezca y haga del suelo un lugar hostil para los microorganismos, para lo cual se
tiene que evitar el uso de herbicidas, la aplicacién de fitosanitarios y la quema de los restos
vegetales (Vasquez & Bautista, 1993).

Se denomina rizésfera al volumen de suelo que rodea a las raices y en donde se
encuentra el mayor porcentaje de los microorganismos del suelo (Florez, 2009). Los
microorganismos del suelo se distribuyen de forma variable en funcién de su proximidad o
lejania a la rizésfera (Cersicola, 1989). Las poblaciones de microorganismos en la rizésfera
alcanzan cifras de cientos de millones cm culbicos, densidad que resulta de diez a mil

veces superior a la del suelo no rizosférico (Primaversi, 1992).

En el suelo existen una serie de interacciones entre las plantas y microorganismo
lo que da lugar a una serie de relaciones (Press, 1989):
o Saprofitas: Los microorganismos se alimentan de la materia organica muerta

procedente de las plantas.

o Parésitos: producen enfermedades en las plantas.
o Simbiontes mutualistas: Forman asociaciones basadas en la ayuda mutua (las
micorrizas).

La rizésfera sigue el ciclo de las plantas, es decir nace con la semilla, crece con la
madurez de la planta, decrece cuando ésta envejece y desaparece cuando muere. Pero
mientras dura, entra a formar parte activa de lo que se podria llamar la red alimentaria del

suelo (Kolmans, 1991).



2.2 PGPR-Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal

(Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

2.2.1 Ecologia

Los microorganismos que tienen potencial considerable como agente de biocontrol y

biofertilizacion en las plantas, pueden distinguirse en tres grandes grupo.

o Microorganismos fijadores de nitrégeno.
o Hongos micorrizicos
o Bacterias promotoras del crecimiento.

Las bacterias promotoras del crecimiento se conocen como el grupo de las PGPRs.
Estas bacterias residen en la raiz donde estimulan significativamente el crecimiento de
toda la planta (Bello, 1988).

Se han establecido tres caracteristicas esenciales que definen a este grupo: que no
requieran la invasion interna de tejidos en plantas, que tengan elevada densidad
poblacional en la zona de la rizésfera una vez que hayan sido inoculados porque una
poblacion que decline rdpidamente no puede competir con la microbiota nativa del suelo
donde se aplicd y que no sea nocivo para el hombre, animales ni otros microorganismos
(Lighfoot, 1991). Los mecanismos que producen los cambios morfo fisiolégicos que
suceden en una planta que ha sido inoculada con rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal aun no han sido identificados y se consideran dentro de un modelo de “caja negra”
en el cual lo importante es el resultado, es decir la promocion del crecimiento gracias al
microorganismo inoculado o alguno de sus metabolitos (Cassan, Sgroy, Perrig,
Mascierelly, & Luna, 2008).

2.2.2 Mecanismos de Accidn

Existen dos tipos de mecanismos por los cuales las PGPRs interactian con las
plantas:
a) Mecanismo indirectos: los metabolitos producidos por las PGPRs pueden funcionar
como antagonistas de otras especies, ejerciendo asi una actividad de control biol6gico, ya

que evitan la propagacion de organismos perjudiciales para las plantas gracias a la



produccién de sideroforos, antibidticos, accion de enzimas liticas (glucanasas, quitinasas)
o0 induccion de mecanismos de resistencia (Boehnert, 1990).

b) Mecanismos directos: Suceden cuando las cepas producen metabolitos reguladoras
del crecimiento o precursores de éstos en la planta (Sarabia Ochoa, Martinez Truijillo,
Madrigal Pedraza, & Carre6n Abad, 2010).

Al unirse estos dos mecanismos sucede la promocién del crecimiento vegetal en las
plantas. Se ha podido constatar el incremento en el vigor y en el peso de las plantulas y el
mayor desarrollo de los sistemas radiculares (Bashan Y., 2002). (Figura 1)

PGPR

Kloepper (1978)
Plant Growth Promoting Rhizobacteria

PSHB

Cassan et al (2003)
Plant Stress Homeo-Regulating ‘
Bacteria

Biocontrol-Plant Growth Promoting Bacteria
Bashan and Holguin (1997)

PGPB

Figura 1. Clasificacion de las rizobacterias benéficas para el crecimiento y desarrollo de plantas de
acuerdo alos mecanismos involucrados en lainteraccién. GAUDY, 1981.

2.3 Género Azospirillum

2.3.1 Historia

Azospirillum lipoferum fue descrita en sus inicios como Spirillum lipoferum en 1925
por Martinus Willem Beijerinck. En 1973 Juan José Pefa-Cabriales y Johanna Doébereiner
realizaron estudios sobre la bacteria. A partir de los cuales este microorganismo a de vivir
una gran notoriedad debido a su capacidad de establecer relaciones simbidticas con
plantas tropicales y cereales. Hiltner en 1904, observo por primera vez la acumulacion de
microorganismos en la zona radical y propuso el término rizosfera. Los exudados
radiculares, conformados por sustancias diversas crean alrededor de las raices, un
ambiente nutricional enriquecido que favorece el crecimiento bacteriano. Smith y Martin &

Kemp reportaron la presencia de carbohidratos y aminoédcidos, y sefialan que la
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composicion y cantidad de exudados varia con la especie presente y las condiciones

abidticas, tales como agua y temperatura (Mayz-Figueroa, 2004).

La capacidad de Azospirillum sp., para estimular el crecimiento de las plantas y asi
mismo incrementar el rendimiento de los cereales a los cuales se encuentra generalmente
asociado ha promovido numerosos estudios sobre su ecologia, fisiologia y genética.
Actualmente su estudio ha empezado a extenderse por diferentes paises (Couillerot,
Poirier, Caballero Mellado, Moenne-Loccoz, & Mavingui, 2010).

2.3.2 Generalidades

El género Azospirillum es parte de la clase alfa de las proteobacterias perteneciente
a la familia Rhodospirillaceae, siendo A. lipoferum la especie tipo (Creus, Sueldo, &
Barassi, 2004). El género Azospirillum microscopicamente se caracterizan por ser bacilos
Gram negativos en cultivos jévenes y Gram variable en cultivos envejecidos, gruesos,
ligeramente curvos o rectos, y muchas veces con extremos puntiagudos (Casanovas,
Barassi, & Andrade, 2003).

Azospirillum spp., es uno de los géneros de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal mas estudiados actualmente por su capacidad de inducir el
crecimiento, el desarrollo y rendimiento de especies vegetales importantes para la
agricultura (Bashan & Holguin, 1994). Esta bacteria es cosmopolita, y puede encontrarse
en el suelo especialmente en la rizésfera y en asociacién con raices de gramineas y de
plantas tuberosas. La mayoria de los aislamientos se han obtenido a partir de cereales y
de pastos tropicales. Uno de sus principales mecanismos es la capacidad de producir
compuestos conocidos como fitohormonas mas que su capacidad de fijar nitrégeno en la
rizosfera (Okon & Labandera, 1994). Las principales fitohormonas que produce la bacteria
son: auxinas, citoquininas y giberlinas (Dobbelaere, y otros, 2001). El mecanismo
analizado con mayor amplitud suele ser la produccién de auxinas, la cual puede modificar
el contenido de fitohormonas de las plantas conduciendo a la estimulacion del crecimiento
de las mismas (Puente, Perticari, & Garcia, 2007). Los efectos benéficos sobre el
crecimiento vegetal estan relacionados también a la capacidad para reducir nitrato,
solubilizar fosfatos, sintetizar antibidticos y principalmente sustancias promotoras del
crecimiento de las plantas (Bashan, Holguin, & Ferrera-Cerrato, 1996). En la inoculacion de

Azospirillum spp., se destaca principalmente la asociacion al mejoramiento del desarrollo



de las raices y el consecuente incremento de la tasa de absorcion de agua y de minerales
(Dallas, 2004).

Esta bacteria también produce polihidroxialcanoatos (PHA), que son una familia de
poliésteres de &cidos alcandicos, insolubles en agua, biodegradables y no toxicos, que
contienen el grupo funcional hidroxilo en adicién al grupo carboxilo. La variabilidad de la
posicion del grupo hidroxilo, asi como la variedad de mondomeros y de grado de
polimerizacion, permiten la biosintesis de muchos polimeros diferentes con propiedades
fisicas diversas (Dobbelaere, Vanderleyden, & Okon, 2003). La bacteria del género
Azospirillum produce el elemento mas pequefio de los PHA, el poli 3 hidroxibutirato (PHB)
alrededor de 1,5 g/l, los cuales pueden constituir entre el 25% y el 50% del peso seco en

células cultivadas en un medio libre de nitrégeno (Holt, Krieg, & Sneath, 1994).

La produccion y acumulacion de los granulos de poli 3 hidroxibutirato (PHB)
constituye el principal mecanismo de supervivencia ya que son empleados por las células
bacterianas como fuentes de carbono y energia durante periodos de inanicién e incluso
son capaces de formar quistes en condiciones muy desfavorables (Casanovas, Barassi, &
Andrade, 2003). La produccion de estos granulos esta influenciada negativamente por

altos niveles de aireacion, bajos niveles de nitrogeno y fésforo (Martinez, 2004).

Azospirillum spp., crece en atmosferas microareofilicas pero también crece bien en

presencia de O,. Las condiciones de baja concentracion de oxigeno son las adecuadas

para el crecimiento y multiplicacién de las bacterias de este género, siendo inhibidas por
las altas concentraciones de oxigeno y condiciones anaer6bicas. En el medio de cultivo
pero es necesario que esté una fuente nitrégeno fijado (Cattaneo, Creus, Bariffi, Sueldo, &
Barassi, 1996).

Su metabolismo es principalmente de tipo respiratorio, utilizando el O, y algunas
cepas el NO,. Bajo concentraciones limitantes de oxigeno algunas cepas pueden

desnitrificar el NO, (Olmedo, Thuar, & Avanzini, 2002)

Al ser cultivadas en un medio liquido o semisdlido presentan movilidad con un

caracteristico movimiento en forma de espiral, tipo “sacacorchos” gracias a sus flagelos
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polares pero en ocasiones cuando se los cultiva en medios solidos desarrollan flagelos

peritricos (Cassan, Sgroy, Perrig, Mascierelly, & Luna, 2008).

La competencia de crecimiento de este microorganismo depende de la
disponibilidad de nutrientes disponibles en la rizosfera y que la bacteria necesite para su
desarrollo (Rivera Botia, 2008). Existen sustancias de origen microbiano o vegetal que
pueden inhibir o incrementar el desarrollo de estas bacterias. Las condiciones ambientales
como el clima, tipo de suelo, temperatura y humedad del mismo, influyen en los procesos
interactivos que determinan la estructura de la comunidad microbiana, asi como también
en la asociacion Azospirillum spp., con la planta y su contribuciéon a la nutricion vegetal.
(Dobbelaere, y otros, 2001)

2.3.3 Identificacion

En la actualidad se reconocen siete especies en el género Azospirillum. Las que
primero fueron descritas son: A. lipoferum y A. brasilense, las cuales asi mismo son las
especies mas estudiadas. Luego fueron descritas A. amazonense, A. halopraferans, A.
irakense y A. largimobile. Recientemente, en honor a quien impulsara los estudios con este
género bacteriano y descubriera otros diazotrofos, se ha propuesto la especie candidata A.
doebereinerae. Se describieron posteriormente cinco nuevas especies: A. oryzae, A.
melinis, A. zeae, A. canadense y A. rugosum. Pocos afios después del redescubrimiento
de Azospirillum spp. y hasta alrededor de 1993, este género fue el mas estudiado entre las
bacterias asociadas a plantas (Eckert, 2001).

Las caracteristicas tipicas para la identificacibn morfoldgica y bioquimica del género

Azospirillum se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Identificacion biogquimica y morfolégica del género Azospirillum spp.

Pruebas Bioquimicas Pruebas Morfolégicas

PRUEBA RESULTADO

Bacilos ligeramente

Oxidasa Positivo Forma cellular
curveados o rectos

Catalasa Positivo Tincién de Gram Negativo

Presencia de granulos de poli
B hidroxibutirato
Movilidad Positivo tipo sacacorcho

Positivo

Fuente: Bergey 1994.

Para la identificacion de las especies de Azospirillum sp., se realizan pruebas
bioquimicas que permiten evaluar su capacidad para usar compuestos que contengan
fuentes de Cy N (Tabla 2).
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Tabla 2: Caracteristicas bioquimicas de las especies de Azospirillum spp.

Rasgo A A A A

. ) A lipoferum . . A brasilense | A halopraferans | .
fenotipico doebereinerae largimobile irakense | amazonense

Solubilizacién de carbohidratos con API 50CHE y API 20NE (aerdbico)

N
acetylgluco - + + - ND + D
samina
D Glucosa D + + D - + +
Glicerol + + + + + - -
D Manitol + + + - + - -
D Ribosa - + + - + D +
D Sorbitol + + + - - - -
Sucrosa - - ND - - + +

D: 11 +/- 89% DE TODAS LAS MUESTRAS POSITIVAS
ND: NO DEFINIDO

Fuente: Eckert, 2001.

2.3.4 Requerimentos Nutricionales

Azospirillum  spp., como fuente de carbono wusa para sSu crecimiento
monosacaridos, disacaridos, alcoholes polihidroxilados, y principalmente acidos organicos
(malico y succinico) y algunos aminoécidos El metabolismo de compuestos carbonados y
nitrogenados es muy versatil y se adapta mejor al entorno rizosférico (Hartmann, Burris, &
Fu). Como fuentes nitrogenadas, Azospirillum sp., puede utilizar un amplio rango de
sustratos como: amonio, nitrato, nitrito, aminoacidos y nitrégeno molecular (Bashan Y. ,
1999)

La respuesta quimiotactica a diferentes fuentes de carbono es variable
dependiendo de la especie de Azospirillum sp., e incluso es especifica (Bashan Y. , 2002).
Cuando las bacterias se siembran en un medio 6ptimo y en condiciones adecuadas,

sucede el incremento en el nimero de células en cortos periodos.

Algunos estudios indican que la quimiotaxis a los exudados de raiz es uno de los

factores que influyen en la llegada de los microorganismos a la rizésfera.
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Tanto en A. lipoferum como en A. brasilense se demostré una fuerte actividad
quimiotactica hacia diversos azucares, acidos organicos y aminodcidos, asi como a

compuestos aromaticos y exudados radicales (Reinhold, Hurek, & Fendrik, 1985).

Los requerimientos nutricionales estan determinados por el tipo de metabolismo
celular. Otro factor esencial estd determinado por las condiciones del cultivo. Para la
produccion de biomasa en bacterias del género Azospirillum spp., es importante mantener
en el sustrato la relacion C/N minima para iniciar el metabolismo microbiano (Rodelas,
1993).

La preparacién de medios para el desarrollo de procesos, tanto de fermentacion
como de aumento de la biomasa de los microorganismos, es la etapa fundamental que

asegura la productividad del cultivo (Smith & Madigan, 2009).

Fuentes de carbono:

Azospirillum spp., crece en &cidos organicos como malico, succinico, lactico y
piravico. A. brasilenses es mas exigente ya que no crece en D-glucosa, D-manosa, D-
sorbosa ni sacarosa; ademas no crece ni fija N2 en medios con en D-fructosa, galactosa, D
y L-arabinosa. A. lipoferum tiene menos restricciones en cuanto a las fuentes de carbono,
debido a que crece en los mismos &cidos organicos y carbohidratos usados por A.

brasilense y también en glucosa, manosa y sorbosa (Rodriguez-Céaceres, 1982).

Fuentes de nitrégeno:

Cuando Azospirillum spp., se encuentra en ambientes con baja tension de nitrégeno
expresa la actividad de nitrogenasa. La presencia de cofactores como el hierro y el
molidbato ayudan a la fijacién de nitrégeno. Para la sintesis de proteinas se requieren en
general L-aminoacidos, aunque también son necesarios algunos aminoéacidos de la serie D
como D-alanina y D-aspartico. Azospirillum lipoferum también requiere péptidos de

histidina para la fijacion de nitrogeno (Hartmann & Burris, 1988).

Fuentes de fésforo:
Es uno de los elementos fundamentales para que Azospirillum spp., pueda
desarrollarse tanto en suelos como en los medios de cultivo. Este elemento estimula el

metabolismo del carbono y la fijacién de nitrdgeno. La presencia o ausencia del foésforo

13



puede inhibir el desarrollo del microorganismo. Los requerimientos de otros
macronutrientes como el P y S son suministrados en forma de PO4H, SO4 0 aminoacidos
azufrados. El fésforo es incorporado en los &cidos nucleicos y en los polimeros celulares
(Okon, Albrecht, & Burris, 1976).

Fuentes de magnesio y potasio:

Son elementos necesarios para la fijacion de nitrogeno por parte de Azospirillum
spp. El potasio se une al ARN aumentando asi los factores que influyen en el aumento de
la molécula en la célula y la velocidad de crecimiento. El ibn magnesio es indispensable
para la estabilizacion de los ribosomas y actia como cofactor en numerosas reacciones
metabdlicas (Reinhold, Hurek, & Fendrik, 1985).

Los dos elementos se incorporan a los medios en forma de sales de fosfato y de
sulfato. Las cantidades que las bacterias fijadoras de nitrégeno requieren de potasio son

bajas ya que en altas cantidades su crecimiento es inhibido (Bashan & Holguin, 1994).

Microelementos:

Son elementos menores que se afiaden en la solucién de microelementos (1 mL/L)
en los medios de cultivo para Azospirillum spp., que contribuyen al funcionamiento
estructural de varias enzimas (Okon, Albrecht, & Burris, 1976). Se distinguen dos
categorias de micronutrientes: los que son usados para el crecimiento de la bacteria: Ca,
Mn, Fe, Co, Cuy Zn y los que pocas veces son esenciales: B, Na, Al, Si, CI, V, Cr, Ni, Se,
As, Mo, Sn, I. Los requerimientos de estos componentes pueden aumentar varias veces
cuando el cultivo ha estado sujeto a stress como el aumento de temperaturas por encima

de un valor éptimo (Estola, Yantorno, & Mignone, 1994).

Vitaminas:

Muchas de ellas forman parte de coenzimas. La mayor parte de los
microorganismos son capaces de sintetizar todos los componentes de sus coenzimas, pero
algunos no lo son y necesitan que se les suministre ciertas partes de estas coenzimas en
forma de vitaminas. Las principales vitaminas requeridas por los microorganismos son
tiamina (vitamina B1), biotina, riboflavina, acido nicotinico, &cido pantoténico y piridoxina
(vitamina B6 y B12) (Smith & Madigan, 2009).
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Efectos de factores fisicoquimicos sobre Azospirillum sp.
Cuando las bacterias se siembran en un medio de cultivo 6ptimo y bajo condiciones
adecuadas de incubacion, ocurre un incremento en el nimero de células en periodos muy

cortos. (Mark, Peoples, & Craswell, 1992).

pH:

Azospirillum spp., tienen crecimiento 6ptimo que comprende entre un pH de 6,5 -
7,0. Si el microorganismo no cuenta con el pH correspondiente el desarrollo es inhibido.
Los valores de su pH Optimo de algunas especies se detallan a continuacion: para
Azospirillum brasilense: pH 6,0-7,8; Azospirillum lipoferum: pH 5,7-6,8; Azospirillum
amazonense: pH 5,7-6,5; Azospirilum halopraeferens: pH 6,0-8,0; Azospirillum

doebereinerae: pH 6,0-7.0.

Temperatura:

Para la mayoria de Azospirillum spp., la temperatura 6ptima a la que crecen es de
30 °C, excepto para Azospirillum largimobile que se desarrolla a 28 °C y Azospirillum
halopraeferens a 41° C. La madificacion de la temperatura en la cual las bacterias se
encuentran en el medio de cultivo influye negativamente en su crecimiento. Si la
temperatura de incubacién no es el adecuado, puede disminuir o hasta impedir la

formacion de un metabolito determinado (Schneider, Tilak, & Schlegel, 1986).

Aireacion:

Cuando los niveles de oxigeno se encuentran bajos, las bacterias crecen y se
multiplican satisfactoriamente. Para mantener el crecimiento y proliferacion adecuados de
Azospirillum spp., se ha demostrado que la aireacién debe ser cercano a 1/5 del volumen
del medio de cultivo (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

2.3.5 Mecanismos de Estimulaciéon del Crecimiento Vegetal

La asociacion de Azospirillum spp., y las raices de poéceas y plantas tropicales es
comun, aunque dichas asociaciones carecen de estructuras visibles que indiquen alguna
clase de infeccion en la planta. Los primeros mecanismos que se propusieron para la
promocioén del crecimiento vegetal estuvo relacionado con la fijacién biol6gica de vida libre

de nitrégeno y por el incremento de la actividad nitrato reductasa pero ahora estos
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mecanismos tienen menor significancia agrondmica debido a la produccién de

fitohormonas (Vandenhobe, Merck, Steenberg, & Vlassak, 1993).

2.3.5.1 Auxinas

Son compuestos quimicos con capacidad fitoreguladora las cuales inducen la
elongacion de las células del tallo en la region subapical y que logran reproducir el efecto
fisiolégico del &cido indol 3-acético (AlA). Estos compuestos influyen en el crecimiento de
los tallos y las raices segun su respuesta a la luz y gravedad, en la diferenciacion de
tejidos vasculares, dominancia apical, iniciacion de las raices laterales y adventicias,
estimulacion de la division celular y elongacion de tallos y raices (Ross, O Neill, Kerckhoffs,
& Elliot, 2000). La produccién y el metabolismo de las auxinas tiene su importancia a nivel
metabdlico, por la capacidad del microorganismo para producir estos compuestos y regular
su produccién en diferentes condiciones ambientales (Costacurta, Vanderleyden, & Keijers,
1994) y a nivel morfofisiolégico por el efecto que ocasiona su produccion en asociacion con

distintas especies vegetales (Falik, Okon, & Goldman, 1999).

Diferentes clases de auxinas se han descrito como producto del metabolismo
bacteriano. Para Azospirillum sp., ademas de la forma principal, el &cido indol-3-acético
(AlA), también se han logrado identificar otros compuestos inddlicos como el 4cido indol-
butirico (IBA), indol lactico, indol acetamida, indol acetaldehido, indol etanol e indol
metanol, triptamina, antranilato y otros compuestos indélicos no caracterizados aln
(Crozier, 1988).

En la actualidad sabemos que al menos cuatro vias de sintesis diferentes han sido
descriptas para el género Azospirillum sp., tres dependientes del triptéfano (Trp): Indol 3-
pirutato (AIP), Indol 3-acetamida (AIM) y Triptamina (Tam) y una que no utilizaria a este
aminoacido como precursor. La magnitud de expresion de cada via depende
fundamentalmente de las condiciones de crecimiento bacteriano y en general se considera
gue la sintesis mayoritaria depende de la disponibilidad del triptéfano (Trp) en el sustrato
(Bashan Y., 2002).

Si bien Azospirilum spp., es incapaz de inducir la formacion de nddulos
propiamente dichos en leguminosas, se ha probado que la aplicacion exdgena de ciertas

auxinas sintéticas en concentraciones suprafisiologicas en raices de gramineas, induce la
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formacion de estructuras tumorales denominadas paranodulos que serian efectivamente
colonizados por Azospirillum spp., y en ellos la bacteria fijaria N de manera mas eficientes
(Christiansen-Weniger, 1998). Otros trabajos han demostrado la respuesta benéfica de la
inoculacion conjunta de Rhizobium spp., y Azospirillum spp., en leguminosas, a nivel de la
respuesta de la fijacion biologica del nitrdgeno no solo con un aumento en el nimero de
nédulos, sino que adicionalmente con una mayor actividad de la enzima nitrogenasa
(Yahalom, Okon, & Dovrat, 1990). El rapido establecimiento de la planta en el suelo,
mediado por la elongacién de la raiz principal o por la proliferacion de las raices laterales y
adventicias, resulta ventajoso desde el punto de vista adaptativo, porque aumenta su
capacidad de anclarse al suelo y obtener agua y nutrientes del ambiente durante los
estadios criticos de desarrollo vegetal (Baca, Soto-Urzua, Xochiua-Corona, & Cuervo-
Garcia, 1994).

2.35.2 Giberelinas (GAS)

Son compuestos quimicos naturales (Acidos diterpenos tetraciclicos) que regulan
diversos procesos como la germinacién, el alargamiento caulinar, la floracion y la
fructificacién. Existen por lo menos 130 compuestos esenciales para el normal crecimiento
y desarrollo de todas las plantas superiores, producidos tanto por plantas, hongos y

bacterias (Cassan, Sgroy, Perrig, Mascierelly, & Luna, 2008).

Desde el punto de vista estructural, las giberelinas libres se dividen en dos grandes
grupos: aquellas que poseen un complemento completo de &tomos de carbono, (GAs-C2o)
y aquellas en las que el carbono veinte (Cz0) se pierde (GAs-Ci9). Todas las GAs estan
carboxiladas en el carbono siete, con excepcion de GAl2-aldehido. Las GAs pueden
definirse como productos de la via de los diterpenos y su sintesis, en plantas superiores se
inicia con la produccion de un precursor comun de veinte moléculas de carbono, el
geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Este intermediario es sintetizado en los plastidos a partir
del acido mevalénico (AM), isopentenil difosfato proveniente del gliceraldehido 3-fosfato 6
bien como se comprobd recientemente a partir del piruvato proveniente de la via de la

deoxixulosa 5-fosfato (Bashan, Holguin, & Ferrera-Cerrato, 1996).

De las 126 GAs estudiadas en la actualidad, 13 son especificas de hongos, 100 son

exclusivas de plantas y 13 son ubicuas (Bashan & Holguin, 1994).

A pesar de esta amplia distribucion y de la cantidad de formas conocidas, solo

algunas pocas tienen actividad bioldgica (Hartmann & Burris, 1988). La evidencia sugiere
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que en el caso de los microorganismos, la produccion de GAs y auxinas incrementa
rapidamente al comienzo de la fase estacionaria de crecimiento (Altieri & Anderson, 1986).
Resulta dificil suponer acerca del rol fisiolégico de las GAs producidas por el
microorganismo a nivel rizosférico y se suele pensar que la promocion del crecimiento
vegetal generalizado de las plantas colonizadas podria ser beneficioso para la bacteria
desde el punto de vista de la disponibilidad de nutrientes a nivel rizosférico, pero el atribuir
esta actividad solo a la produccidon de una sustancia por parte del microorganismo, es
incorrecto, en especial si se toma en cuenta la variabilidad de las respuestas y las
numerosas especies que responden positivamente a la inoculacién (Bashan Y. , 2002).

La mayor parte de estudios de campo se han enfocado en cuantificar el aumento de
la produccién vegetal por la inoculacién, en especial desde el punto de vista de la

incorporacién de nitrégeno, y la produccion de materia seca (Bashan & Holguin, 1994).

2.3.5.3 Citocininas

Las citocininas son compuestos quimicos que regulan la divisién y diferenciacion
celular en tejidos no meristematicos de plantas superiores. Estos compuestos naturales
guimicamente son purinas, en su mayoria derivadas de la adenina, sustituidas en el Ne.
Estas fitohormonas se han asociado a un gran nimero de procesos fisioldgicos y celulares
entre los que se detallan el retardo de la senescencia por acumulacion de la clorofila, la
formacion de drganos en una gran variedad de cultivos de tejidos, el desarrollo de la raiz,
la formacion de pelos radicales, la elongacién de la raiz, la iniciacién del tallo, la expansion
de las hojas (Carlos O. Miller, 1955).

Son compuestos que en presencia de concentraciones Optimas de auxinas, inducen
la divisién celular en cultivos o tejidos vegetales. La primera en ser descubierta fue la
cinetina (K) la cual fue considerada como una forma no natural de la hormona, luego en
1963 se identificé una forma natural que denominé zeatina (Z) y desde entonces mas de
40 moléculas y sus metabolitos han sido clasificados (Cattaneo, Creus, Bariffi, Sueldo, &
Barassi, 1996).

La bioactividad no es uniforme en las formas identificadas y en la mayoria de los
casos depende del tipo de anillo aminopurina presente en la molécula; de la sustitucion del

Ne con una cadena simple derivada de una unidad isopurina; de la sustitucion de las
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posiciones 2 y 9 de los anillos. Las formas con mayor actividad biol6gica descrita sobre
tejidos o cultivos vegetales son la Zeatina (Z), la isopentenil-adenina (iP), la cinetina (K) y
la benziladenina (BAP) y todas poseen un doble puente alquil en la posicion Ne (Martinez,
2004).

2.3.54 Etileno

El etileno es una hormona muy importante en el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Cleland, 1987). Debido a su composicién gaseosa en condiciones fisiolégicas, por
mucho tiempo, no se quiso aceptar como una fitohormona; sin embargo diferentes
trabajos, demostraron que su sintesis y accion sobre la planta, es critica para
determinados procesos fisiol6gicos (Tien, H., & H., 1979.). Existe muy poca informacion
disponible, relacionada a la produccién de etileno por Azospirillum spp., y su efecto sobre
el crecimiento vegetal. Sin embargo, diversos estudios determinaron que la bacteria podia
sintetizar etileno y que la produccion dependia de la presencia de metionina en el medio de
cultivo (Ross, O Neill, Kerckhoffs, & Elliot, 2000).

El etileno es una molécula muy simple y simétrica, compuesta por dos atomos de
carbono (unidos en doble ligadura) y cuatro atomos de hidrogeno, soluble en agua en
aproximadamente 140 ppm, 25 C y 760 mm Hg (15 veces méas que el oxigeno)
(Dobereiner, Marriel, & Nery, 1976). Puede ejercer sus efectos fisiologicos a
concentraciones muy bajas en el tejido vegetal (0.1 ppm). En plantas superiores, todos los
tejidos tienen capacidad de sintetizar esta hormona, pero en general la magnitud de la
expresion, se asocia al estado de crecimiento y al desarrollo de los mismos, siendo mas
activa en aquellos tejidos en la divisién celular activa, que se encuentran bajo condiciones

de estrés 6 en estado de senescencia (Eckert, 2001).
2.3.6 Utilizacion de Azospirillum spp., en la Agricultura

La produccién de biofertilizantes a base de PGPRs se ha incrementado en muchos
paises, ya que se ha reconocido su aplicacién y eficacia agronémicas. La utilizacion de
Azospirillum spp., como biofertilizante tiene mayor importancia en los sistemas
Azospirillum-poacea como el mijo (Panicum miliaceum), trigo (Triticum sativum) y Zea

mays L., pero también en las raices de plantas de otras familias que incluyen al algodén
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(Gossypium) y tomate (Solanum lycopersicum). (Costacurta, Vanderleyden, & Keijers,
1994).

Cuando Azospirillum spp., crece en condiciones que no son las adecuadas para su
desarrollo produce altos niveles de granulos de poli 3 hidroxibutirato, por lo cual deben
tratar de inducirse durante la fase de produccion de biofertilizantes, ya que estos granulos
constituyen un mecanismo que favorece el establecimiento, proliferacion y sobrevivencia

de estos organismos en ambientes competitivos como el suelo (Okon & Labandera, 1994).

2.4 Maiz (Zeamays L.)

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Liliopsida

SUBCLASE: Commelinidae

ORDEN: Poales

FAMILIA: Poaceae

SUBFAMILIA: Panicoideae

TRIBU: Andropogoneae

GENERO: Zea

ESPECIE: (Zea mays L.) (Florez, 2009)

2.4.1 Morfologia

El Zea mays L. pertenece a la familia de las poaceae. El tallo es simple erecto, de
elevada longitud pudiendo alcanzar los 4 metros de altura, de grosor >15 mm y macizos.
Las hojas son anchas (2 cm -10 cm), con nervio central marcado. Es una planta monoica,
con las flores masculinas en panicula terminal (penacho), las flores masculinas estan
formadas por lema, palea, 2 radiculas y 3 estambres, dos en cada espiguilla, también
emparejadas, una casi sésil y la otra cortamente pedicelada (Labrador M. , 2001).

Las flores femeninas en inflorescencias axilares (panoja o mazorca), son dos por
espiguilla siendo una de ellas estéril, lema y palea muy reducidas; espiguillas sentadas
sobre el eje grueso de la mazorca y glumas reducidas (Fernandez, 2002). Estilos de gran
longitud, exertos por la parte apical de la mazorca, formado la cabellera. El fruto ocupa una

cariopside, dura, generalmente amarilla. Las hojas se encuentran abrazadas al tallo y por
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el haz presenta vellosidades. Las raices son fasciculadas y su misién es la de aportar un
perfecto anclaje a la planta. En algunos casos sobresalen unos nudos de las raices
generalmente en aquellas raices secundarias o adventicias (Fernandez, 2002).

2.4.2 Siembra

Zea mays L., se adapta a todos los tipos de suelo, pero los que se encuentran entre
un pH de 6 -7 son los mejores. Se desarrolla mejor en suelos profundos, ricos en materia

orgénica y con buen drenaje. (Méndez & Silvestre, 2009).

En la preparacion del terreno se recomienda efectuar una labor de arado al terreno
con grada para que quede suelto y sea capaz de tener cierta capacidad de retencién de
agua sin que se produzcan encharcamientos. En las operaciones de labrado los terrenos

deben quedar limpios de restos vegetales (Labrador, Porcuna, & Bello, 2006).

Las semillas se siembran a una profundidad de cinco centimetros a partir de la
superficie. La siembra se puede realizar a golpes, en llano o a surcos. La separacion de
lineas es de 0,8 a 1 m y la separacién entre los golpes de 20 — 25 centimetros. El cultivo
de Zea mays L., es exigente en agua. El riego mas empleado es por aspersion. Las
necesidades hidricas varian a lo largo del cultivo. Cuando las plantas comienzan a nacer
se requiere menos cantidad de agua pero debe haber una humedad constante
(Colmenares, Pérez-Sarmentero, & Molina, 1994). La fase de floracion es la etapa mas
critica debido a que de ella depende el cuajado y la produccién obtenido, por lo cual es
aconsejable riegos que mantengan la humedad y permitan una eficaz polinizacion y
cuajado. El aclareo es una labor de cultivo que se realiza cuando la planta ha alcanzado un
tamafio de 25 — 30 cm de altura el cual consiste en dejar una sola planta por golpe. Otras
labores de cultivo son las de romper la costra endurecida del terreno para que las raices

adventicias se desarrollen. (Fernandez, 2002).

2.4.3 Requerimientos Ambientales

Su 6ptimo de crecimiento se encuentra entre los 20 °C -30 °C. No tolera el frio ni la
sequia. Se adapta a distintas condiciones edéficas, pero resiste mal el encharcamiento

(Colmenares, Pérez-Sarmentero, & Molina, 1994).
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2.4.4 Distribucion y Zonas de Cultivo

Zea mays L., es originaria de la América tropical. En la actualidad es el principal
cultivo forrajero de verano en las zonas templadas calidas y en las zonas humedas
subtropicales del planeta, su cultivo se ha extendido a zonas templadas humedas gracias a

la aparicion de variedades de ciclo corto (Florescano, 2003).

2.4.5 Variedades

En el mercado existe una gran oferta de variedades que se agrupan segun la
duracion de su ciclo vegetativo. Las variedades ultra precoces tienen un ciclo menor a 80
dias. Las variedades muy tardias son mas productivas pero tardan mas de 140 dias en
llegar a su madurez fisiolégica (Lépez Fando & Bello, 1997).

2.4.6 Usos

El Zea mays L. sirve para producir una gran variedad de productos, por eso es el
tercer alimento mas cultivado en el mundo. La practica mas habitual es la realizacién de un
Unico corte con destino a silo en estadio de grano pastoso (contenido de materia seca en la
planta entera del 30%) (Perales, Benz, & Brush, 2005).

Se utiliza como cultivo forrajero para los animales, en la obtencién de harina,
extraccion de aceite y se puede obtener combustible, caucho, insecticidas y plasticos
debido a que uno de los componentes del Zea mays L., es el “furfural’. El Zea mays L., es
alto en fibras y tiene altos valores de vitaminas B1 y A (Gonzalez, 1997). Es un cultivo muy
productivo (puede superar las 20 tm/ha). Presenta alto contenido de azucares solubles que
garantizan un elevado aporte de energia y una adecuada ensilabilidad. Los contenidos

proteicos son bajos (6%-9% Proteina Bruta).

En animales la digestibilidad de la planta entera es elevada y relativamente
independiente del momento de corte (la produccion de grano compensa la pérdida de
digestibilidad del resto de la planta). Se utiliza para la alimentacion animal tanto el grano
(formulacién de piensos, alimentacion de monogastricos) como la planta entera

(alimentacion de rumiantes) (Altieri & Anderson, 1986).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de laboratorio fueron realizados en los instalaciones del Centro
Internacional de la Papa (CIP) ubicado dentro de la Estacién Experimental Santa Catalina
del Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuaria (INIAP) y el laboratorio
de microbiologia de Vocacion Agroecolégica en Tumbaco. El ensayo de campo se llevé a
cabo en los invernaderos de las instalaciones del CIP. La mencionada Estacion se
encuentra ubicada en la parroquia Cutuclagua del cantéon Mejia en la Provincia de
Pichincha. (Figura 2)
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Figura 2. Centro Internacional de la Papa en la Estacion Experimental Santa Catalina.
http://cipotato.org/region-quito/quienes-somos
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3.1 Recoleccion de las Muestras

Para el aislamiento de Azospirillum spp., se recolectaron ocho muestras de suelo
rizosférico de cultivos de Zea mays L. Los cultivos se encontraban ubicados a lo largo de la
Av. Simén Bolivar al sur de la ciudad de Quito. Por la ausencia de cultivos de gran
extension de Zea mays L., en el sector se realizaron los muestreos en dos cultivos (Figura
3). Luego se transportaron en un cooler el mismo dia al laboratorio del CIP para ser

procesadas.

Figura 3. Cultivo de Zea mays L., del que se extrajeron las muestras.
Fuente: Cortez, 2012.

Se tomaron varias submuestras de suelo de un mismo cultivo, para las cuales se
retiraron rocas, plasticos y hojarasca de la superficie, se tomaron las muestras de suelo a
20 cm de profundidad con una pala de plastico aséptica (esterilizada con alcohol), se
colocaron en un balde limpio y se las homogeneizaron. Después de recolectar las
submuestras se tomaron 4 alicuotas de 20 g cada una y se colocaron en envases estériles
(frascos de orina nuevos), debidamente identificados con el nUmero de muestra, lugar del
cual fue tomado y la fecha. Los envases con las alicuotas fueron puestos en un cooler con

hielo para su transporte al laboratorio. Figura 4.

Figura 4. Cooler con muestras de suelo.
Fuente: Cortez, 2012.
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3.2 Metodologia de Laboratorio

3.2.1 Aislamiento y Purificacion de Cepas

Para aislar Azospirillum spp., se utilizé la técnica descrita por Ddbereiner, 1995
(Dobereiner, Marriel, & Nery, 1976). Se pesaron 10 g del suelo de las muestras, se
colocaron en frascos Schott esterilizados con 90 mL de agua de peptona al 0,1% y se
diluyeron en base 10 hasta la dilucion 10~%. Las diluciones se realizaron transfiriendo 1 mL
de la dilucion anterior a un tubo con 9 mL del diluyente. Cada transferencia corresponde a
una dilucién de 1 en 10. Se repitidé el procedimiento de dilucion hasta alcanzar la cuarta

dilucién. Figura 5.

Se sembraron 0,1 mL (100 ul) de cada una de las diluciones en un tubo con 9 mL
de Medio Libre de Nitrégeno (NFB), semisolido y se los homogeniz6 con agitacion. El
medio NFB no es un medio comercial y por lo tanto se lo preparé segun Dbbereiner, 1976
(ANEXO 1) (Dobereiner & Pedrosa, 1987). Este medio contiene una fuente de carbono y
algunas sales, por lo tanto los Unicos microorganismos que se desarrollaran seran aquellos

gque sean capaces de fijar nitrégeno.

Figura 5. Materiales para el procesamiento de las muestras de suelo.
Fuente: Cortez, 2012.

Se incubaron los tubos con el medio NFB semisélido a 30 °C por cinco a ocho dias
(incubadora marca Memmert). Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionaron los
tubos que presentaron un velo espeso de color blanco con medidas de entre 0,5y 1,5 mm

bajo la superficie del medio NFB semisolido y que viraron el color de este medio de verde
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a azul. Mientras Azospirillum spp., se multiplica el velo blanco migra hacia la superficie

Figura6y7.

El crecimiento de la Azospirillum spp., se produce en la zona en la cual existi6 una
presion parcial en oxigeno (pO2) menor a 0.02% (microaerofilia), debido a que la enzima de
la nitrogenasa es sumamente sensible a este gas. Es decir que la bacteria se desarroll6 en
el punto donde la concentracién de oxigeno molecular en el medio est& en equilibrio con la
tasa respiratoria de las células (Dobereiner & Pedroza, 1987). EI cambio de color de verde
al azul caracteristico se debe al azul de bromotimol, el cual es un indicador del pH. Cuando
el medio se encuentra neutro es de color verde y cambia de color a azul por la oxidacion

del malato que lo vuelve alcalino (Dobereiner, Marriel, & Nery, 1976). Figura 7.

[ —

Figura 6. Medio NFB con cambio de color y velo blanco segin Ddbereiner, 1995.
Fuente: Cortez, 2012.
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Figura 7. Tubos con Medio Libre de Nitrégeno (NFB) semisélido positivos y negativo.
Fuente: Cortez, 2012.

Con una pipeta, se tomaron 100 ul del velo blanco e inocularon en el agar NFB
sé6lido, se estrio por agotamiento y se incub6 a 30°C en una incubadora (Memmert) de 5-7

dias.

Figura 8. Caja Petri con Agar Libre de Nitrégeno (NFB) a pH neutro.

Fuente: Cortez, 2012.
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Figura 9. Colonias de Azospirillum spp., en Agar Libre de Nitrégeno (NFB).
Fuente: Cortez, 2012.

Las pruebas de identificacion bioquimica y morfolégica se realizaron a partir de las
colonias blancas, pequefas, convexas, mucosas y que viraron el color del medio NFB

solido de azul a verde. Figura 9.

3.2.2 Preservacion

Las cepas se aislaron y purificaron por agotamiento en PCA (Plate count agar), las
posibles cepas positivas del género Azospirillum spp., fueron preservadas. A partir del
crecimiento algunas colonias fueron suspendidas en TSB (ANEXO 2) mas glicerol (20%

v/v) y preservadas a -10 °C.

3.2.3 Identificacion

3.2.3.1 Prueba oxidasa y catalasa

Para las pruebas de identificacion bioquimicas y morfolégicas se aislaron las
colonias del medio NFB a cajas Petri con agar cuenta estandar o plate count agar (PCA)
(ANEXO 3). Para la prueba de oxidasa se coloco en la caja Petri con las colonias puras de
las bacterias el disco comercial Taxo N (Becton, Dickinson and Company), impregnado con
clorhidrato para-amino-dimetilanilina al 6%. La aparicion de una coloracion negra

constituye una reaccioén positiva. Figura 10.
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Figura 10. Prueba de oxidasa positiva en PCA.
Fuente: Cortez, 2012.

Para la prueba de catalasa se coloco una asada de las posibles colonias sobre un
portaobjetos limpio, y sobre cada una de ellas se agregd dos o tres gotas de peréxido de
hidrégeno (H202) la cual es transformada por la enzima catalasa de la bacteria en agua y
oxigeno evidenciandose la reaccién positiva por la formacion de burbujas. Figura 11.

Figura 11. Prueba catalasa positiva en la izquierda.
Fuente: Cortez, 2012.

3.2.3.2 Tincién Gram y forma celular

Se realizo la tincion de Gram (ANEXO 4) utilizando colonias desarrolladas en el
medio PCA que habian sido incubadas por 5-7 dias en agar PCA a 30 °C. Se observo al
microscopio compuesto con un aumento de 100. Figura 12.
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Figura 12. Tincién Gram de Azospirillum spp. Lente 100 x.
Fuente: Cortez, 2012.

3.2.3.3 Tincion de granulos de poli 8 hidroxibutirato (PHB)

Se utilizaron cultivos que tenian 5 dias de incubacién en agar NFB semisélido a 30
°C. Siguiendo el procedimiento propuesto por Bradshaw en el afio de 1976 (Bradshaw,
1976). Para esto se realizé un frotis del velo en un portaobjetos limpio, se lo seca al aire y
se lo fija a una llama. Se cubre el portaobjetos con negro Sudan B durante diez minutos.
Se elimina el exceso de colorante en agua corriente y se deja secar colocando una tira de
papel secante sobre el frotis hasta que todo el colorante se absorba. Se debe evitar mover
o restregar el papel durante el secado. Luego se lava el frotis con unas gotas de xilol para
eliminar el exceso de colorante y se vuelve a secar con papel secante. Para finalizar se
coloca safranina acuosa (5% m/v) de 10 a 15 segundos y se lava inmediatamente con
agua potable. La preparacion se examina con el objetivo de inmersién de un microscopio
compuesto con el fin de detectar presencia de los granulos de poli 3 hidroxibutirato, las
cuales aparecieron de color azul o negro en contraste con el rojo de la pared de la bacteria.

Figura 13.

Figura 13. Granulos poli B hidroxibutirato.
http://microbioblogia.wordpress.com/polifosfatos/
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3.2.3.4 Movilidad

Para observar la movilidad de las bacterias se inocularon las colonias aisladas del
PCA en un tubo Ependorff que contenia 0,5 mL de caldo nutritivo (ANEXO 5) y se procedio
a incubar a 30°C durante 4-6 dias en agitacién constante a 200 rpm (agitador marca
Boeco). Luego de transcurrido el tiempo de incubacion, se colocaron dos gotas del cultivo
en un portaobjetos limpio y se cubrié cada gota con un cubreobjetos. Las preparaciones se
observaron al microscopio bajo el objetivo 40x. (Cohen, Okon, Nur, & Henis, 1980).

3.2.2.5 Identificacion de la Especie de Azospirillum spp.

Algunas de las pruebas bioquimicas mencionadas en la Tabla 3 se utlizé el sistema
de identificacion Microgen GN-ID (Bioproducts, 2004) (ANEXO 6). Ademas, se realizaron

las siguientes pruebas: utilizacién de la N-acetylglucosamina, glicerol y sucrosa.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas en el Sistema Microgen GN ID

Pruebas Bioquimicas
Oxidasa TDA
Motilidad Licuefaccion Gelatina
Nitratos Malonato
Lisina decarboxilasa Inositol
Ornitina decarboxilasa Sorbitol
Produccién de H2S Rhamosa
Fermentaciénn Glucosa Sucrosa
Fermentacion Manitol Lactosa
Fermentacionn Xilosa Arabinosa
Hidrélisis ONPG Adonitol
Indol Rafinosa
Hidrolisis de la Urea Salicina
VP Arginina
Citrato

Fuente: Ficha Técnica Microgen

Luego se introdujeron las matrices de probabilidades de acuerdo a la Tabla 3 en el
programa PIB WIN (Probalistic Identification of Bacteria for Windows) Identificacion
Probabilistica de Bacterias para Windows. Programa que proporciona una identificacion
probabilistica de las bacterias desconocidas aisladas por comparacién con matrices de
identificacion de cepas conocidas. El programa fue creado por Trevor Bryant, University of
Southampton Reino Unido en el 2004. (Southampton, Probabilistic Identification of Bacteria

for Windows, 2012). La cepa de la bacteria aislada se denominara CM015.
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3.2.4 Curva de Crecimiento Bacteriano: Siembra a Profundidad.

En este caso se usé como volumen final 250 mL del medio Dygs (ANEXO 7). Se
prepar6 un in6culo al 10% del volumen final de medio Dygs de células vivas de
Azospirillum spp., donde se realizd un recuento directo en el cual se obtuvo
aproximadamente de 6x108 UFC/mL. Entonces se inoculé 25 mL de la bacteria en medio

liquido Dygs en 225 mL del medio de cultivo.

Para realizar la curva de crecimiento bacteriana se utiliz6 agar cuenta estandar para
recuento a profundidad se para diluciones y tubos estériles para realizar la toma de
muestras. La curva de crecimiento se realizé en medio PCA sembrando a profundidad las
diluciones que se realizaron en tubos con solucion salina (0,85% v/v). También se evalu6

el cambio de pH y la coloracion Gram.

Todas las muestras fueron diluidas en solucion salina al 0,85% hasta la dilucion
1078, sembradas a profundidad en agar cuenta estandar, incubadas a 35° C y leidas a las
48 horas. (Figura 17)

La primera toma de muestra se realiz6 al momento en que se inocul6 el volumen
inicial, correspondiente al tiempo cero y asi se continué muestreando cada hora por las

treinta y seis horas siguientes.

El medio de cultivo Dygs se utiliz6 como referencia, se incubé a 35 °C y sin
oxigenacién. (Figura 14, 15, 16, 18 y 19). Luego de realizarse la primera inoculacion, el
medio de cultivo fue colocado dentro de la incubadora y se empez6 a realizar la toma de

muestra durante las 55 horas siguientes.
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Figura 14. Materiales para recuento en caja.
Fuente: Cortez, 2012.

=

Figura 15. Toma de muestra del cultivo.
Fuente: Cortez, 2012.
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Figura 16. Cultivo con Azospirillum spp.
Fuente: Cortez, 2012.

Figura 17. Medicion de pH.
Fuente. Cortez, 2012.
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Figura 18. Cambio de turbidez en el medio Dygs por fermentacion de Azospirillum sp.
Fuente: Cortez, 2012.

Figura 19. Recuento en placa del proceso fermentativo.
Fuente: Cortez, 2012.

3.3 Preparacion del Inéculo

Con la informacién obtenida de la curva de crecimiento, se preparé el indculo de
Azospirillum spp., para la aplicacion en las semillas del Zea mays L. provistas por Ing.
Carlos Yénez del Programa del Maiz del INIAP. (ANEXO 8)

Asi mismo, para la realizacion del ensayo en invernadero, el INIAP entregé 500 mL

de su inoculante comercial “FERTIBACTER”, cuyo principal componente es la bacteria
Azospirillum sp., para ser evaluado y cuya especie es confidencial. Figura 20.
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Figura 20. “FERTIBACTER”
Fuente: Cortez, 2012.

3.3.1 Inoculacion de las Semillas, Siembra y Seguimiento de las

Plantas.

La inoculacion y la siembra de las semillas de Zea mays L., se realiz6 el dia 30 de
Enero del afio 2012 en el invernadero nimero cuatro del CIP, ubicado dentro de la
Estacion Santa Catalina del INIAP. La temperatura promedio fue de 25°C y se regaron las

macetas pasando un dia con agua entubada.

El inoculante se preparé de acuerdo con la informacion obtenida de la curva de
crecimiento bacteriana. Se transport6 el inoculante en un envase cerrado de plastico y en

refrigeracion.
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Las semillas de Zea mays L., utilizadas en el ensayo no se encontraban tratadas
previamente con quimicos y fueron preparados siguiendo las instrucciones recomendadas
por el INIAP para la aplicacion de “FERTIBACTER” tanto para el tratamiento de
Azospirillum sp. CM015 como del mismo “FERTIBACTER”.

En las instrucciones se indica que para 1 Kg de semilla debe usarse 200 mL del
inoculante y 20 mL de miel de abeja como adherente. La siembra de las semillas se realizd
10 minutos después de la inoculaciéon con “FERTIBACTER” y Azospirillum sp., CM015.

“FERTIBACTER” tenia una concentracion de 1x10° UFC/ml al momento de la
aplicacion del Azospirillum sp., mientras que el inoculante del ensayo presentd una

concentracion de 1 * 101° UFC/ml.

La siembra se realizdé en macetas plasticas de 20 cm de ancho y 30 cm de alto y se
llenaron las tres cuartas partes con un sustrato base estéril, empleado en el Centro
Internacional de la Papa. El sustrato esta constituido por suelo de zanja cernida en un
50%, pomina cernida y lavada 33% y turba 17% mas 0,96 Kg de bicarbonato de calcio
(Vega, 1999), lo cual indica una composicion balanceada para el cultivo de plantas y libre
de microorganismos tanto benéficos como fitopatégenos.

QOO0O0OOOOOO0

Unidad Experimental

Figura 21. Disposicidn de las macetas en el invernadero
Fuente: Cortez, 2012.
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Después de 46 dias de la siembra, se recolectaron las plantas, se midié su altura
utilizando una cinta métrica en centimetros y se obtuvo la masa de la materia fresca
humeda de raices y del follaje (materia verde) en gramos utilizando una balanza analitica
(marca OHAUS).

3.4 Diseio Experimental

Se realizd, un disefio de bloques completos al azar (DBCA), formado por tres
tratamientos cada uno con cuarenta repeticiones distribuidas en cinco unidades
experimentales. Cada repeticion constituyd una maceta inoculada con diez semillas de Zea
mays L. que se mantuvieron en el invernadero a 25°C +/- 3°C. Al finalizar el periodo de
siembra se midieron las variables dependientes altura de las plantas en centimetros,
gramos de materia fresca hUmeda de raiz, gramos de materia verde himeda de la parte
aérea y la germinacion.

Los tratamientos aplicados fueron los siguientes:

A: Semillas inoculadas con Azospirillum doebereinerae CM015

IA: Semillas inoculadas con Azospirillum spp., comercial “FERTIBACTER “y

CB: Control Blanco. Semillas sin inoculacion

Con la informacién recopilada se realiz6 el Analisis de Varianza (Analysis of
Variance: ANOVA), para determinar diferencias significativas entre repeticiones vy
tratamientos y si amerita la prueba de analisis de medias de Tukey al 0,05. A continuacién
se presenta la Tabla 4 donde se encuentra el esquema del andlisis de la varianza a

realizarse.
Tabla 4. Esquema del ANOVA

Origen de la Variacion Grados de Libertad (gl)
Diferencias entre los grupos 2
Diferencias entre los sujetos dentro de los 117
grupos
Variabilidad Total 119

Fuente: Statistix, 2012.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento e Identificacion.

Se sembraron 90 tubos de ensayo de 10 mL con las diluciones de las muestras de

suelo de la dilucién -1 a la -4, en medio NFB, de los cuales 70 presentaron el velo blanco y

viraron el color de verde a azul, dando positivo a la presencia de la bacterias fijadoras de

nitrégeno. De estos 70 tubos sélo se identific6 una cepa como perteneciente al género

Azospirillum la cual obtuvo los resultados de la Tabla 5. En la Figura 22 se pueden

observar los granulos de poli 3 hidroxibutirato.

Tabla 5. Tabla de resultados de Azospirillum sp.

Andlisis

Resultado

Colonia en Agar Libre Nitrogeno (NFB) 5—7 dias
de crecimiento.

Colonias mucosas, 2 mm de ancho y largo, forma
redonda, convexa, viraje de color: verde a azul.

Morfologia Microscopica (Gram)

Bacilos gruesos, Gram negativos Ligeramente
curvos o rectos.

Tincién de Granulos de poli 3 hidroxibutirato.

Se observaron granulos negruzcos terminales
dentro de las bacterias: Positivo

Se observaron bacterias méviles en forma de

Movilidad « »
sacacorcho”.

Catalasa Positivo

Oxidasa Positivo

Fuente: Cortez, 2012.
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Tincién de Granulos de poli R
hidroxibutirato en Azospirillum

Laboratorio de Bacteriologia en
la Pontificia Universidad Catélica
del Ecuador

Microscopio Leicon
Aumento. 100X

Figura 22. Granulos poli B hidroxibutirato de Azospirillum sp.
Fuente: Cortez, 2012.

La identificacion de la especie mediante el sistema Microgen GND 24 para
identificar la especie como se muestra en la Figura 23 y la Tabla 6.

s

P TR

LYS |ORN| HzS | GLU|MAN| XYL |oNPG| INDI | UB CIT |TA
GEL [MAL | INO |SOR|RMHA|SUC| LAC |ARA|ADO| RAF | SAL

B

Figura 23. Pruebas bioquimicas para Azospirillum sp., con MicrogenTM GnA+B-ID System.
Fuente: Cortez, 2012.
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Tabla 6. Resultados de las pruebas bioquimicas para identificacion de la especie de Azospirllum sp.

| Pruebas Bioguimicas | Resultado | Pruebas Biogquimicas | Resultado |
| Oxidasa |+ | TDA [+ |
| Motilidad |+ || Licuefaccién Gelatina [+ |
Nitratos - Malonato -

Lisina decarboxilasa - Inositol +

Ornitina decarboxilasa - Sorbitol +

Produccién de H2S - Rhamosa -

Fermentacionn Glucosa + Sucrosa +
| Fermentacién Manitol |+ | Lactosa [+ |
| Fermentaciénn Xilosa |+ || Arabinosa - |
| Hidrélisis ONPG |+ || Adonitol [+ |
Indol - Rafinosa +

Hidrdlisis de la Urea + Salicina +

VP + Arginina -

Citrato - N acetil glucosamine

Ribosa + Glicerol +

Fuente: Cortez, 2012.

En base a estos resultados el software PIBWIN clasificé al microorganismo como
Azospirillum doebereinerae con un 98% de probabilidad, la cual de aqui en adelante

corresponde a la cepa CM015. Figura 24.
Identification threzhold 0,999 not reached. The most likely taxa are:

_ Taxa . ID Score .|[| Modal Er:ulea Iﬂﬂﬂ
rerr— 0.98010 00010

. habsoraoferens 0, 09sd 0, D000

| amanozonense 0,00930 0,00000

Figura 24. Identificacion de la especie mas probable de Azospirillum sp., con PIBWIN.
Fuente: PIBWIN, 2012.
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4.2 Curvade Crecimiento Bacteriana.

En la Tabla 7 se presentan las condiciones y parametros con los cuales se realizd

la curva de crecimiento.

Tabla 7. Parametros de fermentacion de Azospirillum doebereinerae en el medio Dygs

Fecha de Inicio 28/12/2011
Fecha de Finalizacion 30/12/2011
Hora de Inicio 5:30 AM
Hora de Finalizacion 12:30 PM
pH inicial 7

pH final 8
Temperatura de Incubacion | 35°C
Ambiente Aerobio

Fuente: Cortez, 2012.

En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos luego de que las muestras

fueron sembradas e incubadas por 55 horas a 35 °© C en una atmésfera aerobia.
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Tabla 8. Tabla de la datos del crecimiento de Azospirillum doebereinerae

Tiempo Recuento Recuento
Tiempo Hora Transcurrido pH (Ul—l_cc:)/?nL) UFC/mL
5:30
TO e 0 7 4,08 1,20E+04
6:30
T1 e 1 7 5,53 3,40E+05
7:30
T2 e 2 7 5,90 8,00E+05
8:30
T3 e 3 7 5,85 7,00E+05
9:30
T4 e 4 7 5,85 7,00E+05
10:30
TS5 A 5 7 5,85 7,00E+05
11:30
T6 A 6 7 5,85 7,00E+05
12:30
T7 y 7 7 5,85 7,00E+05
2:30
T9 iy 9 7 6,15 1,40E+06
T10 3:30 10 7 660 | 4,00E+06
PM
111 | 430 11 7 691 | 8,10E+06
PM
T12 5:30 12 7 8,48 3,00E+08
PM
9:30
T14 e 28 7 10,66 | 4,60E+10
T15 10:30 29 8 10,70 | 5,00E+10
AM
T16 11:30 30 8 10,78 | 6,00E+10
AM
T17 12:30 31 8 1085 | 7,00E+10
PM
T18 1:30 32 8 1085 | 7,00E+10
PM
T19 2:30 33 8 10,90 | 8,00E+10
PM
T20 SF;ﬁ/IO 34 8 1090 | 8,00E+10
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121 | 430 35 8 1001 | 820E+10
PM

T22 5:30 36 8 10,90 | 8,00E+10
PM

T23 6:30 37 8 10,88 | 7,60E+10
PM

T24 7:30 38 8 10,90 | 8,00E+10
PM

T25 8:30 39 8 10,92 | 8,30E+10
PM

T26 9:30 40 8 10,90 | 8,00E+10
PM
9:00

T27 Y 515 9 964 | 4,40E+09

T28 1%,3'0 55 9 960 | 4,00E+09

Fuente. Maria Esther Cortez Pazmifio

Utilizando los datos de la Tabla 9 se obtuvieron las curvas de crecimiento de

Azospirillum doebereinerae con el programa Microsoft Excel (versibn 2007), como se

observa en la Figura 25.

UFC Log 10/ Tiempo Transcurrido

12,00 I T
] I IO [
M T -
] .‘-“-'l-h
| 1
10,00 P
L
"
8,00 "'
-5.. ’..-' i’
L 6,00 | s
B el P
— i
4,00 1
2,00
0,00
0 10 20 30 a0 50 60
¥=-0,0034x%+ 0,3022=x+ 3,532 Tiempo

B’ =0,9719

o

Figura 25. UFC Log 10/mL de Azospirillum doebereinerae en Medio Dygs.

Fuente: Cortez, 2012.
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El medio Dygs, present6 una concentracion de biomasa de 1x10°UFC/mL, en un
tiempo 6ptimo de fermentacién de 28 horas. Lo cual es consistente con el estudio realizado
por Rivera 2008, quien usé densidad Optica para la obtencién de la curva de crecimiento,
en la cual se obtuvo la misma concentracién que el presente ensayo pero en un tiempo de
26 horas (Rivera Botia, 2008). Esto puede deberse a que existe un error en la técnica de
absorbancia para realizar la curva de crecimiento mientras que la técnica de recuento

directo es més exacta (Benitende & Sanchez, 2002).

En el presente estudio se realizé un cambio en el proceso de fermentacion ya que
no se realiz6 ningun tipo de agitacién. Segun la bibliografia consultada, la bacteria tiene
preferencia por una atmosfera microaerofilica, por lo cual en este ensayo se obtuvo la
misma cantidad de microorganismos (4,6x101° UFC/mL) que con agitacién (Rivera Botia,
2008).

El medio de cultivo Dygs fue elegido para el ensayo debido al bajo costo que
representa para fermentar Azospirillum sp., como se puede apreciar en la Tabla 9, donde
el costo de produccion de la materia prima seria 85 centavos de délares americanos en el
Ecuador a la fecha del ensayo comparado con el medio NFB (ANEXO 9)

Tabla 9. Costo de produccion de 1 L de Azospirillum sp., en medio Dygs en el Ecuador al afio 2012

Costo en USD del . . Costo en USD
Reactivo Quimico | Envase Incluido Cantidad de g por Cant!dad engel por Litro Incluido
Envase Medio Dygs 1 L
Iva el IVA
K2HPO4 24,00 500 0,5 0,024
MgS04*7H20 25,00 250 0,5 0,05
GLUCOSA 25,00 500 2 0,1
PEPTONA
UNIVERSAL 75,00 500 15 0,225
EXTRACTO DE
LEVADURA 45,00 500 2 0,18
ACIDO
GLUTAMICO 46,00 500 15 0,138
ACIDO MALICO 32,00 500 2 0,128
TOTAL 0,845

Fuente: Cortez, 2012

Segun Reyes los costos de produccién de Zea mays L. son muy altos con la
aplicacion de la bacteria Azospirillum sp., ya que los reactivos para la produccion del
indculo bacteriano tienen precios elevados y son dificiles de encontrar, a pesar de que no

se especifica el medio de cultivo usado ni la concentracién del mismo (Reyes, 2011). Estas
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conclusiones por parte del autor del ensayo pueden deberse a la falta de informacién que
existe por parte de los proveedores en el mercado con respecto a los reactivos quimicos y
la falta de oferta.

En el aflo 2010, Muriel utiliz6 como inoculante el medio libre de nitrégeno (NFB)
semisdlido el cual tiene cierta complejidad en su preparacion  (Muriel, 2010).
“FERTIBACTER” es producido a base de melaza pero en este ensayo se pudo comprobar
que el medio Dygs logra alcanzar una mayor concentracién microbiana que los inoculantes
a base de melaza (Yanez, 2012). El inoculante bacteriano “FERTIBACTER” tiene una
concentracion de 1x108UFC/mL la cual disminuye rapidamente con el tiempo lo que resulta
en una concentracion muy baja para un inoculante (Senasa, 2010).

Al realizar el recuento de “FERTIBACTER” alcanzd una concentracion de
1x10°UFC/mL. Por tanto el inoculante a base del medio Dygs podria ser mas efectivo que
“FERTIBACTER” (4,6x10°UFC/mL).

4.3 Analisis Estadisticos del Ensayo en Plantas.
En los ANEXOS se presentan las Tablas 15, 16, 17 y 18 con datos del nimero de

semillas germinadas por macetas, la altura de las plantas en centimetros, el peso en

gramos de la materia verde fresca y peso en gramos de raices frescas.
El objetivo principal del analisis consisti6 en determinar el efecto que tuvieron los
tres tratamientos sobre las variables dependientes: peso, altura y germinaciéon de plantas

de Zea mays L. Figura 26.

En la Tabla 10 se observa un croquis de la distribucién de las macetas en el

invernadero con su respectivo cadigo.
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Tabla 10. Distribucion de las macetas en el invernadero

Fuente: Cortez, 2012.

Azospirillum
doebereinerae
CMO015
Azospirillum sp. INIAP
“FERTIBACTER “

Control Blanco
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Figura 26. Evaluacion de las plantas de Zea mays L.
Fuente: Cortez, 2012.

4.3.1 Germinacion de Semillas

En la Tabla 11 se puede observar que no hay diferencias significativas (Sig mayor a
0,05) en cuanto a niumero de plantas germinadas, por lo tanto, los tres tratamientos son
similares con respecto a esta variable. A pesar de que los tratamientos no son
estadisticamente diferentes, al observar el Figura 1 el mejor promedio es el del control
blanco, la posible causa de esto puede ser por la aplicacion del adherente (miel de azlcar)
que tal vez dificult6 la germinacion de las semillas. No podemos saber si el microorganismo
influyé sobre la germinacion de la semilla por lo cual se deberian realizar mas ensayos
para determinar su influencia sobre esta variable. En el Figura 27 se observan los

promedios de la germinacién por tratamiento.
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Promedio Germinacién

10
9,8

9,6

8,2

Tratamiento

Figura. 27. Promedio germinacion de semillas.

Fuente: Cortez, 2012.
Nota: Azul: Azospirillum dobereinerae, Rojo: “FERTIBACTER?”, Verde: Control Blanco

Tabla 11. Andlisis de varianza de una via para germinacién.

Grados de Suma de Cuadrados F=CM
Origen de la Variacion - Cuadrados - entre/CM p <0,05
Libertad (gl) Medios
(SC) dentro
Diferencias entre los 2 0517 0.25833 0.26 0.7695
grupos
Diferencias entre los
sujetos dentro de los 117 115.075 0.98355
grupos
Variabilidad Total 119 115.592

4.3.2 Masa Himeda de |la Parte Aérea.

Nota: p: Nivel minimo de significacion

Fuente: Cortez, 2012.

En la Tabla 12 se puede observar que no hay diferencias significativas (Sig mayor a

0,05) en cuanto a peso de la parte aérea de las plantas, por lo tanto, los tres tratamientos

son similares con respecto a esta variable. Por lo cual la presencia o ausencia del

microorganismo no influye en el peso de la parte aérea de las plantas de Zea mays L. En el

Figura 28 se puede observar los promedios por tratamiento.
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Figura. 28. Promedio de masa himeda de la parte aérea por planta.

Fuente: Cortez, 2012.
Nota: Azul: Azospirillum dobereinerae, Rojo: “FERTIBACTER”, Verde: Control Blanco

Tabla 12. Analisis de varianza de una via para masa hiumeda de la parte aérea

Origen de la Grados de Suma de . F= CM entre/CM
Variacion Libertad (gl) Cuadrados (SC) Cuadrados Medios dentro p«0,05
D”’Tre”c'as entre 2 138.02 69.0125 2.04 0.1348
0S grupos
Diferencias entre
los sujetos dentro 117 3960.83 33.8532
de los grupos
Variabilidad Total 119 4098.85

Nota: p: Nivel minimo de significacion
Fuente: Cortez, 2012.

4.3.3 Altura de la Planta

En la Tabla 13 se puede observar que hay diferencias significativas (Sig mayor a
0,05) en cuanto a la altura de la parte aérea de las plantas, por lo tanto, los tres
tratamientos son diferentes con respecto a esta variable. El mejor tratamiento fue
Azospirillum doebereinerae frente a “FERTIBACTER” y el control blanco mientras que
“FERTIBACTER” fue superior al control blanco. Utilizando el andlisis de medias de la
prueba de Tukey al 0,05 se presentan las diferencias significativas en el Figura 29 por

tratamiento.
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Figura. 29. Promedio de altura de la parte aérea.
Fuente: Cortez, 2012.
Nota: Azul: Azospirillum dobereinerae, Rojo: “FERTIBACTER”, Verde: Control Blanco

Tabla 13. Andlisis de varianza de una via para altura de la parte aérea.

Origen de la Grados de Suma de Cuadrados F= CM entre/CM (0.05
Variacion Libertad (gl) Cuadrados (SC) Medios dentro <o
Diferencias 2 101.477 50.7387 33.1 0.0000
entre los grupos
Diferencias
entre los sujetos 117 179.326 1.5327
dentro de los
grupos
Variabilidad 119 280.803
Total

Nota: p: Nivel minimo de significacion
Fuente: Cortez, 2012.

4.3.4 Masa Himeda de las Raices

En la Tabla 14 se puede observar que no hay diferencias significativas (Sig mayor a
0,05) en cuanto al peso de las raices, por lo tanto, los tres tratamientos son similares con
respecto a esta variable. La presencia 0 ausencia del microorganismo no mejora el masa
himeda de las raices. En el Figura 30 se observan el promedio de masa humeda de las

raices por tratamiento.
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Figura. 30. Promedio de masa humeda de raices por tratamiento.
Fuente: Cortez, 2012.
Nota: Azul: Azospirillum dobereinerae, Rojo: “FERTIBACTER?”, Verde: Control Blanco

Tabla 14. Analisis de varianza para la masa de las raices.

Origen de la Grados de Suma de . F= CM entre/CM
Variacion Libertad (gl) Cuadrados (SC) Cuadrados Medios dentro p«0,05
D”’Tre”c'as entre 2 1257.2 637.598 1.04 0.3583
0S grupos
Diferencias entre
los sujetos dentro 117 72043.1 615.753
de los grupos
Variabilidad Total 119 73318.3

Nota: p: Nivel minimo de significacion
Fuente: Cortez, 2012.

Se pudo observar que para las variables de masa humeda de raices, masa himeda
de materia verde y de germinacién no hubieron diferencias estadisticamente significativas
(p » 0,05), aunque el promedio con la aplicacién de Azospirillum doebereinerae fue mayor.
Solamente se obtuvieron diferencias significativas en la altura de las plantas (p < 0,05).
Esto posiblemente se puede deber a diferentes causas: como al tipo de fitohormonas
presentadas en esta especie de Azospirillum sp., se han descrito diferentes estudios donde
ciertas especies presentan mejor capacidad de promocion del crecimiento vegetal con
respecto a otras (Muriel, 2010), a que no hubo aplicaciones posteriores del inoculante, a

gue el tiempo de cosecha para la evaluacion fue muy corto pues tal vez con un tiempo mas
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prolongado se podria haber tenido otros resultados y la disponibilidad de nutrientes para
gue la bacteria pueda producir ciertos metabolitos que podian haber influido en un mejor
desarrollo de la planta (Celis Bautista & Gallardo, 2008).
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten concluir:

Se aislo una cepa autéctona CM015 del género bacteriano Azospirillum sp., de la
rizosfera de cultivos de Zea mays L., muestreados en la zona periférica al sur — este de la
ciudad de Quito- Ecuador.

La cepa CMO015 fue identificada como Azospirillum doebereinerae.

El proceso de fermentacion en el medio Dygs para Azospirillum doebereinerae sin
agitacion usado para este ensayo, obtuvo el mismo nimero de microorganismos que el
recomendado con agitaciébn. La concentracibn obtenida de biomasa fue de
4,6x10°UFC/mL, en un tiempo 6ptimo de fermentacion de 28 horas, por lo cual este medio
de cultivo puede ser usado para practicas, ensayos y produccion a pequefia escala de la

bacteria.

La reduccién en los costos de produccion del inéculo de Azospirillum doebereinerae
utilizando el medio Dygs es significativo y corresponde a $ 0,84 centavos de ddlares
americanos por litro para obtener un éptimo crecimiento de la bacteria comparando con el
medio NFB y una mayor concentracion de microorganismos por mililitro frente a los medios

a base de melaza.
La concentracion de bacterias obtenidas en este ensayo es de 1x10°UFC/mL que

fue superior a la presentada por el producto comercial “FERTIBACTER” del INIAP

mejorando por tanto en calidad y precio a dicho producto.
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A nivel de invernadero la altura de la parte aérea de las plantas present6 diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05), obteniendo mejores promedios en el tratamiento
donde se aplic6 Azospirilum doebereinerae CM015 seguido por “FERTIBACTER” y
finalmente por el Control Blanco, mientras que la masa de la parte aérea humeda, la masa
humeda de las raices y la germinacion de semillas de Zea mays L. no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p » 0,05) resultando los tres tratamientos

similares.
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RECOMENDACIONES:

Se deberia opitimizar el medio de cultivo para que se puedan realizar
fermentaciones a gran escala y ahorrar ain mas los costos de produccion, para que los

agricultores puedan tener acceso al inoculante.

Seria adecuado evaluar las condiciones que influyen en laboratorio y luego en
campo (nutrientes asimilables, presencia de contaminantes quimicos, etc.) sobre
Azospirillum spp., para que pueda presentar su actividad de promotora del crecimiento

vegetal.

Repetir el ensayo prolongando el tiempo de evaluacién del crecimiento de las

plantas a 45 dias por lo menos.

Realizar una evaluacibn con diferentes dosis y etapas de cultivo del

microorganismo para verificar su influencia sobre la promocién del crecimiento vegetal.

Se recomienda realizar el ensayo con la misma especie de microorganismo en

otras especies vegetales para evaluar su eficacia en la promocién del crecimiento vegetal.
Se debe determinar quimicamente las fitohormonas presentes en las plantas y en la

rizosfera que sean estudiadas para correlacionar con las que son producidas por los

microorganismos.
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ANEXOS



MEDIO LIBRE DE NITROGENO (NFB)

COMPONENTES
Acido Malico
Fosfato dipotasico
Sulfato de Magnesio
Cloruro de Calcio
Azul de Bromotimol (0,5% m/v)
Sulfato Ferroso
Biotina
Oligoelementos
Hidroxido de Potasio
pH 6,8 -7
PROCEDIMIENTO:

ANEXO 1

5,00
1,50
0,20
0,02
0,10
4,00
2,00
1,00
5,00

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l

Mezclar los reactivos en las cantidades especificadas en 1 litro de agua destilada o

desmineralizada.

Calentar a ebullicibn hasta completa disolucion.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

Solucién Oligoelementos:
Molidbato de potasio
Borato de sodio

Citrato de Fierro 1%
Nitrato de Cobalto
Sulfato de Cadmio
Sulfato de Cobre

Sulfato de Zinc

Sulfato de Manganeso

Agua destilada

0,05
0,05
2,00
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
1000

«Q

Q Q@ @ «a «

mL
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ANEXO 2

MEDIO DIGERIDO DE SOJA Y CASEINA (TRYPTIC SOY BROTH)
COMPONENTES

Digerido pancreatico de caseina 17 g/l
Digerido péptico de harina de soja 3 g/l
Glucosa 2,5 g/l
Cloruro sodico 5 all
Fosfato dipotasico de hidrégeno 15 g/l

pH final: 7.0 +/- 0.2 a 25 °C.

PROCEDIMIENTO:

Mezclar todos los reactivos en las cantidades especificadas en 1 litro de agua destilada o
desmineralizada.

Calentar a ebullicibn hasta completa disolucion.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presiéon (121 °C).
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ANEXO 3

AGAR CUENTA ESTANDAR (PLATE COUNT AGAR o PCA)
COMPONENTES:

Triptona 5 g/l
Extracto de Levadura 2.5 g/l
Dextrosa (Glucosa) 1 g/l
Agar 15 g/l

pH final: 7.0 +/- 0.2 a 25 °C.

PROCEDIMIENTO:

Mezclar todos los reactivos en las cantidades especificadas en 1 litro de agua destilada o
suspender 23,5 g del medio marca DIFCO.

Calentar a ebullicibn hasta completa disolucion.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presiéon (121 °C).
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ANEXO 4

TINCION GRAM

MATERIALES:

Portaobjetos

Lampara de alcohol

Asa

Cristal violeta

lodo Gram

Alcohol cetona

Safranina.

Microscopio

Aceite de inmersion

PROCEDIMIENTO:

En una placa portaobjetos marcar el lugar donde se va a colocar la muestra para s
identificacion

Colocar una gota de agua en el porta objetos y la muestra con un asa, homogenizar y
fijarla al fuego de una lampara de alcohol o mechero pasandola tres veces rapidamente.
Afadir 1 6 2 gotas de cristal violeta a la preparacion, hasta que se cubra por completo la
muestra y dejar en reposo por un minuto.

Una vez transcurrido el tiempo, lavar la preparacion con agua potable.

Agregar 1 6 2 gotas de solucion iodo Gram a la preparacion, y dejar actuar 1 minuto.
Transcurrido el tiempo, lavar con agua potable.

Con cuidado, afiadir gota a gota el alcohol-acetona lavando la preparaciéon durante 30
segundos.

Afadir 1 o 2 gotas del colorante de contraste, safranina y dejar actuar durante 1 minuto.
Lavar con agua potable.

Dejar secar al aire y observar al microscopio, con el objetivo de inmersion.
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ANEXO 5
CALDO NUTRITIVO

COMPONENTES
Extracto de carne 34d
Peptona 59

pH final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.

PROCEDIMIENTO

Mezclar los componentes en las cantidades especificadas en 1 litro de agua destilada o
disolver 8 g de medio DIFCO en 1 litro o las cantidades especificadas en agua destilada o
desmineralizada.

Calentar a ebullicibn hasta completa disolucion.

Distribuir en tubos.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presiéon (121 °C).

73



ANEXO 6
INSERTO DE Microgen GN —ID (GN A + B)
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ANEXO 7

MEDIO DYGS

Medio de Referencia Dygs (Rodrigues Neto et al., 1986),
COMPONENTES

K2HPO4 * 3H20: 05 gl

MgS04*7H20 05 gl

Glucosa 2 g/l

Peptona Universal 15 dgl

Extracto de levadura 2 g/l

Acido glutamico 1,5 gl

Acido malico 2 g/l

pH final ajustado para 6,8.
PROCEDIMIENTO:

Mezclar los reactivos en las cantidades especificadas en 1 litro de agua destilada.

Calentar a ebullicibn hasta completa disolucion.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presiéon (121 °C).
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ANEXO 8
CARTA DE AUTORIZACION

INIAP/EESC/DIR-003
Santz Catelina, 03 de ensro de 2012)

Sefiorita
Maria Cortéz
Quito

Distmguida sefiorita:

En respuesta 2 su comumicacion en lz cual sclicitz se le venda fertlizante para reslizar
prushas en semillas de maiz. me permito mdicarle que se le podria proporcionar 12 cantidad
de 20 ml de fertilizante, 1z misma que es suficients para las 1000 semillas.

Atentaments,

Dra Gioconda Garcia 5.
DIRECTORA ESTACION EXP. SANTA CATALINA
INILAP
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ANEXO 9

CUADRO DE COSTOS DE ELABORACION DEL AGAR NFB

MEDIO NFB
Costo en . . Costo en
Reactivo USD del Cantidad de | Cantidad en USD por
L g/mL por g el Medio . .
Quimico Envase Envase Dvas 1 L Litro Incluido
Incluido Iva Y9 el IVA
Acido Malico 35,84 500,00 5,00 0,36
Fosfato 42,00 250,00 1,50 0,25
dipotasico
Sulfato de 28,00 250,00 0,20 0,02
Magnesio
Cloruro de 44,69 250,00 0,02 0,00
Calcio
Azul de
Bromotimol 39,20 25,00 0,10 0,16
(0,5% m/v)
Sulfato Ferroso 24,64 500,00 4,00 0,20
Biotina 67,20 100,00 2,00 1,34
Oligoelementos 22,40 100,00 1,00 0,22
Hidréxido de 62,50 250,00 5,00 1,25
Potasio
TOTAL 3,81
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ANEXO 10
TABLA 15. PLANTAS GERMINADAS POR MACETA

Azospirillum doebereinerae Azospirillum sp., comercial Control Blanco
Semillas Semana 6 Semana 6 Semana 6
Sembradas | Maceta | oo | Germinacion | M2 | Hilera | Germinacion | M2%®® | Hilera | Germinacion
No. Neta No. Neta No. Neta

10 1 1 10 9 1 10 17 1 8
10 2 1 10 10 1 9 18 1 10
10 3 1 10 11 1 10 19 1 10
10 4 1 10 12 1 10 20 1 10
10 5 1 10 13 1 10 21 1 10
10 6 1 14 1 22 1 9
10 7 1 15 1 23 1 10
10 8 1 8 16 1 24 1 10
10 33 2 10 41 2 10 25 2

10 34 2 9 42 2 9 26 2

10 35 2 10 43 2 10 27 2 10
10 36 2 10 44 2 10 28 2 10
10 37 2 9 45 2 10 29 2 9
10 38 2 46 2 10 30 2 10
10 39 2 10 47 2 10 31 2 10
10 40 2 8 48 2 10 32 2

10 65 3 10 49 3 10 57 3

10 66 3 50 3 10 58 3

10 67 3 9 51 3 10 59 3

10 68 3 52 3 9 60 3 10
10 69 3 9 53 3 10 61 3 9
10 70 3 10 54 3 10 62 3 10
10 71 3 10 55 3 63 3

10 72 3 10 56 3 64 3

10 73 4 10 81 4 10 89 4 10
10 74 4 82 4 10 90 4 10
10 75 4 9 83 4 7 91 4 10
10 76 4 10 84 4 8 92 4 10
10 77 4 85 4 9 93 4 10
10 78 4 86 4 9 94 4 10
10 79 4 10 87 4 9 95 4 10
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10
10

10
10
376

96
97

98
99

100
101
102
103
104

10
10

10

10
10
370

88

113
114
115
116
117
118
119
120

10

10
10
10
10
10
371

80
105
106
107
108
109
110
111
112

10
10
10
10
10
10
10
10
10

SUMATORIA

Fuente: Cortez, 2012.
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ANEXO 11

TABLA 16. MATRIZ DE RESULTADOS BRUTOS

Peso en g Altura en cm
Azospirillum Azospirillum Control Azospirillum Azospirillum Control
doebereinerae SP Blanco doebereinerae SP- Blanco
commercial comercial

18,49 11,56 4,67 72,50 79,80 63,00
9,85 14,50 10,18 64,90 69,00 72,00
15,60 11,02 8,12 64,60 71,90 63,50
8,75 10,66 6,38 76,10 77,00 63,40
17,32 14,15 6,23 93,90 75,00 56,00
18,25 10,46 3,98 66,00 69,60 54,00
13,23 6,18 6,25 85,00 60,60 67,00
14,21 7,17 4,54 72,80 69,50 75,00
17,88 8,59 8,35 70,50 74,10 64,00
9,46 9,02 6,02 74,60 75,10 70,50
12,00 6,34 10,00 69,50 77,10 72,10
10,03 10,31 4,49 73,40 76,00 67,00
9,55 6,95 12,74 65,40 65,30 74,50
9,90 7,41 10,62 71,80 54,00 73,00
5,00 12,15 14,50 82,10 62,60 60,00
8,60 13,52 7,56 73,50 60,60 70,30
15,00 12,08 8,74 80,10 53,70 64,30
7,18 8,50 7,57 58,00 73,90 23,80
6,31 9,48 10,47 76,10 75,20 57,50
11,75 10,99 9,19 63,80 79,00 72,10
12,63 7,89 11,02 62,00 73,50 69,50
10,12 12,03 10,31 61,00 72,50 80,50
11,67 13,80 4,73 76,00 74,00 70,00
12,67 13,89 11,34 82,50 64,00 64,80
9,34 8,88 7,10 71,00 63,50 74,00
8,66 7,88 9,51 65,00 88,00 49,70
13,62 9,14 10,13 82,50 81,50 74,50
9,27 11,10 5,55 74,50 89,50 63,60
15,83 9,94 9,21 73,00 68,50 74,00
18,87 15,22 2,84 92,50 62,00 77,00
8,07 10,48 10,39 71,50 71,00 62,00
9,90 8,86 7,80 60,00 70,00 64,00
8,45 8,05 7,40 73,00 86,50 47,50
7,21 7,90 3,60 64,30 71,00 65,50
7,28 8,29 5,20 74,10 67,00 66,10
15,35 8,05 8,69 68,00 75,50 72,00
11,55 8,92 7,79 75,00 70,00 43,50
16,87 3,66 11,47 60,50 68,50 66,50
12,89 8,70 9,32 65,20 79,40 71,20
10,43 16,96 6,97 75,50 78,50 70,20
15,87 7,11 7,87 69,50 47,00 67,80
9,21 7,00 9,98 75,50 71,80 63,80
12,88 7,03 9,50 72,20 83,50 65,00
8,49 4,40 9,29 51,50 61,10 71,50
8,80 10,30 11,03 59,70 63,00 70,80
9,23 9,86 9,33 76,50 64,10 67,00
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16,94 13,37 7,13 68,00 72,00 67,30
5,94 8,74 9,01 62,00 64,10 67,40
8,73 12,21 11,90 65,50 70,00 64,00
7,90 11,60 2,90 67,00 76,50 70,50
12,11 5,82 6,60 61,40 70,50 71,00
13,93 8,61 9,40 72,00 67,50 68,50
14,53 12,62 4,80 65,30 82,40 46,50
9,85 8,37 8,80 85,50 60,30 60,50
7,42 4,49 11,00 77,50 68,10 72,20
9,96 6,37 5,10 79,00 78,90 58,90
13,00 9,19 6,10 81,50 71,20 71,10
15,04 10,72 6,70 68,20 38,90 79,20
14,14 8,16 6,80 84,00 47,50 64,50
13,75 0,42 9,60 77,50 68,10 62,00
11,27 0,46 7,80 77,50 69,50 62,20
12,34 2,76 5,50 81,90 55,50 65,30
14,62 0,62 8,70 54,50 20,00 59,50
11,10 2,78 9,40 75,50 22,00 70,20
8,50 0,09 6,40 87,00 34,00 60,50
7,59 0,04 5,10 87,90 31,00 65,00
13,91 11,33 6,10 74,00 48,00 64,00
4,20 6,26 6,70 59,50 10,00 79,20
10,79 9,01 6,80 61,80 5,00 64,50
10,59 8,26 9,60 78,20 69,20 62,00
14,40 15,02 7,80 52,40 75,90 62,20
8,68 11,74 5,50 76,80 63,10 65,30
10,23 9,53 8,70 71,50 71,90 59,50
9,54 10,97 9,40 77,00 80,00 70,20
11,28 5,07 6,40 77,20 76,20 60,50
11,05 3,76 4,90 66,50 73,50 65,00
11,48 13,97 8,70 72,50 63,90 64,00
11,23 13,45 9,30 74,30 60,50 55,50
10,10 5,23 6,92 73,50 49,50 83,00
9,62 6,63 11,52 80,00 75,50 65,80
10,18 6,72 8,62 78,50 79,00 71,50
8,50 9,65 11,90 68,50 61,50 79,50
12,23 11,55 11,30 65,50 66,50 80,00
12,70 8,54 9,80 68,00 72,50 71,00
11,06 9,38 9,20 60,00 80,20 75,00
14,99 7,06 7,90 66,50 74,70 79,00
11,50 8,22 10,80 72,10 76,70 77,00
13,60 8,74 10,00 79,50 64,50 73,50
10,70 6,42 9,30 75,50 53,00 69,50
10,78 8,69 8,40 80,10 67,00 73,00
8,29 12,75 9,00 84,10 61,00 52,00
10,22 12,44 12,88 76,10 56,00 62,00
11,60 7,62 8,01 72,50 57,50 70,00
9,06 6,10 7,20 65,00 66,00 72,00
9,79 6,66 5,30 70,00 80,20 60,00
10,50 13,40 6,57 66,00 77,00 74,80
9,15 8,15 4,57 60,00 57,00 69,40
13,50 13,35 10,70 61,50 56,20 69,50
8,15 12,97 10,90 68,00 77,00 68,60
10,30 9,89 6,90 61,20 58,00 69,00
9,95 11,20 7,60 69,00 67,50 77,20
8,06 15,53 6,70 61,50 77,00 66,00
17,77 7,83 10,80 72,00 70,00 69,80
12,03 9,75 7,80 69,90 60,30 64,70
9,16 10,52 8,60 63,00 80,50 83,90
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11,67 7,45 12,23 69,50 65,00 60,00
7,96 8,88 10,70 70,50 66,50 66,10
10,11 7,65 9,70 66,00 70,00 69,00
11,67 6,62 6,20 69,10 74,20 77,00
10,34 7,47 8,70 72,20 69,50 77,30
14,90 9,06 9,80 76,70 75,00 66,30
11,20 5,01 8,00 73,20 71,00 65,50
9,50 8,80 5,90 71,50 59,10 74,50
9,90 8,21 6,60 82,00 66,50 69,00
12,02 8,50 12,10 80,00 60,50 69,00
12,00 9,60 10,22 62,00 79,50 66,50
10,40 12,14 11,00 66,00 61,50 69,50
9,50 9,89 9,60 82,50 66,50 76,50
7,00 7,79 9,10 82,00 55,00 79,10
9,05 9,63 13,23 80,00 76,20 66,80
13,48 4,85 10,05 73,50 59,00 71,30
10,30 14,22 11,17 61,50 58,00 81,40
9,91 4,85 6,74 62,00 65,40 62,10
14,24 8,05 5,70 77,00 54,00 69,50
9,32 11,01 10,77 84,50 75,40 61,80
9,00 14,51 10,10 61,50 51,00 65,00
10,81 13,19 7,95 81,00 50,40 75,00
9,59 9,13 8,15 75,10 75,00 72,50
9,00 12,42 11,15 65,00 69,30 57,50
16,80 11,57 10,01 77,90 69,90 62,00
10,25 6,77 11,75 65,00 57,40 69,00
7,89 10,00 8,18 68,00 76,20 65,70
12,50 6,35 9,30 57,50 72,50 67,50
9,80 9,39 9,00 68,00 57,00 70,50
9,80 7,50 8,15 60,10 69,40 74,50
10,00 10,49 8,20 77,20 60,00 60,20
11,85 14,49 9,00 64,50 71,50 70,30
7,93 6,87 9,01 67,80 70,50 70,50
10,13 12,78 8,02 66,80 70,50 71,00
14,75 9,60 8,03 82,50 66,50 72,00
12,73 8,70 8,00 72,50 77,50 72,00
14,65 11,71 8,57 64,20 65,50 69,00
9,73 6,81 11,03 75,20 81,20 63,50
10,69 6,21 10,26 71,50 75,10 71,00
9,34 16,35 8,57 72,50 60,90 74,50
10,32 12,02 10,79 68,00 76,20 71,80
13,00 10,68 11,48 74,00 61,90 62,80
7,50 8,67 5,90 65,00 47,20 67,50
14,05 12,93 4,61 68,00 70,00 70,50
12,06 10,62 5,46 74,50 83,00 75,80
9,80 8,81 5,58 58,50 65,50 58,00
11,85 9,70 9,39 74,00 61,50 64,50
8,84 13,36 8,72 61,50 80,00 71,20
13,50 10,04 9,30 69,50 72,80 68,00
8,97 10,39 8,29 69,00 67,50 65,50
8,55 18,20 8,56 71,50 71,40 67,50
6,26 9,58 9,20 74,55 78,00 77,40
15,23 13,18 10,24 71,50 67,80 64,00
14,24 10,70 10,21 60,00 66,50 67,00
6,28 10,81 9,47 55,50 90,50 65,00
5,74 8,95 7,27 52,20 72,00 66,00
13,09 8,21 7,69 54,00 74,20 68,00
15,96 9,84 7,91 48,20 77,50 63,50
13,83 6,96 6,10 47,00 77,50 73,50
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14,69 7,99 6,06 40,50 66,50 75,50
13,83 9,60 7,81 40,50 72,50 66,00
9,80 10,11 7,69 61,00 71,00 64,00
9,33 8,99 6,03 38,50 62,20 70,50
10,00 10,59 7,20 52,50 69,00 76,10
13,55 9,69 14,97 61,50 65,00 75,10
13,23 8,50 7,87 58,00 67,00 69,00
13,53 9,40 10,46 62,00 64,00 77,50
14,45 7,61 10,36 62,50 81,50 64,90
13,50 9,11 16,28 33,50 81,00 75,50
11,73 10,21 9,81 48,60 71,00 64,90
15,77 9,30 14,45 51,50 83,50 87,10
5,06 8,23 8,26 44,00 57,00 77,50
12,93 7,70 9,01 36,50 69,00 77,90
16,63 10,43 8,73 30,90 80,00 78,80
15,22 9,03 10,93 53,50 71,00 75,50
13,62 13,80 5,91 53,50 73,00 73,00
6,24 12,40 8,85 33,50 63,00 70,50
15,70 7,57 8,41 55,00 67,00 61,00
6,15 6,63 5,26 52,00 74,00 67,90
4,38 10,98 7,73 42,50 72,00 67,90
3,33 7,64 8,53 61,00 81,00 55,00
6,50 10,23 11,21 50,50 69,50 76,20
9,78 12,71 11,73 47,30 54,60 66,00
9,35 1541 7,17 54,50 71,50 68,80
9,80 15,33 11,29 41,20 71,20 77,00
9,51 13,14 10,81 56,00 78,50 58,20
9,94 10,57 7,39 65,00 72,30 67,50
10,69 14,40 7,38 71,60 85,00 75,00
8,06 7,37 8,84 49,00 87,30 57,20
7,33 8,25 8,75 61,20 74,00 67,30
11,83 11,08 4,28 67,00 78,50 78,00
12,27 12,10 6,42 69,50 80,50 68,20
9,39 7,51 10,44 66,50 62,00 63,20
10,97 11,19 3,01 70,00 78,20 79,20
9,32 10,02 8,75 69,00 72,50 70,20
8,53 17,68 9,24 83,00 75,50 47,80
8,18 7,34 7,25 69,90 73,50 73,00
11,04 11,71 9,06 72,90 82,00 74,00
8,96 12,41 9,63 75,70 66,00 71,00
9,02 13,06 7,60 71,50 83,50 79,00
8,19 12,70 6,36 75,50 63,00 75,00
5,42 11,19 2,17 82,50 73,50 68,00
14,30 10,78 4,57 79,10 79,50 51,00
7,78 8,95 0,67 66,50 76,20 31,00
16,06 9,97 0,84 65,50 76,40 42,00
11,67 4,75 12,78 68,50 76,50 31,00
8,46 10,30 5,19 75,00 79,30 77,00
9,91 5,85 2,06 60,30 70,90 44,00
12,41 8,76 0,57 72,00 80,50 33,00
12,75 12,07 10,18 66,00 52,50 25,00
7,84 10,49 9,00 60,00 68,00 79,00
12,49 10,97 8,30 71,00 50,00 68,00
8,85 8,70 9,20 64,50 60,00 69,00
8,44 15,19 9,00 76,50 83,50 71,00
10,21 10,94 8,05 61,50 64,00 62,90
8,96 7,98 7,12 67,40 66,00 63,50
7,82 8,81 4,10 67,30 59,00 60,00
10,71 8,51 8,55 73,30 63,00 50,00
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10,99 7,08 9,80 76,30 68,00 57,10
13,62 8,18 9,39 81,20 64,50 63,40
9,58 7,44 5,96 60,50 65,20 64,80
10,73 7,21 7,03 73,50 63,00 53,00
10,56 10,09 7,59 68,50 64,50 50,00
10,81 9,17 10,93 82,70 60,50 60,30
18,20 8,59 5,57 73,40 72,50 60,00
9,49 8,49 1,68 71,50 56,80 45,90
12,35 10,39 0,40 72,00 71,10 29,80
12,60 8,15 9,74 70,50 68,50 10,00
11,30 7,34 9,41 75,00 65,10 72,00
10,50 7,37 11,65 65,50 79,80 71,50
10,50 9,21 4,09 74,00 60,50 76,50
11,23 8,30 12,27 74,50 68,20 47,50
10,84 7,33 15,42 72,00 66,70 70,50
9,32 8,85 9,83 69,00 65,10 76,50
9,72 4,07 9,26 72,50 67,20 69,50
12,46 5,94 9,10 74,00 67,20 62,80
9,13 6,62 14,42 85,00 57,70 63,80
11,29 5,20 5,99 67,00 71,90 70,50
9,62 6,12 5,33 70,00 60,30 54,00
16,01 5,37 7,11 72,00 51,50 64,50
9,17 7,38 6,41 71,40 49,90 59,00
9,76 7,91 8,94 78,00 52,90 51,00
9,13 7,94 4,48 75,50 58,90 66,50
9,95 2,69 4,24 72,20 42,40 63,00
6,11 4,98 1,67 62,00 45,20 65,00
10,08 2,83 2,63 68,00 61,50 46,00
10,65 6,00 5,13 68,00 46,00 51,00
13,80 5,22 10,90 70,00 36,00 54,00
11,51 0,62 9,37 62,00 42,40 82,50
9,19 2,32 10,05 59,70 36,50 61,50
11,14 9,99 6,73 64,80 49,50 72,30
10,70 10,94 11,72 75,00 48,70 60,00
9,15 11,90 13,65 74,00 20,80 70,00
9,60 8,79 11,95 65,00 33,00 71,50
11,95 10,75 10,19 73,50 75,50 64,20
11,21 12,72 7,61 55,00 66,50 67,00
9,43 6,53 8,47 67,00 73,50 89,30
15,89 10,82 8,80 68,50 64,50 64,50
10,05 11,76 7,39 72,00 64,50 73,50
9,27 7,81 9,83 78,50 63,30 63,20
8,09 8,39 11,04 54,00 66,50 70,40
13,55 8,44 11,30 65,00 67,50 67,40
10,20 7,29 7,63 76,00 65,50 76,50
8,30 4,98 7,93 76,70 67,50 69,00
11,65 6,54 5,63 69,00 71,00 67,00
10,23 6,31 7,32 68,50 70,50 52,70
11,26 3,82 10,44 72,00 81,40 56,00
9,90 9,26 7,36 63,50 63,00 64,00
9,10 13,58 8,60 75,00 73,50 68,10
9,11 13,04 13,23 74,80 64,50 72,10
8,90 12,18 9,34 79,00 61,00 71,10
10,45 6,93 9,12 79,50 71,50 66,20
13,93 10,22 11,45 71,50 72,00 68,30
11,80 10,17 8,47 70,00 79,00 68,00
11,90 12,24 9,82 56,00 71,00 60,90
9,30 7,48 12,39 59,50 58,50 53,50
8,90 10,65 8,35 71,50 67,00 66,80
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10,45 13,13 9,88 74,50 75,00 67,50
13,93 11,41 7,17 76,50 71,00 62,60
11,25 12,68 8,99 77,00 63,50 54,00
10,13 13,89 6,16 79,80 72,00 57,00
9,90 11,09 5,40 67,20 67,00 51,00
8,37 11,85 6,03 84,30 68,00 54,50
12,02 14,13 6,05 67,80 66,00 51,10
11,04 11,89 11,03 63,50 66,00 52,30
10,73 10,81 16,24 63,50 69,00 65,50
9,70 5,10 9,33 69,50 67,00 65,50
8,74 10,21 10,24 71,10 71,00 52,30
8,94 11,12 13,08 7,10 72,00 68,10
6,03 14,37 4,71 69,50 72,00 77,40
14,14 11,00 4,75 76,50 36,00 38,10
9,93 15,89 8,23 61,00 68,50 54,50
8,96 15,48 16,31 68,50 67,30 65,80
4,48 18,01 8,46 61,70 76,50 77,50
9,39 8,58 12,85 76,00 72,30 52,40
12,74 7,16 12,56 72,00 71,00 62,80
15,10 8,41 9,20 61,00 86,80 70,70
9,09 9,83 7,12 50,00 65,80 73,50
10,99 10,55 5,96 67,00 64,20 63,50
10,10 6,76 11,26 86,10 62,00 64,50
11,25 10,62 7,76 85,60 71,50 80,00
15,87 8,10 9,29 69,50 67,50 80,00
11,81 9,99 11,97 81,90 75,50 74,00
12,50 13,86 7,90 58,50 55,50 75,00
10,23 11,79 12,20 76,10 69,20 72,00
15,25 6,25 11,04 84,90 64,40 70,00
13,00 9,66 12,67 66,40 79,50 71,50
11,83 5,14 9,69 76,90 88,20 76,50
11,00 6,15 10,92 65,00 69,90 75,20
12,77 10,47 13,72 90,20 61,00 70,50
12,05 11,10 12,27 87,50 63,20 86,50
12,19 15,71 14,37 88,00 49,00 77,50
10,31 12,90 8,81 48,50 56,00 76,10
7,51 11,49 8,81 67,50 61,00 69,50
10,70 11,26 10,14 82,40 67,00 73,50
9,87 10,70 8,07 82,30 69,00 65,50
11,79 6,28 8,56 74,00 77,50 64,50
12,15 10,81 7,71 69,00 72,00 72,50
14,87 10,65 12,57 75,30 66,50 76,10
12,32 8,00 9,94 72,00 72,00 82,70
18,15 2,38 12,10 69,30 64,00 80,90
18,16 9,70 16,25 70,00 74,00 83,50
7,59 3,90 11,03 80,60 73,00 84,50
12,81 2,90 9,99 75,60 68,00 83,20
8,33 10,50 4,55 77,20 48,00 77,30
10,31 11,40 7,50 68,50 73,80 59,50
11,19 5,92 7,33 66,00 52,50 72,00
8,96 6,85 10,00 73,00 40,00 70,00
16,16 8,45 5,86 68,00 68,00 75,50
12,61 11,45 11,36 63,00 73,50 60,00
6,83 9,60 10,45 77,00 53,00 73,50
17,21 13,11 8,70 63,50 64,00 74,50
10,64 14,64 10,08 80,00 70,00 76,00
13,79 2,90 10,43 87,00 59,00 81,00
8,38 10,50 6,99 67,00 88,00 77,00
11,41 11,40 9,62 88,00 80,00 60,50
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10,03 5,92 13,02 82,00 76,00 72,00
8,53 6,85 8,65 78,00 72,00 77,00
13,20 8,45 14,68 61,00 64,00 71,90
11,42 11,45 10,60 67,00 74,00 81,50
15,40 9,60 9,03 62,00 73,00 82,00
14,46 13,11 9,21 60,50 68,00 79,00
8,55 14,64 13,81 68,90 48,00 79,00
9,44 16,43 12,28 66,00 73,80 73,00
9,28 5,45 9,87 76,50 52,50 84,50
4,18 12,23 9,27 74,00 70,20 83,10
11,10 9,78 9,85 69,90 57,00 70,80
12,04 7,38 10,99 64,30 68,00 96,10
10,68 8,19 10,59 62,00 68,00 95,30
5,15 6,31 4,60 46,50 50,00 86,50
11,13 15,89 9,85 66,50 71,50 55,60
10,92 11,45 5,98 70,50 57,30 71,40
8,55 8,03 10,49 65,50 79,50 72,00
9,44 1,29 519 56,10 75,30 57,00
9,28 14,06 8,28 68,50 77,50 73,00
4,18 8,73 6,52 75,50 26,50 69,00
11,10 11,49 11,91 75,50 71,00 81,00
12,04 13,82 13,29 76,30 61,50 70,50
10,68 6,08 10,78 77,40 64,70 71,50
15,15 14,67 15,31 99,00 69,00 73,00
11,13 10,28 6,33 79,50 58,00 73,50
10,92 10,09 10,44 53,00 78,00 70,50
18,20 15,33 11,48 78,00 65,50 75,50
15,00 11,00 9,19 59,40 70,50 76,30
12,49 13,04 9,80 79,60 74,50 77,40
13,50 18,04 70,50 99,00

14,32 79,50

4,41 53,00

14,87 78,00

7,51 59,40

12,49 79,60

Fuente: Cortez, 2012.
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TABLA 17. PESO DE RAICES POR MACETA.

ANEXO 12

5 Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Numeracion | A Peso en Al Peso en g CB Peso en
g g
1 88,74 64,48 91,25
2 81,86 86,82 61,29
3 101,33 87,37 71,39
4 99,69 96,05 75,79
5 102,62 79,40 87,80
6 80,06 80,91 78,69
7 97,05 40,01 70,92
8 81,88 37,45 79,80
9 71,52 78,70 97,00
10 124,47 92,48 94,07
11 120,40 93,84 82,17
12 101,27 170,92 107,74
13 130,28 110,42 76,10
14 100,73 83,42 87,29
15 136,23 91,96 95,07
16 86,61 76,90 72,30
17 62,02 103,15 82,80
18 49,60 130,52 101,75
19 58,92 115,47 80,54
20 46,19 107,74 102,63
21 74,67 101,75 85,95
22 117,49 86,74 96,85
23 86,30 80,30 45,30
24 57,31 72,24 65,74
25 97,56 142,00 52,21
26 151,68 105,87 96,42
27 110,03 43,03 107,32
28 161,50 42,81 11,64
29 100,60 98,34 105,93
30 120,00 105,95 79,04
31 92,55 96,57 87,49
32 143,76 93,40 75,06
33 67,40 87,48 87,44
34 92,59 83,64 133,32
35 66,79 75,42 96,38
36 86,29 87,96 107,02
37 72,86 76,17 96,04
38 66,90 76,00 115,54
39 85,99 78,86 81,66
40 75,63 103,88 108,42

Fuente: Cortez, 2012.
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ANEXO 13
TABLA 18. TABLA PARA EL ANALISIS DE VARIANZA

2 g i 2 i g i

z 55 E so | 5% 5 g0 | 5% 5 30
u = < Q & O =< Q & O = < Q x O
s 50 o EZ 50 3 EZ 50 3 EZ
< @ @ = z< T @ z< Q@ =2 z<
= o Qo = o [ele] = o o Q9 = o =
< g 8 [ad oo &l 8 [0 oo g 8 o oo
= S m S t S t

VARIABLE Masa Hameda de Raices Promedio Altura Parte Aérea Promedio Masa Himeda
DEPENDIENTE Humedo Parte Aérea

1 88,74 64,48 91,25 14,30 10,33 6,29 74,09 72,16 64,24
2 81,86 86,82 61,29 9,53 9,64 9,06 71,37 66,49 63,95
3 101,33 87,37 71,39 12,27 10,55 8,94 74,00 75,40 67,62
4 99,69 96,05 75,79 10,80 8,81 7,44 68,71 72,09 63,81
5 102,62 79,40 87,8 10,40 9,70 8,94 66,74 67,51 68,20
6 80,06 80,91 78,69 11,98 8,38 7,40 73,80 71,93 64,80
7 97,05 40,01 70,92 11,66 9,68 7,21 78,23 68,03 65,24
8 81,88 37,45 79,8 10,29 9,68 7,45 68,90 68,03 65,24
9 71,52 78,70 97 10,84 9,70 9,61 72,45 68,37 73,37
10 124,47 92,48 94,07 11,42 8,50 8,99 74,04 72,34 67,67
11 120,4 93,84 82,17 10,62 9,56 8,11 65,42 63,09 71,29
12 101,27 170,92 107,74 10,85 10,17 8,99 70,16 69,18 69,37
13 130,28 110,42 76,1 10,41 8,53 9,65 74,39 68,33 71,41
14 100,73 83,42 87,29 10,99 9,72 9,64 72,11 61,94 66,65
15 136,23 91,96 95,07 10,74 9,59 8,83 68,49 67,37 69,40
16 86,61 76,90 72,3 11,16 10,35 7,83 69,80 68,25 68,51
17 62,02 103,15 82,8 10,93 11,68 8,91 68,46 71,75 67,60




18 49,6 130,52 | 101,75 10,92 9,22 7,96 69,74 73,04 70,36
19 58,92 115,47 80,54 12,36 9,03 8,67 52,22 70,80 67,16
20 46,19 107,74 | 102,63 10,92 9,86 8,73 69,74 72,28 69,18
21 74,67 101,75 85,95 7,91 12,04 8,04 48,61 75,34 68,58
22 117,49 86,74 96,85 9,93 11,48 7,35 64,48 72,97 70,04
23 86,3 80,30 45,3 9,75 8,93 5,10 74,21 73,98 45,89
24 57,31 72,24 65,74 10,30 9,85 8,02 67,53 64,61 62,69
25 97,56 142,00 52,21 11,20 8,51 6,77 72,41 65,17 50,92
26 151,68 105,87 96,42 10,90 6,90 9,74 71,56 66,46 66,31
27 110,03 43,03 107,32 10,70 9,68 6,09 73,93 68,03 60,25
28 161,5 42,81 11,64 10,23 6,97 9,66 67,57 39,11 69,38
29 100,6 98,34 105,93 10,69 9,39 8,71 66,69 67,48 65,43
30 120 105,95 79,04 10,37 8,52 9,92 71,17 69,32 65,70
31 92,55 96,57 87,49 11,08 11,32 9,26 71,50 69,89 57,13
32 143,76 93,40 75,06 9,56 11,17 9,35 64,33 68,67 63,63
33 67,4 87,48 87,44 10,48 11,66 9,97 65,84 67,60 72,70
34 92,59 83,64 133,32 12,33 8,83 10,34 75,11 70,32 73,13
35 66,79 75,42 96,38 10,91 11,14 10,14 76,48 64,22 77,74
36 86,29 87,96 107,02 12,65 6,84 9,23 73,15 65,66 73,44
37 72,86 76,17 96,04 11,72 9,48 11,21 73,25 67,15 75,10
38 66,9 76,00 115,54 10,45 10,75 8,67 69,59 65,66 67,16
39 85,99 78,86 81,66 9,25 9,46 9,41 64,53 67,43 71,19
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40

75,63

103,88

108,42

13,02

11,45

11,26

74,82

63,92

74,82

PROMEDIO

93,73

89,16

85,78

10,92

9,68

8,67

69,74

68,03

67,16
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