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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es una planta ampliamente cultivada a nivel mundial, y como la
mayoria de cultivos demanda de fertilizantes para aumentar su rendimiento. Sin embargo,
los costos de los fertilizantes nitrogenados han aumentado significativamente. Azospirillum
spp. es una bacteria que puede fijar nitrdgeno y promover el crecimiento de las plantas. El
presente estudio se enfocd en evaluar Azospirillum spp., como promotora de crecimiento y su
actividad fijadora de nitrégeno en el cultivo de maiz (Zea mays L.). La investigacion se realiz6 en
el laboratorio de microbiologia del Campus “La Maria” de la Universidad Técnica Estatal
de Quevedo Se utilizaron tres cepas en tres medios de cultivo y se empled un disefio
experimental completamente al azar (DCA). Los resultados mostraron variaciones en la
densidad Optica de las bacterias a lo largo del tiempo. En cuanto a la germinacion de las
semillas y las variables agronomicas del maiz con Azospirillum spp., hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. La cepa Azospirillum spp.1 tuvo la tasa de germinacion
mas alta y un mayor crecimiento en la altura y la longitud radicular. EI nimero de raices no
mostré diferencias significativas, pero los tratamientos con Azospirillum spp.l vy
Azospirillum brasilense tuvieron mas raices. En las variables peso fresco y seco de la planta,
y el contenido de clorofila en las hojas, Azospirillum spp.1 también tuvo los valores mas
altos. Este estudio demostro que Azospirillum spp. puede tener un impacto positivo en el
crecimiento, lo que podria contribuir a reducir la dependencia de los fertilizantes quimicos,

ofreciendo una alternativa beneficiosa en tiempos de aumento de costos de fertilizantes.

Palabras claves: Clorofila, fertilizantes, germinacién, densidad dptica, fijador de nitrégeno
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ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is a widely cultivated plant worldwide, and like any crop, it requires
synthetic fertilizers to increase its yield. However, nitrogen fertilizer costs have increased in
recent years. Azospirillum spp. It is a bacterium that can fix nitrogen and promote plant
growth. The study focused on evaluate Azospirillum spp., as a growth promoter and its
nitrogen fixing activity in corn (Zea mays L.) cultivation. The research was carried out in the
microbiology laboratory of the Campus “La Maria” of the Universidad Técnica Estatal de
Quevedo. Three strains were used in three culture media and a completely randomized
experimental design (DCA) was used. The results showed variations in optical density over
time. Regarding seed germination and agronomic variables of corn with Azospirillum spp.,
there were significant differences between treatments. The Azospirillum spp.1 strain had the
highest germination rate and greater growth in height and root length. The number of roots
did not show significant differences, but the treatments with Azospirillum spp.1 and
Azospirillum brasilense had more roots. In the fresh and dry weight of the plant, as well as
in the chlorophyll content in the leaves, Azospirillum spp.1 also had the highest values. This
study demonstrated that Azospirillum spp. can have a positive impact on the growth and
quality of corn, which could contribute to reducing dependence on chemical fertilizers,

offering a beneficial alternative in times of increasing fertilizer costs.

Keywords: Chlorophyll, fertilizers, germination, optical density
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Introduccion

El maiz (Zea mayz L.), es cultivado desde épocas prehispénicas, y se conoce con el nombre
de sara o Kuri sara en México (Piperno, 2003). Es una planta monocotiledonea muy
cultivada, siendo un alimento de consumo bésico a nivel mundial (Paliwal, 2011). En
Ecuador el maiz es el segundo mas importante de los cultivos transitorios después del arroz,
siendo la principal materia prima para la industria de alimentos balanceados (INEC, 2014).
Actualmente se produce para forrajes, granos para la alimentacion animal y elaboracién de
productos derivados para el consumo humano (Jayaram et al., 2004).

La aplicacion de fertilizantes tiene como objetivo que el cultivo absorba los nutrientes
agregados para incrementar su rendimiento y calidad. (Rimski et al., 2015). Es un factor
clave para conseguir un aumento sustancial en las producciones agricolas (Alexandratos,
2010). El drench es considerada como una técnica de fertilizacion que consiste en la
aplicacion de los fertilizantes de uso tradicional mezclado y disuelto en agua (Figueroa,
2012).

El desarrollo de las raices de las plantas hasta la superficie del suelo se produce
principalmente al movimiento o transporte de nutrientes en la solucion del suelo. La
concentracion de estos nutrientes juega un papel crucial en el suministro adecuado de
elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta (Marschner, 2012). La
utilizacion de biofertilizantes se considera una opcion para sustituir parcial o totalmente el
uso de los fertilizantes quimicos. Las bacterias que interaccionan con plantas son

consideradas como una opcion viable para desarrollar biofertilizantes (Caballero, 2006).

Actualmente, se dificulta la adquisicion de fertilizantes nitrogenados para lograr elevados
rendimientos de produccion, debido al notable aumento en los costos de los fertilizantes
quimicos en los ultimos afios (Avis, 2008). Esta situacion ha traido la necesidad de buscar
mejoras para la produccion agricola con fertilizantes bioldgicos que permitan mejorar la
produccion del maiz, evitando su degradacién y contaminacion del suelo y acuiferos
(Martinez, 2018).



Azospirillum spp., es una bacteria de vida libre, fijadora de nitrdgeno, aislada de la rizosfera
y productora de fitohormonas capaces de acelerar y potenciar el crecimiento de las plantas
(Martinez, 2018). La fitohormona mas importante producida por Azospirillum spp. es la
auxina &cido indol-3-acético (AlA). Las plantas presentan cambios morfologicos en las
raices, asi como también una mejor absorcion de minerales después de inocularse con
Azospirillum spp., estos cambios se atribuyen a la liberacion de AIA por esta bacteria
(Steenhoudt et al., 2000).

Se han descrito las caracteristicas de las bacterias y microorganismos, ademas de la
importancia de tener un medio ambiente adecuado para su desarrollo y crecimiento. El
control de pardmetros como pH, temperatura, nutrientes, elementos traza, etc. son
determinantes para este fin. Una vez que los microorganismos se han aclimatado y disponen
de todos los medios que se requieren para su crecimiento, estos consumen la materia

organica que se encuentra presentes, como parte de su alimentacion (Rocha, 2008).

Cuanto mayor sea el nUmero de microorganismos, mayor es la velocidad a la cual es utilizado
el alimento o sustrato. Para dptimos resultados, debe tenerse un control en la velocidad de
crecimiento y reproduccion de las bacterias, para lo cual es necesario estudiar la cinética de

crecimiento biologico (Rocha, 2008).

Ante lo expuesto, esta investigacion tendra como objetivo evaluar Azospirillum spp., como
promotora de crecimiento y su actividad fijadora de nitrégeno en el cultivo de maiz (Zea mays L.),
esperando poder incrementar la produccion del microrganismo y la actividad fijadora de

nitrégeno que conllevara a una mejora en el estado fisiolégico de las plantas



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1.Problema de la investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

El alto costo de los medios de cultivo sintéticos para la produccion masiva de Azospirillum
spp., asi como la falta de investigaciones sobre la dindmica de crecimiento de esta bacteria
y la escasez de estudios sobre medios de cultivo econdmicos, son dos factores limitantes
para iniciar su produccién a mayor escala. Estos factores dificultan la realizacion de
ensayos a nivel de laboratorio y de campo.

Ademas, considerando los numerosos beneficios de este microorganismo en la estimulacién
del crecimiento, desarrollo y fijacion de nitrégeno en las plantas, asi como en la proteccion
contra patégenos y otros factores, su produccion a gran escala podria convertirse en una
herramienta valiosa para la produccion integrada de gramineas como el maiz. Esto permitiria
reducir la dependencia de fertilizantes quimicos, que no solo causan contaminacion del suelo
y el agua, sino que también representan un alto costo econdémico en la actualidad,

aumentando los gastos de produccidn.

Diagnostico

El alto costo de los medios de cultivo sintéticos limita la produccion a gran escala de
Azospirillum spp., un microorganismo con beneficios para el crecimiento de plantas y la
fijacion de nitrégeno. La falta de investigaciones sobre su dinamica de crecimiento y la
escasez de estudios sobre medios de cultivo economicos dificultan su produccién en grandes

cantidades para su posterior uso en ensayos in vitro.

Pronéstico

Si no se implementan medidas ecoldgicas para fertilizar los cultivos y multiplicar
Azospirillum spp., se pueden generar impactos negativos en el ambiente, como la
contaminacion del suelo y del agua debido al uso excesivo de fertilizantes quimicos. Esto
puede resultar en la pérdida de biodiversidad, la degradacién del suelo y la dependencia
econdomica de los agricultores hacia los productos quimicos. Es importante buscar

alternativas mas sostenibles, como la produccion masiva de Azospirillum spp., para
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minimizar estos impactos y promover la salud del medio ambiente y la economia agricola a

largo plazo.

1.1.2. Formulacién del problema

¢Cémo se comporta la dindmica de crecimiento de Azospirillum spp., en diferentes sustratos

convencionales y su actividad fijadora de nitrogeno en maiz (Zea mays L.)?

1.1.3. Sistematizacion del problema

¢Cémo establecer la dinamica de crecimiento de Azospirillum spp. en sustratos

convencionales y su actividad fijadora de nitrégeno en maiz (Zea mays L.)?

¢Como evaluar la eficiencia de Azospirillum spp. en la germinacion de semilla de maiz

in vitro?

¢Como determinar la eficiencia y actividad fijadora de nitrogeno de Azospirillum spp.en

el crecimiento de maiz estadio VV7?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar Azospirillum spp., como promotora de crecimiento y su actividad fijadora de

nitrégeno en el cultivo de maiz (Zea mays L.)

1.2.2. Objetivos especificos

e Establecer la dindmica de crecimiento de Azospirillum spp. en sustratos
convencionales y su actividad fijadora de nitrogeno en maiz (Zea mays L.)

e Evaluar la eficiencia de Azospirullum spp. en la germinacion de semillas de maiz in

vitro.

e Determinar la eficiencia y actividad fijadora de nitrogeno de Azospirillum spp. en el

crecimiento de maiz estadio V7.



1.3. Justificacién

El maiz es uno de los cultivos més importantes a nivel mundial, tanto en términos de
seguridad alimentaria como de impacto econémico. Mejorar la productividad y la calidad
del maiz es fundamental para abastecer la creciente demanda de alimentos y asegurar la

sustentabilidad agricola.

Azospirillum spp. es conocida por su capacidad para promover el crecimiento vegetal y la
fijacion de nitrdgeno. Estos microorganismos benéficos pueden colonizar las raices de las
plantas, proporcionarles nutrientes adicionales y compuestos bioactivos que estimulan su

desarrollo y resistencia a enfermedades.

Los fertilizantes nitrogenados sintéticos, ampliamente utilizados en la agricultura, son
costosos y tienen impactos negativos en el medio ambiente, como la contaminacion del agua
y la emision de gases de efecto invernadero. El uso de Azospirillum spp. como promotor de
crecimiento y fijador de nitrégeno en el maiz podria reducir la dependencia de los
fertilizantes quimicos, contribuyendo a la sostenibilidad y la reduccion de la contaminacién

ambiental.

Investigar el crecimiento de Azospirillum spp. en diferentes sustratos y su efectividad en el
cultivo de maiz permite identificar las condiciones optimas para su produccion masiva y
aplicacion en campo. Esto permitiria maximizar el rendimiento de las cepas de Azospirillum
spp., optimizar el uso de recursos como el sustrato y mejorar la eficiencia de la fijacion de

nitrégeno en el maiz.

La promocién del crecimiento y la fijacién de nitrogeno por parte de Azospirillum spp.
pueden ser elementos clave en sistemas agricolas sostenibles. El uso de este microorganismo
como biofertilizante en el cultivo de maiz puede reducir la necesidad de fertilizantes
quimicos, mejorar la calidad del suelo y promover préacticas agricolas mas respetuosas con

el medio ambiente.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Azospirillum spp.

Este género de bacterias incluye varias especies, como Azospirillum brasilense y
Azospirillum lipoferum, que son conocidas por su capacidad de establecer una relacion
simbidtica con plantas, incluyendo el maiz. Estas bacterias colonizan las raices de las plantas
y pueden influir positivamente en su crecimiento y desarrollo (Aguirre et al., 2014).

2.1.2. Fijacion de nitrogeno

Azospirillum spp. son bacterias fijadoras de nitrégeno. Esto significa que tienen la capacidad
de convertir el nitrégeno atmosférico (N2) en una forma que las plantas pueden utilizar,
como amonio (NH4+) o nitrato (NO3-). Esta capacidad es beneficiosa para las plantas, ya

que el nitrdgeno es un nutriente esencial para su crecimiento (Estrada y Bonilla, 2023).

2.1.3. Sustratos convencionales

Se refiere a los suelos de cultivo estandar o convencionales utilizados en la agricultura. Estos
suelos pueden variar en contenido de nutrientes, pH y otros factores que afectan el
crecimiento de las plantas y la actividad microbiana. La dinamica de crecimiento de

Azospirillum spp. puede variar en funcién de las condiciones del suelo (Aguirre et al., 2011).

2.1.4. Maiz (Zea mays L.)

El maiz es un cultivo ampliamente cultivado en todo el mundo y es particularmente
importante en la agricultura. La capacidad de Azospirillum spp. para fijar nitrégeno en las
raices de las plantas de maiz puede mejorar la disponibilidad de nitrégeno para el cultivo y,

en Gltima instancia, aumentar el rendimiento (Cortez, 2012).



2.1.5. Dinamica de crecimiento

Se refiere al patron de proliferacion y colonizacion de Azospirillum spp. en las raices y el
suelo circundante. Esto puede depender de factores como la densidad de poblacién
bacteriana, la disponibilidad de nutrientes y otros factores ambientales (Tagliaferro, 2021).

2.1.6. Interaccion planta-microorganismo

La relacion entre Azospirillum spp. y el maiz es un ejemplo de interaccion planta-
microorganismo beneficioso. La planta proporciona un ambiente propicio para el
crecimiento de las bacterias y, a cambio, las bacterias ayudan a la planta a adquirir nitrégeno
y nutrientes de manera mas eficiente (Guzman et al., 2012).

2.1.7. Aplicaciones agricolas

La comprension de la dindmica de crecimiento de Azospirillum spp. y su actividad fijadora
de nitrégeno en maiz tiene implicaciones practicas en la agricultura. Los agricultores pueden
considerar la inoculacion de cultivos con Azospirillum spp. como una estrategia para mejorar

la nutricidn de las plantas y reducir la necesidad de fertilizantes nitrogenados sintéticos.

2.2. Marco referencial

2.2.1. Origen del maiz

El maiz se origind en las tierras altas de México hace 7000 y 10,000 afios. Los datos
arqueoldgicos han demostrado que el maiz se cultivo en el afio 2000 — 2500 AC. El registro
mas antiguo del maiz data de 5000 afios AC se encontré en los sitios arqueoldgicos
denominados “La Playa” y “Nevada”, ubicados en el valle de Tehuacéan. En el occidente de
México se encontraron dos tipos de teosintes llamados Chalco y Balsas, ubicados en

altitudes altas y bajas, respectivamente (Garcia y Serna, 2009).

2.2.2. Clasificacion taxondmica del maiz

Clasificacion taxonomica del maiz segun (Arca, 2018) (Tabla 1):

10



Tabla 1

Taxonomia del maiz

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales

Familia: Poaceae

Tribu: Maydeae
Género: Zea

Especie: Zea mays L.

Elaborado: Autor

2.2.3. Caracteristicas del maiz

2.2.3.1. Raices.

Las raices son fasciculadas y su mision es la de aportar un perfecto anclaje a la planta. En
algunos casos sobresalen unos nudos de las raices a nivel del suelo y suele ocurrir en

aquellas raices secundarias o adventicias (Garcia y Serna, 2009).

2.2.3.2.Tallo.

El tallo es simple, erecto, de elevada longitud pudiendo alcanzar los 4 metros de altura,
robusto y sin ramificaciones. Por su aspecto recuerda al de una cafia y presenta una médula

esponjosa si se realiza un corte transversal (Garcia y Serna, 2009)

2.2.3.3.Hojas.

Estan formadas por la vaina, cuello y lamina foliar; siendo largas, anchas, flexuosas, de
bordes y superficies asperas, con nerviacion paralela. La vaina es una estructura cilindrica,
abierta hasta la base, que envuelve el tallo. El cuello es la zona de transicién entre la vaina
y la lamina, en el que se halla una ligula. La ldmina propiamente dicha mide hasta 1,5 m de

largo por 10 cm de ancho, terminada en un apice agudo (Garcia y Serna, 2009).
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2.2.4. Género Azospirillum

El nombre Azospirillum proviene del francés Azote, que significa nitrégeno y del grupo
Spirillum, pequefia espiral. Su descubrimiento data del afio 1925, cuando Beijerinck
describié una nueva especie de bacteria, aislada a partir de suelo holandés, a la que
primeramente nombré Azotobacter spirillum y que posteriormente denominé Spirillum
lipoferum (Tarrand et al., 1978). Azospirillum es considerada como una de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés de Plant Growth

Promoting Bacteria) mas importantes (Cassan y Diaz, 2016).

La capacidad de esta bacteria de promover el crecimiento e incrementar la produccion de
diversas especies vegetales, se debe a la existencia de mecanismos de accion como la
produccion de fitohormonas, la fijacion biologica de nitrogeno (FBN) y la capacidad para
limitar el crecimiento de ciertos organismos fitopatdgenos, como la antibiosis y la
produccion de sideréforos (Fukami et al., 2018). Azospirillum es capaz de asociarse con
113 especies de plantas, 14 de las cuales son gramineas y las restantes corresponden a otras

34 familias botanicas (Pereg et al., 2016).

Poseen una amplia distribucion ecoldgica, ya que ha sido posible detectar su presencia en
zonas templadas, tropicales y subtropicales (Pazos, 2000), (Velazco, 2001). La morfologia
de las células depende de las condiciones nutricionales y edad del cultivo. Se observan
formas eses y vibroides de 0,8 a 1 x 2 a 5 micrometros de tamafio; se asocia ademas la
aparicion de formas quisticas o0 en C, como via de resistencia a las condiciones de estrés y

del mismo modo como mecanismo de supervivencia en la rizosfera (Bashan et al., 1991).

La presencia de una respuesta quimiotactica a diferentes compuestos, asociada a la
existencia de vias metabdlicas alternativas, convierten a Azospirillum en un organismo
nutricionalmente versatil, pues le permiten consumir una amplia variedad de &cidos
organicos, azucares, aminoacidos y compuestos aromaticos que se encuentran disponibles

en la rizosfera (Didonet y Magalhaes, 1997).
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2.2.5. Mecanismos de accién

El principal mecanismo por el cual Azospirillum influye en el desarrollo y la productividad
de las plantas es especulativo y aun motivo de debate. Algunas explicaciones incluyen:
fijacion de nitrogeno atmosférico, que contribuye al nitrégeno de la planta, efectos
hormonales que alteran el crecimiento y metabolismo de la planta, incrementos del
desarrollo, en general, del sistema radical que provoca un aumento en la toma de minerales
y agua, actividad nitrato reductasa bacteriana en la raiz, que incrementa la acumulacion de
nitrato en plantas inoculadas y la teoria aditiva que plantea la sucesion de cada uno de estos
mecanismos (Bashan et al., 1991).

2.2.6. Nutricién bacteriana

Como nutricion se denomina al conjunto de procesos por los cuales los seres vivos toman
del medio las sustancias que necesitan para su desarrollo (nutrientes) que requieren para su
catabolismo (mantenimiento) y su anabolismo (crecimiento). De igual forma, las bacterias
también realizan biosintesis de nuevos compuestos celulares, que demandan energia

procedente del medio ambiente (Lagier et al., 2015).

Las bacterias reaccionan con una serie de elementos quimicos, y de acuerdo con las
cantidades en que son requeridos se encuentran macronutrientes como C, H, O, N, P, S, K,
Mg y micronutrientes como Co, Cu, Zn y Mo, los cuales se encuentran combinados en la

naturaleza, formando parte de sustancias organicas y/o inorganicas (Kumar, 2012).

En las diferentes reacciones en las que intervienen, los elementos anotados anteriormente,
forman iones que les permiten aumentar su estabilidad quimica y transportar electrones.
La formacion de iones positivos (cationes) o negativos (aniones) depende directamente de
la configuracion electronica del elemento en estado basal y del caracter metalico del mismo
(Petrucci et al., 2017).

Asi mismo, algunos de los nutrientes son incorporados para construir macromoléculas y
estructuras celulares; otros, solo se utilizan para la produccién de energia, y no se

incorporan directamente como material celular; y finalmente, unos pocos, pueden ejercer
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ambos roles (Petrucci et al., 2017).

Las bacterias heterotrofas, aunque no usan el CO2 como fuente de Carbono ni como aceptor
de electrones, necesitan pequefias cantidades para realizar reacciones de carboxilacion en
procesos anabdlicos y catabolicos. Las reacciones de carboxilacién se caracterizan
quimicamente, por hacer uso de las moléculas de CO2 como reactivos para producir
moléculas méas complejas (Karp, 2009).

El carbono es el elemento constituyente mas abundante en las bacterias y, por tanto, dichos
microorganismos producen, a su vez, biomoléculas como lipidos, carbohidratos, proteinas
y é&cidos nucleicos. Normalmente, las bacterias crecen a la concentracién de CO2
atmosferico (0.03%). De tal forma que, la composicion del medio de cultivo puede influir
sobre diferentes aspectos en la fisiologia del microorganismo y por ende en la produccion

de metabolitos primarios y secundarios (Bernal et al., 2020).

2.2.7. Clasificacion de los microrganismos segun la forma de obtener el alimento

De acuerdo con la forma como las bacterias obtienen la energia, se clasifican en:
Quimidtrofas, cuando la obtienen de sustancias organicas y Fototrofas, cuando la obtienen
de la luz (Corrales et al., 2015), mientras que, dependiendo de la ganancia energética, se
clasifican en: Litotrofas, cuando requieren sustancias inorganicas como acido sulfhidrico
(H2S), azufre elemental (S), amoniaco (NH3), ion nitrito (NO2-), Hierro (Fe), entre otros y
Organotrofas, las que requieren compuestos organicos como carbohidratos, hidrocarburos,

lipidos y proteinas, entre otros (Lagier et al., 2015; Corrales et al., 2015).

2.2.7.1. Fuente de Carbono.

El carbono interviene en la composicion de los seres vivos y forma parte de la atmdsfera,
hidrosfera y litosfera. En la atmosfera se encuentra mayoritariamente en forma deanhidrido
carbdnico (CO2), que constituye el 0,03% de la misma. En la hidrosfera, el carbono se
encuentra en forma de ion bicarbonato (HC —O3) y de ion carbonato (C 2-3 O). En la
litosfera se encuentra en tres maneras diferentes: formando rocas carbonatadas, silicatos

calcicos o en forma de combustibles fésiles (Navarro y Navarro, 2000).
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El carbono se transfiere por el CO2 de la atmosfera mediante el proceso de la fotosintesis y
vuelve a ella a través de la respiracion de los animales, este compuesto es utilizado como
fuente de energia y en la formacion de moléculas, en el caso de muchos heterotrofos,
difiriendo en la concentracion y tipo de compuestos organicos que necesitan como fuente de

carbono de acuerdo a su metabolismo (Madigan et al., 2011).

Compuestos como los aminoacidos, acidos grasos y compuestos aromaticos pueden ser
usados por los microorganismos como fuente de carbono (Latorre, 2007). Las mas
empleadas fuentes de carbono las constituyen los carbohidratos que ademas son fuente de
oxigeno, hidrogeno y energia metabdlica. Los carbohidratos participan en la biosintesis del
material celular, asi como en la formacion de productos o metabolitos (Hernandez et al.,
1988).

2.2.7.2. Importancia del nitrogeno y carbono en el crecimiento del bacteriano.

El disefio de medios de cultivo debe tener en cuenta los requerimientos nutricionales de
estos microorganismos mediante la adicion de los nutrientes en la forma y la proporcién
adecuadas. El estudio de las fuentes de carbono que emplean microorganismos heterotrofos
como los rizobios permite una mayor comprension de su ecologia y su comportamiento

durante la produccion industrial de inoculantes (Madigan et al., 2011).

La eleccion de la fuente de carbono optima constituye uno de los aspectos fundamentales
para elaborar inoculantes con elevada viabilidad y concentracion bacterianas. Estos
requisitos garantizan la efectividad del inoculante en el campo. Las fuentes de carbono mas
empleadas son los alcoholes y los hidratos de carbono, fundamentalmente mono y
disacaridos. El medio estandar para el cultivo de los rizobios incluye manitol, sacarosa o

glicerol como Unicas fuentes de carbono (Singleton et al., 2002).

2.2.8. Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un sustrato o una solucién de nutrientes que permite el desarrollo
de microorganismos. En las condiciones de laboratorio para realizar un cultivo, se debe

sembrar sobre el medio de cultivo elegido las muestras en las que los microorganismos van
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a crecer y multiplicarse para dar colonias (Lépez y Torres, 2006).

2.2.8.1. Medio nutritivos.

Son aquellos que poseen los componentes minimos para que pueda producirse el
crecimiento de bacterias que no necesiten requerimientos especiales. EI medio maés
conocido de este grupo es el agar nutritivo o agar comun, que resulta de la adicion de agar al
caldo nutritivo (Britania, 2021). Su formulacién se muestra en la tabla 2.

Tabla 2

Formulacion de medio nutritivo

Formulacion

Tripteina

Peptona de carne
Fosfato dipotasico
Sulfato de magnesio
Agar

“Ph” FINAL: 7.2+0.2

Elaboracién: Autor

2.2.8.2. Medios de cultivo alternativo.

Normalmente se utilizan medios sintéticos de alta pureza y alto costo, los cuales, para la
produccion masiva de determinado microorganismo de interés resulta en algo no viable
econdémicamente. Esto hace conveniente analizar la sustitucion de estas materias primas
por equivalente de menor costo, tomandose en cuenta que la menor pureza de los
constituyentes del medio puede ocasionar variaciones en el proceso en ocasiones de manera

positiva (Quintero y Lopez, 1993).
La importancia de la sustitucion de los medios sintéticos por medios de bajo costo radica en

que estos suelen representar entre el 50 y el 70% de los costos de produccion (Quintero y
Ldopez, 1993).
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2.2.8.3. Melaza de carfia de azUcar.

La melaza, subproducto del proceso de refinacion del azdcar, constituye una fuente rica de
carbono (Osorio et al., 2008). Las melazas, mieles finales o melazas “blackstrap”, suele ser
definidas, por muchos autores como los residuos de la cristalizacion final del aztcar de los

cuales no se puede obtener mas azlcar por métodos fisicos (Fajardo y Sarmiento, 2007).

La melaza contiene componentes fermentables como la glucosa, sacarosa, fructosa y
rafinosa, asi mismo, contiene componentes no fermentables como los caramelos libres de
nitrégeno, que se obtienen por el calentamiento en el proceso de la obtencion de azlcar

refinada (Fajardo y Sarmiento, 2007).

2.2.9. Curva de crecimiento microbiano

La curva del crecimiento microbiano representa la evolucion del nimero de células viables
presente en un cultivo microbiano liquido a lo largo del tiempo de estudio. Se estudia el
numero de células viables por mililitro de un cultivo de volumen limitado y con una cantidad
de nutrientes limitada, como por ejemplo un medio de cultivo liquido enun matraz que ha
sido inoculado con una cantidad inicial de microorganismos o indculo En la curva de
crecimiento se diferencias cuatro fases, la fase de retraso (a veces llamada fase de latencia),
la fase de crecimiento exponencial o logaritmico, la fase estacionaria y la fase de muerte
celular (Castillo y Ruiz, 2005).

Por métodos turbidimétricos, el fundamento de estos métodos radica en la interaccion de la
luz con un cultivo bacteriano. Las suspensiones bacterianas dispersan la luz, al igual que
cualquier particula "relativamente™ pequefia suspendida en agua, por lo tanto, dicha
dispersién es proporcional a la masa del cultivo. Esta medicion se puede realizar con dos

tipos de equipos (Georgiou et al., 2020).

2.2.9.1. Espectrofotometro.

Mide la densidad o6ptica (D.O.), es decir la absorbancia. En esta técnica hay que realizar
una curva estandar para relacionar los valores de A (absorbancia) con la masa bacteriana

en la muestra problema (Georgiou et al., 2020).
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2.2.10. Ciclo de Crecimiento de Poblaciones

En un medio liquido se pueden diferenciar cuatro fases en la evolucion del crecimiento

bacteriano:

2.2.10.1. Fase de adaptacion.

Las bacterias acomodan su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales y de

nutrientes para iniciar el crecimiento exponencial (Kim et al., 2016).

2.2.10.2. Fase exponencial o logaritmica.

Tanto la velocidad de crecimiento como el consumo de nutrientes son maximos, las
bacterias tienen un tiempo de generacion minimo y corresponde a la fase de infeccion y

multiplicacion del agente infeccioso dentro del organismo (Kim et al., 2016).

2.2.10.3. Fase estacionaria.

No se incrementa el numero de bacterias y estas presentan un metabolismo diferente al de
la fase exponencial; se observa acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios que
tienen importancia en el curso de las infecciones o intoxicaciones. Esta fase sucede porque
se agotan uno o varios nutrientes esenciales en el medio, bien ser porque, los productos de
desecho liberados en la fase de crecimiento exponencial convierten el medio en inhospito
para el crecimiento microbiano o por la presencia de competidores que limitan su

crecimiento (Kim et al., 2016).

2.2.10.4. Fase de muerte.

Se produce una reduccion del numero de bacterias viables del cultivo (Kim et al., 2016).

2.2.11. Otras investigaciones relacionadas

La investigacion realizada por (Rubifios 2019) tenia como objetivo examinar los efectos de
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la inoculacion de Azospirillum spp. en dos momentos diferentes en el desarrollo vegetativo
de Zea mays bajo condiciones de invernadero. Los resultados indicaron que la inoculacion
de Azospirillum spp. en las semillas antes de la siembra y durante la emergencia del maiz
condujo a un incremento significativo en el desarrollo vegetativo. Se observaron los mayores
indices de efectividad en términos de altura (IE maximo=23,01%), biomasa aérea (IE
maximo=57,14%), y radicular (IE maximo=97,07%) cuando las bacterias se inoculaban en
las semillas antes de la siembra. Este estudio destaco el potencial de Azospirillum spp. como

promotores del desarrollo vegetativo en el maiz.

En el trabajo de (Garcia et al. 2005), cuyo proposito era analizar la colonizacion de
Azospirillum spp. y Azotobacter beijerinckii en las raices del trigo, se encontré que ambas
bacterias transformaron los exudados radicales, favoreciendo la absorcion de urea en las
raices. La aplicacion de estas bacterias en el trigo mostro resultados comparables en peso
seco al trigo fertilizado solo con urea al 100%, sin inoculacion. Este enfoque podria ser
considerado como una alternativa para reducir y optimizar la dosis de fertilizantes

nitrogenados en el cultivo de trigo.

(Galeote et al. 2022) llevaron a cabo un estudio con el objetivo de evaluar el comportamiento
de genotipos de chile Huacle negro, rojo y amarillo en condiciones de invernadero bajo dos
sistemas de produccion: organico e inorganico, con y sin aplicacion de rizo-bacterias
Azospirillum sp. Se observaron valores mas altos en diversas variables, como altura de
planta, nimero de hojas por planta, peso verde y seco de la parte aérea y raiz, y nimero de
frutos por planta, en el sistema de produccion convencional con sustrato de arena al 100% y
solucion nutritiva inorganica. El rendimiento en seco y la calidad del fruto fueron superiores
en el sistema de produccidn organico con compost y aplicaciones de Azospirillum. En
resumen, los genotipos de chile Huacle, especialmente el genotipo negro, mostraron una
adaptacion positiva al sistema de produccién organico con dosis especificas de compost y

aplicaciones de Azospirillum.

(Tagliaferro 2021) realiz6 un estudio sobre la persistencia, capacidad endofitica y efecto
promotor del crecimiento de cepas de Gluconacetobacter diazotrophicus y Azospirillum
brasilense aplicadas al follaje de Rye Grass anual. A los 11 dias de la aplicacion, ambos
géneros bacterianos demostraron actividad endofita, con recuentos en un rango especifico.

La aplicacion foliar de ambas cepas gener6 aumentos significativos en materia seca y altura
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de las plantas en comparacion con el grupo de control sin aplicacion. Los resultados sugieren

que estas cepas pueden tener un impacto positivo en el crecimiento de Rye Grass anual.

En el estudio de (Guzman et al. 2012), se aislaron bacterias diazotroficas de los géneros
Azotobacter y Azospirillum de la rizosfera de cultivos de algodon en el Espinal (Tolima). Se
observaron diferencias significativas en la prueba de reduccion de acetileno y en la
produccion de indoles, y se seleccionaron cepas especificas por su eficiencia en la promocién
del crecimiento vegetal. Estas cepas podrian considerarse como candidatas para futuros
inoculantes en el cultivo de algoddn en la region del Tolima (Guzman et al., 2012).

(Estrada y Bonilla 2023) llevaron a cabo una investigacion con el objetivo de evaluar la
respuesta productiva del pasto kikuyo y la dindmica del fésforo en el suelo mediante la co-
inoculacion de bacterias promotoras del crecimiento con diferentes fuentes de fosforo. Se
encontrd0 que la co-inoculacion con bacterias solubilizadoras de fosforo mejoro la
disponibilidad de este en el suelo, junto con un aumento en la actividad enzimatica y la
productividad del pasto kikuyo. La co-inoculacion con aplicacion de materia organica
también aumento la disponibilidad del fosforo inorganico en la reserva del fosforo labil. En
conclusion, la co-inoculacion de estas bacterias mostré eficiencia en la solubilizacion y
mineralizacion de fuentes de fésforo de baja solubilidad, lo que mejoro la disponibilidad del

fosforo inorganico en el suelo y aumentd la produccion del pasto kikuyo.

(Rangel et al. 2011) llevaron a cabo una investigacion para determinar la afinidad y el efecto
de cepas de Azospirillum en maiz. Aungue se observo la mayor poblacién bacteriana con la
cepa aislada de H-28 inoculada en maices Chalquefio, H-28 y Cdnico, los registros mas altos
de Nitrogeno Asimilable (N’asa) ocurrieron con cepas provenientes de H-28, Palomero
Toluquefio y Chalquefio inoculadas en maiz Chalquefio. Se identificé cierto grado de
afinidad o efecto de la cepa homologa entre Azospirillum obtenida de maices H-28 y
Chalguefio, y su re-inoculacién en estas mismas variedades, al evaluar el nimero de
azospirilas y N’asa. También se observo un reconocimiento de Azospirillum de maices de

origen reciente por ancestros del mismo cereal.

(Cortez 2012) evalud la promocion del crecimiento vegetal en plantas de maiz inoculadas
con Azospirillum sp. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la altura

de la parte aérea, aungue no hubo diferencias significativas en variables como germinacion,
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masa humeda de raices y masa humeda de la parte aérea del maiz (Cortez, 2012). Aguirre et
al. (2011) investigaron el efecto de la inoculacién con Azospirillum brasilense y Glomus
intraradice en café. Encontraron una respuesta diferencial entre los microorganismos, donde
A. brasilense indujo un mayor desarrollo radical, y la simbiosis doble G. intraradices + A.
brasilense mejord el desarrollo del tallo y la lamina foliar. Los contenidos de Nitrogeno,

Fosforo y Calcio se presentaron consistentemente con la presencia de G. intraradices.

(Terry et al. 2005) evaluaron la efectividad de Azospirillum sp. en el crecimiento, desarrollo
y rendimiento del tomate. Los resultados mostraron que la inoculacion artificial de esta
rizobacteria tuvo un efecto positivo en el crecimiento de las plantulas y el estado nutricional
de las plantas, resultando en un rendimiento agricola superior en comparacion con las plantas

no inoculadas (Terry et al., 2005).

(Abril et al. 2006) evaluaron el grado de colonizacion de raices en 11 ensayos de campo en
la Regidn semiarida central de Argentina. Se observo una alta variabilidad en el grado de
colonizacién entre los casos analizados, con solo 11 de los 32 casos que presentaron
diferencias significativas entre el tratamiento inoculado y el control. No se identificé un
patrén claro que explicara la heterogeneidad de los resultados, pero se especul6 sobre la

posible influencia del estrés hidrico y el origen de las cepas del inoculante.

(Grellet et al. 2017) evaluaron la cepa A. brasilense Az39 como potencial biofertilizante para
el cultivo de sorgo azucarado. La inoculacion con esta cepa mostré aumentos en la
emergencia de plantulas y promovio el crecimiento y desarrollo tanto de la parte aérea como
del sistema radicular. Este efecto positivo estuvo asociado a la presencia de la cepa Az39
colonizando el suelo rizosférico y los tejidos de las plantulas de manera endofitica y

superficial.

Finalmente, (Aguirre et al. 2014) evaluaron el efecto de la inoculacién con Rhizophagus
intraradices, Glomus spp., y Azospirillum brasilense en la especie maderable primavera en
condiciones de vivero. Se observd un mayor aumento de biomasa en las plantas inoculadas
con R. intraradices, la simbiosis doble A. brasilense + R. intraradices y Glomus sp. en
comparacion con el grupo de control. Ademas, se encontré un mayor contenido de nitrogeno
en raices de plantas inoculadas con R. intraradices y en el vastago con A. brasilense.
(Aguirre et al., 2014).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion

La investigacion se realizo en el laboratorio de Microbiologia del Campus Universitario
“La Maria” de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, localizado en el kilémetro 7,5
de la via Quevedo - EI Empalme, cantén Mocache, provincia de Los Rios, cuya ubicacion
geogréfica es de 01°04°48.6” de Latitud Sur y 79°30°04.2’ de Longitud Occidental, y
altitud de 67 msnm.

3.2. Tipo de investigacion

El proyecto de investigacion fue de tipo experimental, en el cual se evalu6 el efecto de
Azospirillum spp., como promotora de crecimiento y su capacidad de fijar de nitrégeno en el
cultivo de maiz. (Zea mays L.)

3.3. Método de investigacion

En la investigacion se empled métodos deductivos, analiticos y de observacion, los cuales

se fundamentd en la bibliografia mencionada en este proyecto.

3.3.1. Meétodo deductivo

El método se inicia con el anélisis de los teoremas, leyes, postulados y principios de
aplicacion universal y de comprobada validez, para aplicarlos a soluciones o hechos
particulares.

3.3.2. Método analitico

Consiste en descomponer un objeto de estudio separando cada una de las partes del todo

para estudiarlas en forma individual.

3.3.3. Método de observacion

Consiste en saber seleccionar aquello que queremos analizar.

23



3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

La presente informacion se recopil6 a través del sondeo u observacion directa con el
proyecto de investigacion regido a la metodologia planificada y charlas con profesionales
en el area de la agricultura (fuentes primarias), asi como también se utilizé libros, tesis,

articulos de revistas, sitos webs (fuentes secundarias).

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Factores en estudio

En esta investigacion se realizaron tres experimentos, en el primero se analizo la cinética
de crecimiento de Azospirillum spp. en el segundo se evalud la germinacién de semilla de
maiz y en el tercero se examinaron caracteristicas agronomicas y fisiologicas de plantas de
maiz.

El factor A (Tabla 2) corresponde a las diferentes cepas de Azospirillum spp., el factor B
fue constituido por los medios de cultivos (Tabla 3) y el factor (+ 1) correspondié al control

(agua destilada).

Tabla 2
Cepas de Azospirillum spp. usadas
Cepas Especie Local de colecta
Cepal  Azospirillum spp. 1 Campus “La Maria” de la Universidad

Técnica Estatal de Quevedo
Cepa2  Azospirillum spp. 2 Campus “La Maria” de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo

Cepa3d  Azospirillum brasilense Producto Comercial (Brazil)

Elaboracién: Autor.
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Tabla 3

Medios de cultivos usados

Medio Descripcion

Medio Melaza: 1% (P/V), Agua de arroz: 0,25%, fosfato de potadio Dibasico:

1 0,75¢/L Sulfato de magnesio: 0,75g/L, pH inicial: 6,52

Medio Melaza: 0,5% (P/V), Agua de arroz: 0,50%, sal en grano: 0,50%, glicerina:

2 15mL/L, pH inicial: 7.5.

Medio Melaza: 5%(P/V), Harina de maiz: 20g/L, Sal en grano: 0,50%, Glicerina:

3 15ml/l, pH inicial: 6,5

Elaborado: Autor.

3.5.2. Tratamientos

Al combinar ambos factores se generd un total de 4 tratamientos mas el control con tres

repeticiones cada uno (Tabla 4).

Tabla 4

Tratamientos resultantes de la combinacién de los factores en estudio.

Tratamientos

1 Azospirillum spp 1 Medio 1
2 Azospirillum spp 1 Medio 2
3 Azospirillum spp 1 Medio 3
4 Azospirillum spp 2 Medio 1
5 Azospirillum spp 2 Medio 2
6 Azospirillum spp 2 Medio 3
7 Azospirillum brasilense Medio 1
8 Azospirillum brasilense Medio 2
9 Azospirillum brasilense Medio 3
10 Control Agua destilada

Elaboracién: Autor.
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3.5.3. Disefio experimental

En todos los experimentos se estudiaron tres cepas y tres medios de cultivos bajo un disefio

completamente al azar (DCA) en arreglo factorial aumentado (A x B + 1).

Se utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene para verificar la normalidad y la
homogeneidad de las varianzas de los datos, respectivamente. Luego, se procedi al anlisis
de varianza y, al detectar diferencias significativas, se llevaron a cabo comparaciones de
medias utilizando la prueba HSD de Tukey con un nivel de significancia establecido en p

< 0,05. El esquema de andlisis de varianza se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5

Esquema de analisis de varianza
Fuente de variacion Grados de libertad
Factor A (@-1)=3-1=2
Factor B (b-1)=3-1=2
Interaccion A x B (@-1) (b-1)=2*2=4
Factorial x control (f-1)=2-1=1
Error [(a*b)+1] (r-1) = [(3*3)+1] (3-1) =20
Total [(t*r)-1] 30-1 =29

Elaborado: Autor.

3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Manejo del experimento

3.6.1.1. Experimento 1: Determinacidn de la cinética de crecimiento de Azospirillum spp.

en distintos sustratos convencionales

a. Preparacién de Pre-indculo en caldo nutritivo.

Para la preparacion del pre-indculo se procedié a tomar con ayuda de una micropipeta de
precision 20 pl de Azospirillum spp, contenidas en el banco de germoplasma del laboratorio

de Microbiologia de la UTEQ y se incub6 en un matraz Erlenmeyer conteniendo 50 ml
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de medio de cultivo, esto se incubd a 150 rpm en agitacion constante a 26 °C por 16 horas.

Se realiz6 una suspension celular al 10 % del microorganismo en solucién salina (NaCl
0,85%). La suspension fue agregada al medio de cultivo incubandose durante 48 horas, a
30 +2°C y 120 rpm. Posterior a la incubacién se combiné el caldo de fermentacion en una
proporcion de 70:30% (v/v) del in6culo con el glicerol que se utiliz6 como agente
anticoagulante biologico. Se verifico la concentracion celular por medio de un recuento en

placa por la técnica de microgota (Doyle et al., 2001) a las 48 horas.

b. Cinética crecimiento.

Se realizo la cinética de crecimiento de Azospirillum spp en el medio de cultivo descritos en
la metodologia siguiendo la directriz empleada por Matos et al. (2018) y Rivera (2008) Esto
constituy0 un punto de partida para realizar una comparacion entre las curvas de
crecimiento del medio de referencia y los medios evaluados. La curva de crecimiento se
realizo en un Erlenmeyer de 2 L de capacidad con un volumen de trabajo de 400 mL de
medio liquido con una agitacion de 120 rpmy 30 + 2°C. Se efectué muestreos desde la hora
0 y posteriormente cada 12 horas hasta completar 48 horas con el fin de determinar los
valores optimos de concentracion de Azospirullum spp. El ensayo se realizo por triplicado
y se utilizo el Espectrofotometro para registrar las lecturas de absorbancia a 559 nm; al
mismo tiempo se realizé recuento en placa por la técnica de microgota. Los parametros

cinéticos evaluados fueron la concentracion de biomasa.

La determinacién de UFC/mL (biomasa) se realizd por el método de diluciones seriadas en
base 10 y recuento en placa por la técnica de microgota (Doyle et al., 2001). Las diluciones
decimales se efectuaron desde la dilucién 10 hasta 10°. Para el recuento en placa se
dividio la caja de Petri en cuatro cuadrantes y se inocul6 20 ul de la muestra en la superficie
dejando secar las gotas, consecutivamente se incubo a 30 + 2°C durante 48 horas para su

posterior lectura y recuento.

Se calculé el numero de UFC/mL aplicando la siguiente formula:

UFC/mL =N x D x 50
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N= Ndmero de colonias en caja
D= Factor de dilucion
50= Factor de correccion

3.6.1.2. Experimento 2: Germinacion de las semillas de maiz inoculadas con Azospirillum

Spp

Se emplearon semillas de maiz hibrido “Trueno”. Las mismas fueron lavadas con agua
destilada estéril (ADE) hasta eliminar los restos de fungicida. Luego se embebieron en ADE,
agitandolas a 100 rpm durante 20 min, y se desinfectaron con hipoclorito de sodio 1,5 %

por 15 min.

Posteriormente, se lavaron repetidamente con ADE por tres ocasiones y se colocaron en
caja Petri (10 semillas/caja) preparadas con dos circulos de papel filtro, separados por una
capa de algoddn, impregnados con ADE. Cada semilla se inoculé con 10 pL (~108
UFC-mL™?) de los cultivos bacterianos de las cepas de Azospirullum spp. a evaluar, mas un

control sin inocular (agua destilada).

3.6.1.3. Experimento 3: Inoculacion de Azospirillum spp. in vivo.

Se sembraron dos semillas por vasos de 34 onzas en invernadero en un sustrato constituido
por tierra negra, perlita y tamo de arroz en proporcion 2:1:1, a los 10 dias de emergencia se
ralearon que dando una planta por vaso. El riego se realizd pasando un dia y como
fertilizacion se utilizaron las bacterias. La inoculacion se realiz6 a la siembra, manualmente
distribuyendo uniformemente el inoculante y procurando que todas las semillas queden
inoculadas. Se utilizd 10 ml del inoculante de cada cepa de Azospirillum spp. por cada 0,2

kg de semilla de maiz Trueno con una concentracion de 1x10° UFC/mL.

Los inoculantes se suspendieron en 1 L de ADE y se colocaron uniformemente
(aproximadamente 3 mL por sitio) a cada tratamiento segun la cepa, con la ayuda de un
aspersor manual estéril, antes de colocar las semillas para que la cantidad de bacterias
disponibles que infecten las raices de maiz se encuentren en un nimero mayor, esta accién

se realizo cada 8 dias, hasta finalizar el experimento.
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3.6.2. Variables a evaluar

3.6.2.1. Curva de crecimiento por densidad Optica (OD) a 559nm.

Se determind la cinética de crecimiento de la cepa de Azospirillum spp en tres medios de
cultivo, se realizd una curva de calibracion de los parametros D.O. y UFC/mL en medio

sintético, con la utilizacion de un espectrofotometro.

3.6.2.2. NUmero de semillas germinadas.

Se procedio6 a tomar datos de esta variable una sola vez realizando el conteo de 10 semillas
separando las semillas germinadas y no germinadas de cada tratamiento y repeticion, a

partir de las 72 horas de iniciado el experimento, se identifico por laaparicion del coleoptilo.

3.6.2.3. Altura de planta.

Esta variable se determin0 hasta llegar al estadio V7, midiendo en unidades de cm,con una
regla graduada la longitud de las 15 plantas por tratamiento, desde la superficie del suelo,

hasta la parte apical de las hojas més largas.

3.6.2.4. Peso fresco.

En este estudio, se midié el diametro del tallo utilizando un calibrador y expresandolo en
unidades de centimetro. La medicidn se realizé de manera manual en cada etapa del proceso
de investigacion, desde el inicio hasta su conclusion. Esta metodologia nos permiti6 obtener
datos precisos y consistentes sobre el crecimiento y desarrollo del tallo en relacion con los

diferentes tratamientos evaluados.

3.6.2.5. Peso seco.

Se contabilizo el nimero de raices de 15 plantas por tratamiento, se considerd todas las

raices que estén adheridas a la planta y en perfecto estado.
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3.6.2.6. Longitud radicular.

Esta variable se determind, midiendo en unidades de cm,con una regla graduada la longitud
radicular de las 15 plantas por tratamiento, desde la base del tallo hasta la raiz mas larga

presente.

3.6.2.7. Volumen radicular.

Para obtener el volumen radicular se realiz6 la medicion de la raiz de cada planta por medio
del método volumétrico, que consistio en sumergir las raices en una probeta graduada con
30 una cierta cantidad de agua y en la cual la cantidad de liquido desplazado hacia arriba al

realizar la sumersion de la raiz da como resultado al volumen de esta.

3.6.2.8. Clorofila.

Para la obtencidn de este dato se ocupé el método de (Wintermans y De Mots 1965), en el
que dividen dos secciones de la misma muestra con un tamafo de 1.3 cm x 1 cm, en forma
de disco por cada tratamiento al llegar las plantas al estado fenoldgico V7. Luego se pesaron
las secciones y una de ellas se llevaron a una estufa con temperaturas de 106° durante 48 h.
Ya obtenidos los discos foliares fueron macerados en frio en un mortero con 8 ml de
solucidn fria de MgCOs (0.5 g/L) en etanol al 98%.

El extracto obtenido fue transferido a un tubo Eppendorf y centrifugado a 8.000 RCF durante
5 minutos. La absorbancia (A) del extracto etanolico se midio y visualizé a longitudes de
onda de 645 y 663 nm utilizando un espectrofotometro.

3.7.  Tratamiento de los datos

Todas las variables fueron sometidas a un andlisis de varianza y, al detectar diferencias

significativas, se llevaron a cabo comparaciones de medias utilizando la prueba HSD de

Tukey con un nivel de significancia establecido en p < 0,05.
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3.8.

3.8.1.

3.8.2.

Recursos materiales y humanos

Recursos humanos

Docente: Ing. Daniel Federico Vera Avilés PhD.

Estudiante: Jorge Luis Ponce Aimacaiia

Materiales de Laboratorio

Agua ultra pura

Papel toalla

Botellas esterilizables de 500 mL
Puntas blancas de micropipeta
Puntas amarillas de micro-pipeta
Puntas azules de micro-pipeta
Vidrio de reloj

Papel parafilm

Vasos de precipitacion (50 mL, 250 mL y 500 mL)
Cajas petri

Guantes quirdrgicos talla M
Pipeta de 500 mL

Tijeras quirdrgicas

Melaza

Agua de arroz

Harina de maiz

Sal en grano

Fosfato de potadio Dibasico
Sulfato de magnesio

Vaso de 34 onzas
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3.8.3. Equipos de Laboratorio

e Balanza de 0,001 g

e Cémara de flujo Laminar
e Microscopio

e Microondas

e Nevera

o Vortex

e Destilador de agua

e Autoclave

e Estufa

e Centrifuga

e Incubadora

e Foto documentador

e Espectrofotometro MARCA “UNICO” modelo 1205

3.8.4. Materiales de Oficina
e Cuaderno

e Computador Lapicero

e Lapiz

e USB

e Pendrive
e Impresora
e Papel

3.8.5. Material biologico

e Cepas de Azospirullum spp.

e Semillas de maiz variedad Trueno



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Crecimiento bacteriano

A las 12 horas, los valores de densidad optica (DO) para Azospirillum sp. 1, Azospirillum sp.
2 'y Azospirillum brasilense fueron 0.66, 0.55 y 0.07, respectivamente. Estos valores
representan la cantidad de luz absorbida por las cepas en ese momento especifico. A las 24
horas, los valores de densidad Optica mostraron un cambio en la dindmica, donde
Azospirillum sp. 1 tuvo una densidad Optica de 0.72, Azospirillum sp. 2 de 0.63 y
Azospirillum brasilense de 0.04. Finalmente, a las 48 horas, se observaron incrementos en
los valores de DO, Azospirillum sp. 1 alcanzé 0.79, Azospirillum sp. 2 registré 0.76 y

Azospirillum brasilense mantuvo un valor de 0.05 (Figura 1).

Figura 1l

Densidad Optica de las bacterias en el medio 1

Curva de crecimiento bacteriano: Medio 1
Cepas =~ Azospiriffum sp.1 Azospirillum sp.2 = Azospiriffum brasilense

0.8

0.6

0.4

Crecimiento promedio (OD)

0.2

12 24 48
Tiempo de crecimiento (h)

Nota: Las lineas expresan la curva de crecimiento bacteriano en el primer medio de cultivo
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En el medio 2, a las 12 horas, los valores de DO para Azospirillum sp. 1, Azospirillum sp. 2
y Azospirillum brasilense fueron 0.27, 0.78 y 0.08, respectivamente. A las 24 horas, los
valores de densidad Optica mostraron un cambio en la dindmica, la Azospirillum sp. 1 registrd
un valor de 0.71, la Azospirillum sp. 2 0.51 y Azospirillum brasilense 0.17 de DO.
Finalmente, a las 48 horas, se observaron nuevos valores de densidad Optica, la Azospirillum
sp. 1 alcanz6 0.98, la Azospirillum sp. 2 registrd 0.73 y la Azospirillum brasilense un valor
de 0.37 (Figura 2).

Figura 2

Densidad Optica de las bacterias en el medio 2

Curva de crecimiento bacteriano: Medio 2
Cepas = Azospirifium sp.1 Azospiriflum sp.2 - Azospirilfum brasifense

1.00

e
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o

0.50

Crecimiento promedio (OD)

0.25

12 24 48
Tiempo de crecimiento (h)

Nota: Las lineas expresan la curva de crecimiento bacteriano en el segundo medio de cultivo

En el medio 3, a las 12 horas, los valores de OD para Azospirillum sp. 1 son notables, con
un valor de 1735.00, Azospirillum sp. 2, por otro lado, tuvo un valor mas bajo con 630.58,
mientras que Azospirillum brasilense registré la DO mas baja con 0.50. A las 24 horas, se
observd un cambio en la dindmica, Azospirillum sp. 1 aumento su valor a 1856.00, mientras
que Azospirillum sp. 2 experimentd un aumento sustancial a 1732.00, y Azospirillum
brasilense registr6 un aumento con 580.53 de DO. Finalmente, a las 48 horas, se registraron

cambios en la dindmica de crecimiento, Azospirillum sp. 1 mostré un valor de 1280.29,
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Azospirillum sp. 2 alcanzd 1814.00 y Azospirillum brasilense registré el mayor valor de DO
con 1823.33.

Figura 3

Densidad Optica de las bacterias en el medio 3

Curva de crecimiento bacteriano: Medio 3
Cepas = Azospiriflum sp.1 Azospiriflum sp.2 - Azospiriflum brasilense

D e

1500 \\\\\\\\\\\\\\\\,,

1000

Crecimiento promedio (OD)

12 24 48
Tiempo de crecimiento (h)

Nota: Las lineas expresan la curva de crecimiento bacteriano en el tercer medio de cultivo

4.1.2. Porcentaje de semillas germinadas

En la variable de numero de semillas germinadas se encontraron diferencias estadisticas
entre cepas (p < 0.001) donde Azospirullum spp.1 con 66% fue superior significativamente
a Azospirullum spp. 2 y A. brasilense 52 y 48% de semillas germinadas, respectivamente
(Figura 4). El medio 1 con 63% fue significativamente mayor (p < 0.01) a los medios 1y 2,
ambos con 52% de germinacion (Figura 5). La interaccion cepas por medios no presentd
diferencias significativas (p = 0.06) (Figura 6). El contraste entre factorial (55%) y el control
(30%) fue significativo (p < 0.001).
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Figura 4

Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre la germinacion de semillas
de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Figura
Efecto del medio de cultivo sobre la germinacion de semillas de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Figura 6

Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre la
germinacion de semillas de maiz.
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Tratamientos

Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;
M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.3. Altura de planta

En la variable de altura de planta se encontraron diferencias estadisticas entre cepas (p <
0.001) donde A. brasilense con 15.03 cm fue superior significativamente a Azospirullum spp.
2 y Azospirullum spp. 1, con 13.58 cm y 13.10 cm de altura de planta, respectivamente
(Figura 7). El medio 1 con 14.42 cm fue significativamente mayor (p < 0.001) a los medios
2y 3,con 13.66 y 13.63 cm de altura de planta, respectivamente (Figura 8). La interaccién
cepas por medios present6 diferencias significativas (p < 0.001), donde M1:C3, M3:C3,

M2:C3 fueron mayores con 15.06, 15.03 y 15.00 cm de altura, respectivamente, en
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comparacion al control que alcanzo6 los 11.03 cm (Figura 9). El contraste entre factorial
(13.90 cm) y el control (11.03) fue significativo (p < 0.001).

Figura 7
Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre la altura de planta de maiz.

Altura de planta (cm)

Azospirifium sp.1 Azospirifium sp.2 Azospirilium brasilense

Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 8

Efecto del medio de cultivo sobre la altura de planta de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 9
Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre la altura

de plantas de maiz.
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Tratamientos

Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;
M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.4. Longitud radicular

En la variable longitud radicular se encontraron diferencias estadisticas entre cepas (p < 0.05)
donde Azospirullum spp. 1 con 24.48 cm fue superior significativamente a A. brasilense y
Azospirullum spp. 2, con 23.45 y 23.12 cm de longitud radicular, respectivamente (Figura
10). El medio 1 con 26.79 cm fue significativamente mayor (p < 0.001) a los medios 3y 2,
con 22.98 y 21.27 cm de longitud radicular, respectivamente (Figura 11). La interaccién
cepas por medios presentd diferencias significativas (p < 0.001), donde M1:C1 y M1:C3
fueron mayores con 29.60 y 27.10 cm de altura, respectivamente, en comparacion al control
que alcanzé los 15.7 cm (Figura 12). El contraste entre factorial (23.68 cm) y el control (15.7

cm) fue significativo (p < 0.001).
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Figura 10

Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre la longitud radicular de

maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 11

Efecto del medio de cultivo sobre la longitud radicular de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 12

Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre la longitud

radicular de maiz.
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Tratamientos
Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;

M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.5. Numero de raices

En la variable nimero de raices no se encontraron diferencias estadisticas entre cepas (p =
0.44), sin embargo, Azospirullum spp. 1y A. brasilense con 5.44 unidades fueron superior a
y Azospirullum spp. 2, con 5.0 unidades de numero de raices (Figura 13). El efecto del medio
de cultivo no fue significativo (p = 0.25) (Figura 14). La interaccion cepas por medios
también no present6 diferencias significativas (p = 0.07) (Figura 15). El contraste entre

factorial (5.30 raices) y el control (3.33 raices) fue significativo (p < 0.001).
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Figura 13

Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre el nimero de raices de la
planta maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Figura 14
Efecto del medio de cultivo sobre el nimero de raiz de la planta de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.
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Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Figura 15
Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre el nimero

de raiz de la planta de maiz.
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Tratamientos
Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;

M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.6. Volumen radicular

En la variable volumen radicular se encontraron diferencias estadisticas entre cepas (p <
0.001) donde Azospirullum spp. 1 y Azospirullum spp. 2 con 1.68 cm® y 1.59 cm?,
respectivamente, fue superior significativamente a A. brasilense con 1.37 cm? de volumen
radicular (Figura 16). Los medios 1y 2 fueron significativamente mayor (p < 0.01) con 1.61
cm?y 1.59 cm?, respectivamente, al medio 3, con 1.44 cm?® (Figura 17). La interaccion cepas
por medios presentd diferencias significativas (p < 0.01), donde M1:C1 con 1,75 cm?®
presentd el mayor promedio, siendo igual significativamente al resto del tratamiento, pero
diferentes estadisticamente al control que alcanzo los 1.27 cm?® (Figura 18). El contraste entre

factorial (1.55 cm®) y el control (1.27 cm®) fue significativo (p < 0.001).
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Figura 16

Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre el volumen radicular de la
planta maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 17

Efecto del medio de cultivo sobre el volumen radicular de la planta de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 18

Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre el volumen
radicular de la planta de maiz.
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Tratamientos
Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;

M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.7. Peso fresco

En la variable peso fresco se encontraron diferencias estadisticas entre cepas (p < 0.001)
donde Azospirullum spp. 1 con 2.50 gramos fue superior significativamente a Azospirullum
spp. 2 'y A. brasilense con 2.26 y 1.88 gramos de peso de fresco, respectivamente (Figura
19). El medio 1 con 2.55 g fue significativamente mayor (p < 0.001) a los medios 2 'y 3, con
2.14 y 1.95 g de peso fresco, respectivamente (Figura 20). La interaccidn cepas por medios
presento diferencias significativas (p < 0.001), donde M1:C1 fue mayor con 3.16 g de peso
fresco en comparacion al control que alcanzé los 1.66 g (Figura 21). El contraste entre

factorial (2.21 g) y el control (1.66 g) fue significativo (p < 0.001).
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Figura 19

Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre el peso fresco de la planta

maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Figura 20
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Efecto del medio de cultivo sobre el peso fresco radicular de la planta de maiz
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Figura 21
Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre el peso

fresco radicular de la planta de maiz.
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Tratamientos

Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;
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M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.8. Peso seco

En la variable de peso seco se encontraron diferencias estadisticas entre cepas (p < 0.001)
donde Azospirullum spp. 1 con 0.54 g fue superior significativamente a Azospirullum spp. 2
(0.46 g) y A. brasilense (0.43 g) (Figura 22). El medio 1 con 0.51 g fue significativamente
mayor (p <0.001) alos medios 2 y 3, con 0.48y 0.45 g de peso seco, respectivamente (Figura
23). La interaccién cepas por medios presentd diferencias significativas (p < 0.01), donde
M1:C1 fue mayor con 0.61 g de peso seco en comparacion al control que alcanz6 los 0.53 g
(Figura 24). El contraste entre factorial (0.48 g) y el control (0.53 g) fue significativo (p <
0.001).

Figura 22
Efecto de la inoculacion con cepas de Azospirillum spp. sobre el peso seco de la planta
maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 23

Efecto del medio de cultivo sobre el peso seco radicular de la planta de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 24
Efecto de la interaccién de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre el peso

seco radicular de la planta de maiz.
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Tratamientos

Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;
M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.1.9. Clorofila

En la variable clorofila presente en las hojas se encontraron diferencias estadisticas entre
cepas (p < 0.001) donde Azospirullum spp. 1 con 7.03 fue superior significativamente a
Azospirullum spp. 2 y A. brasilense con 6.53 y 5.85 de contenido de clorofila.
respectivamente (Figura 25). EI medio 1 con 7.23 fue significativamente mayor (p < 0.001)
a los medios 3y 2, con 6.63 y 5.53, respectivamente (Figura 26). La interaccion cepas por
medios presento diferencias significativas (p < 0.001), donde M1:C1 fue mayor con 8.16 al
resto de tratamientos, a excepcion del tratamiento C2:M3 (Figura 27). El contraste entre
factorial (6.46) y el control (4.03) fue significativo (p < 0.001)
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Figura 25

Efecto de la inoculacién con cepas de Azospirillum spp. sobre el indice de concentracion
de clorofila en la planta de maiz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).

55



Figura 26

Efecto del medio de cultivo sobre el indice de concentracion de clorofila en la planta de

mailz.
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Nota: Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 27
Efecto de la interaccion de cepas de Azospirillum spp. y medios de cultivo sobre indice de

concentracion de clorofila en la planta de maiz.
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Tratamientos

Nota: C1 = Azospirillum sp. 1; C2 = Azospirillum sp. 2; C3 = Azospirillum brasilense;
M1 = Medio 1; M2 = Medio 2; M3 = Medio 3.

4.2. Discusion

El objetivo principal de este estudio consistio en evaluar Azospirillum spp., como promotora
de crecimiento y su actividad fijadora de nitrégeno en el cultivo de maiz (Zea mays L.). Para
alcanzar este proposito, se recopilaron datos que incluyen la densidad 6ptica (DO) entre otras
variables. Se evaluaron tres cepas diferentes (Azospirillum spp.1, Azospirillum spp.2 y
Azospirillum brasilense) en tres diferentes medios de cultivo, lo que proporciona
informacion valiosa sobre el comportamiento y el rendimiento de estas cepas en un contexto

experimental.

La densidad optica (DO) es un indicador fundamental para comprender cOmo estas cepas
interactlan con la luz, lo que puede estar relacionado con su capacidad de crecimiento y
fotosintesis. Los valores de DO a lo largo del tiempo muestran cambios notables en la

dindmica de estas cepas. Azospirillum spp.1, en particular, demuestra un aumento constante
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en la densidad Optica a lo largo de las 48 horas, lo que podria sugerir un crecimiento continuo.
En contraste, Azospirillum spp.2 muestra valores mas consistentes, aunque ligeramente mas
bajos, y Azospirillum brasilense tiene valores extremadamente bajos y apenas cambiantes.
Estas diferencias en la dindmica de la DO resaltan las respuestas Unicas de cada cepa a las

condiciones experimentales.

Azospirillum spp.1 demuestra una alta capacidad de absorcion de luz a las 12 horas, que
disminuye con el tiempo. La cepa 2, aunque con valores iniciales mas bajos, también muestra
una absorcion significativa de luz. Azospirillum brasilense, por otro lado, tiene una absorcién

muy baja y constante a lo largo del tiempo.

La variable del numero de semillas germinadas muestra diferencias estadisticas
significativas entre factores, lo que indica que la cepa Azospirullum spp.1 tiene un impacto
positivo en la germinacion de semillas en comparacion con Azospirullum spp.2 y
Azospirullum brasilense. Esto podria sugerir que Azospirullum spp.1 es una opcion

preferente cuando el objetivo es mejorar la germinacion de semillas.

En cuanto a la altura de la planta y la longitud radicular, se observan diferencias
significativas entre los tratamientos. Azospirullum brasilense lidera en términos de altura,
mientras que Azospirullum spp.1 muestra la longitud radicular mas larga. Esto sugiere que
la eleccion del tratamiento podria depender de los objetivos especificos, ya sea centrarse en

el crecimiento vertical o en el desarrollo de raices.

La variable de numero de raices no muestra diferencias significativas, lo que podria indicar
que las cepas tienen un impacto similar en la formacion de raices. Sin embargo, es interesante
destacar que los tratamientos con Azospirullum spp.1y Azospirullum brasilense tuvieron un
nimero mayor de raices en comparacion con Azospirullum spp.2. El volumen radicular
muestra diferencias significativas, con Azospirullum spp.1 y Azospirullum spp.2 liderando
en este aspecto. Esto sugiere que estas cepas tienen un efecto positivo en el desarrollo del

sistema de raices.

El peso de fresco y seco de la planta muestra diferencias significativas, y Azospirullum spp.1

obtiene los valores mas altos. Esto indica que Azospirullum spp.1 tiene un impacto positivo
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en el peso y el crecimiento de la planta. La variable de contenido de clorofila en las hojas
también muestra diferencias significativas, y Azospirullum spp.1 nuevamente lidera con el
contenido de clorofila més alto. Esto sugiere que Azospirullum spp.1 tiene un efecto positivo
en la salud y la capacidad fotosintética de las plantas.

Diversos estudios respaldan consistentemente la eficacia de la inoculacion con Azospirillum
spp. en la promocién del desarrollo vegetativo en distintos cultivos y condiciones. De
acuerdo con Rubifios (2019), la inoculaciéon de Azospirillum spp. en maiz, realizada tanto
antes de la siembra como en la emergencia de las plantulas, demostr6 un incremento
significativo en el desarrollo vegetativo, destacAndose en variables como altura, biomasa
aérea y radicular, siendo mas efectiva cuando se aplicé en las semillas antes de la siembra.
Este hallazgo subraya el potencial de Azospirillum spp. como promotores del crecimiento en

el maiz.

Garcia et al. (2005) proporciona evidencia adicional al explorar la dinamica de colonizacion
de Azospirillum spp. y Azotobacter beijerinckii en las raices del trigo. La transformacion de
exudados radicales en SPCV por estas bacterias favorecid la absorcion de urea en las raices,
resultando en un peso seco comparable al del trigo fertilizado con urea Unicamente. Este
estudio destaca la aplicacion de las BBR (bacterias beneficiosas para la rizosfera) como una

alternativa para reducir y optimizar la dosis de fertilizantes nitrogenados.

Los resultados de (Galeote et al., 2022) en chiles Huacle negro, rojo y amarillo indican que,
bajo condiciones de invernadero con diferentes sistemas de produccion, la aplicacion de
Azospirillum sp. influy6 positivamente en variables como altura de planta, nimero de hojas,
peso de la parte aérea y radicular, asi como el nimero de frutos por planta. Los genotipos de
chile Huacle se adaptaron favorablemente al sistema de produccién organico con
aplicaciones de Azospirillum, destacando la importancia de estas bacterias en la produccion

de chiles.

(Tagliaferro 2021) aporta informacion valiosa sobre la aplicaciébn de cepas de
Gluconacetobacter diazotrophicus y Azospirillum brasilense en Rye Grass anual,
observando un aumento significativo en materia seca y altura de las plantas en comparacion
con el grupo de control. Este estudio subraya la capacidad de estas bacterias para promover

el crecimiento en gramineas forrajeras anuales.
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(Guzmaén et al. 2012) destaca la importancia de las bacterias diazotroficas de los géneros
Azotobacter y Azospirillum aisladas de la rizésfera de cultivos de algodon. La seleccion de
cepas eficientes en la promocion del crecimiento vegetal apunta hacia su potencial aplicacion
como inoculantes para el algodén en la region del Espinal (Tolima). Estrada y Bonilla (2023)
proporcionan evidencia sobre la co-inoculacion de PGPB (bacterias promotoras del
crecimiento vegetal) con diferentes fuentes de fosforo, destacando que la co-inoculacion con
BSF (bacterias solubilizadoras de fdsforo) mejord la disponibilidad de P en el suelo,
aumentando significativamente la productividad del pasto kikuyo. Este enfoque se presenta
como una estrategia efectiva para mejorar la solubilizacién y mineralizacién de fuentes de

fésforo de baja solubilidad en praderas establecidas.

(Rangel et al., 2011) exploraron la afinidad y el efecto de cepas de Azospirillum en maiz,
observando resultados significativos en la poblacion bacteriana y la fijacion de nitrogeno,
resaltando la importancia de la seleccion de cepas especificas para obtener beneficios
Optimos en distintas variedades de maiz. (Cortez 2012) evalud la promocion del crecimiento
en plantas de maiz inoculadas con Azospirillum sp., observando diferencias significativas en
la altura de la parte aérea. Este estudio destaca la capacidad de estas rizobacterias para influir

en el desarrollo vegetal.

Aguirre et al. (2011) encontraron una respuesta diferencial entre Azospirillum brasilense y
Glomus intraradice en café, destacando el papel de A. brasilense en el desarrollo radical y
la mejora del contenido de nutrientes. Este hallazgo sugiere que la combinacion de
microorganismos beneficiosos puede tener un impacto positivo en el rendimiento de los
cultivos. (Terry et al., 2005) evaluaron la efectividad de Azospirillum sp. en el cultivo del
tomate, destacando su papel dominante en la rizosfera y su impacto positivo en el
crecimiento y rendimiento de las plantas. Este estudio resalta la importancia de considerar

la interaccidn de Azospirillum con otros géneros bacterianos en la rizosfera.

(Abril et al., 2006) exploraron el grado de colonizacién de raices en diferentes ensayos de
campo, observando una variabilidad significativa entre los tratamientos inoculados y el
control. Aungue no se identificé un patrén claro, se destaca la importancia de considerar
factores como el estrés hidrico y el origen de las cepas inoculantes en la colonizacion de

raices. (Grellet et al. 2017) evaluaron la cepa A. brasilense Az39 como biofertilizante para
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el cultivo de sorgo azucarado, observando un aumento significativo en la emergencia de
plantulas y el desarrollo tanto de la parte aérea como del sistema radicular. Este estudio
destaca el potencial de esta cepa como una herramienta para mejorar el rendimiento del

cultivo.

Finalmente, (Aguirre et al., 2014) investigaron el efecto de la inoculacién con Rhizophagus
intraradices, Glomus spp. y Azospirillum brasilense en la especie maderable primavera. Los
resultados indicaron un mayor crecimiento en plantas inoculadas, subrayando la relevancia
de estas bacterias en el establecimiento y crecimiento de especies forestales en condiciones

de vivero.

Los datos y resultados presentados proporcionan informacion valiosa sobre el impacto de
diferentes cepas de Azospirillum en diversas variables relacionadas con el crecimiento y el
desarrollo de las plantas. Estos hallazgos pueden guiar la seleccion de cepas y tratamientos
en funcion de los objetivos especificos de un cultivo o experimento agricola. La comprension
de coOmo estas cepas afectan a las plantas en términos de germinacion, crecimiento y salud
puede contribuir significativamente a la optimizacion de las practicas agricolas y la mejora

de los rendimientos.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

Las mediciones de densidad Optica (OD) para tres cepas diferentes (Azospirillum
spp.1, Azospirillum spp.2 y Azospirillum brasilense) tomadas en tres momentos
distintos (12 horas, 24 horas y 48 horas), muestra variaciones a lo largo del tiempo,

lo que sugiere cambios en la dindmica de las cepas en estudio.

En el estudio de germinacion de semillas, Azospirillum spp.1 mostro la tasa de
germinacion mas alta, con un 66%, mientras que Azospirillum spp.2 y Azospirillum
brasilense tuvieron tasas mas bajas, del 52% y 48% respectivamente.

En la altura de la planta, Azospirullum brasilense tuvo la mayor altura (15.03 cm),
en la longitud radicular, Azospirullum spp.1 mayor con (24.48 cm), en el nimero de
raices, volumen radicular, peso fresco y peso seco de la planta y contenido de

clorofila Azospirullum spp.1 fue mayor, diferenciandose de los demaés tratamientos.
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5.2.Recomendaciones

e Investigar si lacombinacion de cepas podria conducir a un rendimiento ain mejor en

términos de germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas.

e Implementar un seguimiento constante del pardmetro de altura de las plantas,
respaldado por précticas efectivas que promuevan el desarrollo de raices saludables,
implicando no solo medir la altura de las plantas de manera regular, sino también
adoptar estrategias especificas, como el riego adecuado, la aplicacion balanceada de

nutrientes y el uso de sustratos que favorezcan el crecimiento radicular.

e Implementar investigaciones mas detallada sobre el contenido de clorofila, con el
objetivo de comprender a fondo como estas variaciones inciden en las variables
agrondmicas de las plantas, incluyendo mediciones de indicadores clave de salud y

rendimiento vegetal, como la fotosintesis y la biomasa.
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7.1. Anexos

Anexo A. Aislamiento y replicacion de las cepas de Azospirillum spp.
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Anexo C. Evaluacion de la germinacion.

Anexo D. Siembra de semillas de maiz inoculadas con las bacterias.
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Anexo E. Evaluacion de variables agrondmicas.

Anexo F. ADEVA de Curva de crecimiento por densidad Optica (OD) a 559nm.

Medie 1
hora cepas_rep
1 12 Cepa 1
2 12 Cepa 2
3 12 Cepa 3
4 24 Cepa 1
5 24 Cepa 2
B 24 Cepa 3
7 43 Cepa 1
8 48 Cepa 2
9 48 Cepa 3

Medio 2
hora cepas_rep
1 12 Cepa 1
2 12 Cepa 2
3 12 Cepa 3
4 24 Cepa 1
5 24 Cepa 2
& 24 Cepa 3
748 Cepa 1
a8 43 Cepa 2
9 48 Cepa 3

L N L ¥ ™= =
fux B ov B o B e I oo T v B oo B o v B %

L Y Y =]
foe R wow I e B wv I v B oo T o T wcw B v

od
.66233333
. 55488806
.B7100666
. 71566667
.63200000
.B4433333
. 738500006
. 76166667
.B53R6667

od

.274bbbbT
. 788660667
.B8233333
. 7/Bbbbbb’
51466667
16566667
.987bbbb7
. 7326bbB7T
.37333333

fux B ov B o B e I oo T v B oo B o v B %

foe R wow I e B wv I v B oo T o T wcw B v

sd
.BB2881666
. 148687592
.B49587575
.B48153871
.192266248
.BB5773563
.B@5291563
.B380861894
.BB3511885

sd

.BB1527525
.896779819
.B15567859
.1833456938
.BB1527525
.8161967a7
. 261867815
.185318652
.BB1154781

fux B ov B o B e I oo T v B oo B o v B %

foe R wow I e B wv I v B oo T o T wcw B v

se
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.BB85844821
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J111aa15e1
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. BB3855858
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s5e
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. 369368454
.122983635
.B997477AS
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LB14342176
.B13144821
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. 888724085
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.BB3794583
. 248414398
.B38678719
. 256724946
.BB3794583
. 848234852
.658513726
. 261686161
.BB2368435
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Medio 3

hora cepas_rep N
1 12 Cepa 1 3
2 12 Cepa 2 3
3 12 Cepa 3 3
4 24 Cepa 1 3
5 24 Cepa 2 3
6 24 Cepa 3 3
748 Cepa 1 3
8 48 Cepa 2 3
9 48 Cepa 3 3

1735,
638.
. 5888
1856.
1732,
588.
1288.
1814.
.3333

1823

od
8eea
5767

Beee
geesa
5388
2988
Beee

sd

9.6436508
18968.6926018
B.1563682
77.2528317
2.6457513
1884 .1235557
1118.2191911
73.1846979
2.8816660

se
5.5677644
629.71166638
8.8982792
44, 6819432
1.5275252
579.7318852
648 .9853488
42.,2532858
1.2818584

Anexo G. ADEVA de Nimero de semillas germinadas.

oV (%) = 12.97

Mean Factorial = 55.1852

Median Factorial =

68

Mean Aditional = 38

Median Aditiconal =
Possible outliers =

3e

Mo discrepant point

ci
23.956157
2789.4308622
8.388448
191.9086672
6.572411
2494 381192
2757.937361
181.800868
5.171145

Df Sum 5g
Cepas 2 1548.7487
Medios 2 896.2963
Cepas x Medios 4 583.7837

Ad x Factorial 1 1712.5926

Residuals

28 933.3333

Mean.5g
778.37837 16
448.14815 9
125.92593 2

1712.59259 36

A6 . 66667

F value

Pr(F)

L5B7937 5.837687e-B5
.BB3175 1.193262e-83
.698413 6.817247e-B2
.698413 b.38027Be-Bb
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Anexo H. ADEVA de Altura de planta.

CV (%) = 4.28

Mean Factorial = 8.4821

Median Factorial = @.4667

Mean Aditional = ©.5311

Median Aditional = ©.5333

Possible outliers = No discrepant point

Df Sum 5g Mean.5g
Cepas 2 B.@55814825 @.8279@78123
Medios 2 B.@15582914 @.8877514568

Cepas x Medios 4 8.812841877 ©.8838184691
Ad x Factorial 1 ©.886492584 0.0064925837
Residuals 28 B.888677333 B.0884338667

Anexo |. ADEVA de Peso fresco.

Cv (%) = 8.61

Mean Factorial = 2.2185

Median Factorial = 2.1

Mean Aditional = 1.6667

Median Aditional = 1.5

Possible outliers = MNo discrepant point

F value
64.321633
17.865988

6.938697
14.964283

Pr(F)
1.944678e-89
3.542057=-85
1.136841e-83
9.569273e-84

Df Sum Sg Mean.5gq F wvalue Pr(F)
Cepas 2 1.7118519 @.85592593 24_698171 3.962193=-06
Medios 2 1.6940741 ©.84783704 24.433761 4.267322e-06

Cepas x Medios 4 1.263814381 8.31783784 9.145299 2.273126e-84
Ad x Factorial 1 @.8222593 0.82225926 23.719017 9.2679672-085

Residuals 28 B.692223232 08.0832466667
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Anexo J. ADEVA de Peso seco.

CV (%) = 4.28

Mean Factorial = @.4821

Median Factorial = ©.4667

Mean Aditional = ©8.5311

Median Aditional = @.5333

Possible outliers = MNo discrepant point

Df Sum 5q Mean.5q
Cepas 2 @.855814825 @.8279878123
Medios 2 8.815582914 9.88775145%68
Cepas x Medios 4 8.812841877 8.8838184691
Ad x Factorial 1 ©.006492584 ©.0064925837
Residuals 28 ©.8@8677333 0.0004338667

Anexo K. ADEVA de Longitud radicular.

v (%) = 3.89

Mean Factorial = 23.6873

Median Factorial = 23

Mean Aditional = 15.7

Median Aditional = 15.7

Possible outliers = No discrepant point

F value Pr(F)
64.321633 1.944678e-89
17.865988 3.5420857e-85

6.938697 1.138841e-83
14.964283 9.569273e-84

Df Sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
Cepas 2 9.898065  4.5498325 5.746499 1.866989e-82
Medios 2 143.948886 71.9784029 98.915554 9.1289%9@%-11

Cepas x Medios 4 52.804945% 13.2812362 16.676268 3.707153e-B6
Ad x Factorial 1 172.251183 172.2511833 217.593677 3.27526%9e-12

Residuals 28 15.832363  B8.791el181
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Anexo L. ADEVA de Volumen radicular.

CV (%) = 6.97

Mean Factorial = 1.5522

Median Factorial = 1.6

Mean Aditional = 1.2778

Median Aditional = 1.3

Possible outliers = MNo discrepant point

Df Sum 5q Mean.Sq F wvalue Pr(F)
Cepas 2 B.4411556 ©.22057778 19.546424 1.972199%e-85
Medios 2 B.1483556 ©.67417778 6.573238 6.396262e-83

Cepas ¥ Medios 4 B.3864889 B.87662222 6.789852 1.272847=-83
Ad x Factorial 1 8.28323633 0.208336333 18.08208972 3.966080e-084
Residuals 28 B.2256%963 8.81128481

Anexo M. ADEVA de Clorofila.

v (%) = 3.73

Mean Factorial = 6.4667

Median Factorial = 6.3

Mean Aditional = 4.8333

Median Aditional = 4

Possible outliers = MNo discrepant point

Df Sum S5q Mean.S5g F wvalue Pr(F)
Cepas 2 b6.B68389 3.834444 56.19342 6.192381e-69
Medios 2 13_3880068 6.690080 123.88889 5.482012=-12

Cepas x Medios 4 11.957778 2.989444 55.36608 1.547364e-18
Ad x Factorial 1 15.9878688 15.987888 296.85556 1.868585%e-13
Residuals 28 1.858888 ©.854800



