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RESUMEN

La presente investigaciéon tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes
dosis de biol elaborado a base de lactosuero y enriquecido con bacterias
fijadoras de nitrdgeno sobre el crecimiento, rendimiento de biomasa y calidad
bromatoldégica del raigrds perenne (Lolium perenne L) en el Centro
Experimental San Francisco, cantdn Huaca. Metodoldégicamente, se aplicd un
enfoque cuantitativo de fipo experimental, bajo un Diseno de Bloques
Completamente al Azar (DBCA) con arreglo factorial 3x 3 + 1, conformado por
diez tratamientos y cuatro repeticiones. Se evaluaron dosis de biol al 0%, 50% y
100%, combinadas con las cepas Methylobacterium symbioticum y Azospirillum
brasilense, contrastdndolas con un testigo quimico. Los andlisis estadisticos
demostraron que el Tratamiento 3 (100% Biol + Methylobacterium) iguald la
productividad del paquete quimico convencional, alcanzando un
rendimiento de materia verde de 15.647,82 kg/ha y liderando la produccion
de materia seca con 3.834,56 kg/ha. En el dmbito bromatoldgico, la
inoculacion bacteriana potencid sustancialmente la calidad del forraje; los
tratamientos con Azospirillum (T6) y Methylobacterium (T3) registraron niveles
de proteina cruda de 19,38% y 19,20% respectivamente, superando el 18,82%
del testigo quimico y garantizando una excelente digestibilidad. El andlisis
financiero ratificd que la biofertilizacién integral optimiza los costos operativos,
donde las alternativas orgdnicas T9 y T3 generaron las mayores relaciones
Beneficio/Costo (3,08 y 2,80 USD respectivamente), muy superiores a los 2,08
USD del manejo sintético. Se concluye que la sinergia biotecnoldgica de
lactosuero al 100% y Methylobacterium symbioticum representa una estrategia
agrondmica sustentable, altamente rentable y eficiente para maximizar la
base forrajera en los ecosistemas altoandinos.

Palabras Claves: Lolium perenne L., biol de lactosuero, Methylobacterium
symbioticum, Azospirillum brasilense, composicion bromatoldgica, rentabilidad
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of different doses of
organic fertilizer (biol) made from whey and enriched with nitrogen-fixing bacteria
on the growth, biomass yield, and bromatological quality of perennial ryegrass
(Lolium perenne L.) at the San Francisco Experimental Center, Huaca canton.
Methodologically, a quantitative experimental approach was applied using a
Randomized Complete Block Design (RCBD) with a 3 x 3 + 1 factorial arrangement,
comprising ten treatments and four replications. Biol doses of 0%, 50%, and 100%
were evaluated in combination with Methylobacterium symbioticum and
Azospirillum brasilense strains, and compared against a chemical control. Statistical
analyses demonstrated that Treatment 3 (100% Biol + Methylobacterium) equaled
the productivity of the conventional chemical package, reaching a green matter
yield of 15,647.82 kg/ha and leading dry matter production with 3,834.56 kg/ha. In
terms of bromatological quality, bacterial inoculation substantially enhanced
forage quality; treatments with Azospirillum (T6) and Methylobacterium (T3)
recorded crude protein levels of 19.38% and 19.20%, respectively, outperforming the
chemical control (18.82%) and ensuring excellent digestibility. Financial analysis
confirmed that comprehensive biofertilization optimizes operational costs, with
organic alternatives T9 and T3 generating the highest Benefit/Cost ratios (3.08 and
2.80 USD, respectively), significantly higher than the synthetic management ratio of
2.08 USD. It is concluded that the biotechnological synergy of 100% whey biol and
Methylobacterium symbioticum represents a sustainable, highly profitable, and
efficient agronomic strategy to maximize the forage base in High Andean
ecosystems.

Keywords: Lolium perenne L., whey biol, Methylobacterium symbioticum, Azospirillum
brasilense, bromatological composition, profitability.
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INTRODUCCION

En el contexto de la agricultura sostenible, la valorizacion de subproductos
agroindustriales y el empleo de microorganismos promotores del crecimiento vegetal
constituyen estrategias prioritarias para reducir la dependencia de fertilizantes
sintéticos y favorecer sistemas de produccion mds eficientes desde el punto de vista
ambiental y econdmico. En este marco, el lactosuero, principal subproducto de la
industria quesera, representa un recurso con elevado potencial para la elaboracion
de biofertilizantes debido a su contenido de compuestos orgdnicos y nutrientes; sin
embargo, cuando es dispuesto inadecuadamente, genera importantes impactos

ambientales asociados a su elevada carga orgdnica.

En el Ecuador, particularmente en la region norte andinag, la produccion lechera
constituye una de las principales actividades agropecuarias y genera cantfidades
considerables de lactosuero cuya reutilizacion continba siendo limitada.
Paralelamente, la produccidon de pasturas destinadas a la alimentacion bovina
enfrenta restricciones relacionadas con la disminucion de la fertilidad del suelo, la
variabilidad climdtica y el incremento del costo de los fertilizantes minerales. Estas
condiciones han motivado la busqueda de alternativas bioldégicas que permitan
mejorar la  productividad forrajera y, simultdneamente, favorecer el
aprovechamiento de residuos agroindustriales bajo los principios de la economia

circular.

Entre las especies forrajeras de mayor importancia para los sistemas lecheros
altoandinos se encuentra el raigrds perenne (Lolium perenne L.), ampliamente
utilizado por su elevada produccidén de biomasa y calidad nutricional. Diversas
investigaciones han demostrado que los biofertilizantes elaborados a partir de
lactosuero pueden favorecer el crecimiento vegetal, mientras que bacterias
promotoras del crecimiento, como Methylobacterium symbioticum y Azospirillum
brasilense, contribuyen a mejorar la disponibilidad de nutrientes, estimular el desarrollo
vegetal y favorecer la fijacion bioldgica de nitrédgeno. No obstante, la evidencia
cientifica acerca del efecto combinado de un biol elaborado con lactosuero y

enriguecido con ambas bacterias sobre el crecimiento, rendimiento y calidad
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bromatolégica del raigrds bajo las condiciones agroecoldgicas de los Andes

ecuatorianos continUa siendo limitada.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de
diferentes dosis de biol elaborado a partir de lactosuero y enriquecido con
Methylobacterium symbioticum y Azospirillum brasilense sobre el crecimiento, el
rendimiento de biomasa vy la calidad bromatoldgica del raigrds (Lolium perenne L.)
en el Centro Experimental San Francisco, cantdén Huaca. Los resultados obtenidos
aportan evidencia cientifica sobre el potencial de esta estrategia biotecnoldgica
como alternativa para el manejo sostenible de pasturas y el aprovechamiento de
subproductos de la industria ldctea, contribuyendo al desarrollo de sistemas

ganaderos mads eficientes y ambientalmente responsables.
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I. EL PROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel global y regional, la industria quesera representa un sector agroeconémico de
vitalimportancia, pero a la vez genera un enorme desafio ambiental. En Sudamérica,
la produccion promedio de queso fue de 1,14 millones de toneladas por ano en el
periodo 2011-2021. En este contexto, Ecuador se posiciond en 2021 como el cuarto
mayor productor de la region, registrando 94.422 toneladas (FAOSTAT, 2026). Sin
embargo, el principal subproducto generado durante este proceso es el lactosuero,
con una relacion alarmante de aproximadamente 9 litros por cada kilogramo de
queso producido (Mazorra y Moreno, 2019). De manera paralela, la produccion
ganadera mundial enfrenta el reto de mantener pasturas de alta calidad para la
alimentacion animal, dependiendo histéricamente del uso intensivo de fertilizantes
sintéticos, una prdctica que incrementa los costos operativos y degrada los

ecosistemas a largo plazo (Gémez y Pérez, 2022).

En el dmbito nacional y provincial, la produccién ecuatoriana de lactosuero alcanzd
cerca de 850.000 metros cubicos en el ano 2021. Particularmente, en las provincias
de Imbabura y Carchi se generan alrededor de 122 metros cUbicos diarios de este
subproducto, lo que evidencia la magnitud de la problemdatica en la zona norte (Pais
Chanfrau et al., 2021). A pesar de este volumen, apenas el 1,5% se reincorpora a la
cadena de valor del sector ldcteo (Estudio de Mercado Sector Lacteo, 2019). Esta
baja tasa de recuperacion obedece a que la industria quesera ecuatoriana esta
conformada mayoritariamente por pequenas empresas familiares que carecen del
capital para invertir en tecnologias de transformacion (Acosta et al., 2022; Pires et al.,
2021). En consecuencia, la mayor parte del lactosuero es vertido directamente en
efluentes hidricos o en el suelo (Poveda et al., 2013). Estas prdcticas desencadenan

severos impactos ambientales, como la reduccién del oxigeno disuelto que afecta la
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vida acudtica, la eutrofizaciéon de cuerpos de agua (Prazeres et al., 2012), y procesos
de acidificacion, salinizacion y alteracion de la estructura fisica de los suelos agricolas
(Caballero et al., 2020).

A nivel local, el Cenfro Experimental San Francisco de la Universidad Politécnica
Estatal del Carchi (UPEC), ubicado en el cantén Huaca, sustenta su actividad en la
ganaderia de leche y carne. Una de las principales limitantes productivas en esta
zona es la baja calidad nutricional y la escasa produccion de biomasa del pasto
raigrds (Lolium perenne L.) durante las épocas secas. Esta deficiencia forrajera obliga
a los productores a depender de la aplicacion excesiva de fertilizantes nitrogenados
y fosforados de sintesis quimica (urea, nitrato de amonio, fosfato diamdnico). El uso
indiscriminado de estos agrotdxicos no solo encarece los costos de produccion frente
a la constante inflacion del mercado, sino que provoca danos colaterales como la
acumulacién de nitratos y metales pesados en el suelo, y la emisidn de gases de

efecto invernadero (Savci, 2012).

Frente a esta doble problemdtica socioproductiva y ambiental, el aprovechamiento
biotecnoldgico del lactosuero mediante su fermentacion para la obtencién de biol,
enriquecido con bacterias fijadoras de nitrdgeno, surge como una alternativa
agroecoldgica altamente viable debido a su efectividad y bajo costo (Ayilara et al.,
2020). Sin embargo, bajo las condiciones agroecoldgicas especificas del Centro
Experimental San Francisco y del canton Huaca (altitud de 2.923 m s. n. m. y
temperatura media de 12 a 18 grados cenfigrados), aun no se ha evaluado esta
alternativa. Al desconocerse cudl es la dosis 6ptima de biol para mejorar el
crecimiento y la calidad del raigrds, resulta imperativo investigar esta interaccion
biotecnolégica, generando evidencia técnica que permita reducir el impacto

ambiental del lactosuero y mejorar la sostenibilidad de la ganaderia local.
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

sDe qué manera incide la aplicaciéon de diferentes dosis de biol elaborado a base
de lactosuero y enriquecido con bacterias fijadoras de nitrégeno (Methylobacterium
symbioticum y Azospirillum brasilense) sobre el crecimiento, el rendimiento de
biomasa y la calidad bromatoldgica del raigrds perenne (Lolium perenne L.) bajo las

condiciones edafoclimdticas del Centro Experimental San Francisco, cantdén Huaca?
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1.3. JUSTIFICACION

En el contexto de la agricultura sostenible, la investigacion orientada a fortalecer las
interacciones planta-microorganismo y a valorizar subproductos agroindustriales ha
cobrado creciente importancia como estrategia para reducir la dependencia de
insumos sintéticos y promover sistemas de produccidn mds eficientes y
ambientalmente responsables (Puglia et al., 2021). En este sentido, el lactosuero
constituye un subproducto de la industria Idctea con alto potencial agrondmico
debido a su contenido de dcido ldctico, aminodcidos, carbohidratos, minerales y
otros compuestos bioactivos. No obstante, cuando es eliminado sin tratamiento
adecuado representa una fuente importante de contaminacién ambiental por su
elevada demanda bioldgica de oxigeno, afectando la calidad de los suelos y de los
cuerpos de agua (Caballero et al., 2021). Por ello, su aprovechamiento mediante
procesos de biofermentacion constituye una alternativa alineada con los principios

de la economia circular y la bioeconomia.

Desde la perspectiva social y productiva, la presente investigacion adquiere
relevancia porque propone una alternativa  biotecnoldégica para el
aprovechamiento del lactosuero en los sistemas ganaderos del cantén Huaca,
provincia del Carchi. La tfransformacion de este subproducto en un biol enriquecido
con microorganismos benéficos puede contribuir a disminuir la contaminacion
derivada de su disposicion inadecuada y, simultdneamente, ofrecer alos productores
una opcidn de fertilizacién bioldgica que reduzca la dependencia de fertilizantes
minerales, cuyos costos han experimentado incrementos importantes durante los
Ultimos anos. En consecuencia, esta propuesta favorece la sostenibilidad ambiental,

econdmica y productiva de las explotaciones ganaderas de la zona.

Asimismo, el estudio responde a una necesidad cientifica relacionada con la
produccion sostenible de forrajes de alta calidad nutricional. El raigrds (Lolium
perenne L.) constituye una de las especies forrajeras mds utilizadas en los sistemas
lecheros de la regién andina ecuatoriana; sin embargo, su productividad y calidad
nutricional pueden verse limitadas por la baja disponibilidad de nutrientes y por las
condiciones edafoclimdticas propias de los ecosistemas altoandinos. En este
contexto, la utfilizacion de biofertiizantes enriquecidos con microorganismos
promotores del crecimiento vegetal representa una estrategia promisoria para
mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes y aumentar la productividad de las

pasturas.
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Desde el punto de vista cientifico, aunque diversos estudios han demostrado los
efectos positivos del biol elaborado a partir de lactosuero sobre el crecimiento y
rendimiento de diferentes cultivos (Buchelli, 2014; Gutiérrez Arce et al., 2020), y otras
investigaciones han documentado los beneficios fisioldgicos de bacterias fijadoras de
nitrdgeno como Methylobacterium symbioticum y Azospirillum brasilense cuando son
aplicadas de manera independiente (W. O. Ehinmitan et al., 2024; Rodriguez y Silva,
2021), continua siendo limitada la evidencia cientifica acerca del efecto de un biol
de lactosuero enriquecido simultdneamente con ambas bacterias sobre el
crecimiento, rendimiento y calidad nutricional del raigrds (Lolium perenne L.) bajo las
condiciones agroecoldgicas de los Andes ecuatorianos. En consecuencia, esta
investigacion contribuird a generar conocimiento sobre la interaccion entre un
biofertilizante fermentado y un consorcio de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, ampliando la comprension de los mecanismos relacionados con la fijacion
bioldgica de nitrogeno, la absorcion de nutrientes y el desarrollo fisioldbgico de

gramineas forrajeras.

Finalmente, la investigacion posee una importante utilidad metodoldgica, ya que
permitird validar experimentalmente un paguete tecnoldgico basado en el uso de
biol de lactosuero enriquecido con microorganismos benéficos para la produccion
de pasturas. La determinacién de la dosis mds eficiente y de la combinacién
microbiana con mayor respuesta agrondmica proporcionard informaciéon técnica
que podrd ser utilizada por productores, instituciones de investigacion y organismos
de extension agricola para promover prdacticas de fertilizacion bioldgica adaptadas
a los sistemas ganaderos del norte del Ecuador. De este modo, los resultados
constituirdn una base cientifica para futuras investigaciones sobre biofertilizantes,
manejo sostenible de pasturas y aprovechamiento de subproductos agroindustriales

dentro de esquemas de economia circular y agricultura regenerativa.
1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

Evaluar diferentes dosis de biol elaborado a base de lactosuero y enriquecido con
bacterias fijadoras de nitrdgeno sobre el crecimiento y la calidad de raigrds (Lolium

perenne) en el Centro Experimental San Francisco, cantén Huaca
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1.4.2. Objetivos Especificos

Determinar la respuesta fenoldgica y el rendimiento de biomasa (materia verde y
seca) del raigrds a la aplicacion fraccionada de biol de lactosuero y consorcios
bacterianos.

Analizar la composicidon bromatoldgica del forraje cosechado para establecer el
nivel de calidad nutricional alcanzado por cada tratamiento biofertilizado.
Calcular la rentabilidad financiera de los tfratamientos evaluados mediante un
andlisis de beneficio/costo para identificar la alternativa agroecondmica mas

eficiente.

1.4.3. Preguntas de Investigacion

sCudl es el efecto de la aplicacion fraccionada de biol de lactosuero (0%, 50% y
100%) y la inoculaciéon con bacterias diazotréficas (Methylobacterium symbioticum
y Azospirillum brasilense) sobre la respuesta fenoldgica (altura y niUmero de hojas)
y la productividad volumétrica de biomasa (materia verde y materia seca) del
raigrds perenne (Lolium perenne L.)2

sDe qué manera la interaccion entre el biofertilizante liquido y los consorcios
microbianos modifica la composicion bromatoldgica (proteina cruda, fibra,
extracto etéreo, cenizas y elementos libres de nitrdgeno) del forraje cosechado?
sCudl de los tratamientos orgdnicos evaluados representa la alternativa
agroecondmica mas eficiente, considerando la relacidon beneficio/costo, frente all

manejo quimico convencional del cultivo?
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Pla y Renddén (2021) desarrollaron una investigacion empirica con el objetivo
primordial de evaluar el efecto bioestimulante del biol elaborado a base de
lactosuero en el rendimiento forrajero y la calidad de gramineas de clima frio. Para
ello, implementaron un Diseno de Bloques Completamente al Azar (DBCA) con
tratamientos al 25%, 50% y 100% de concentracion frente a un testigo comercial. Los
investigadores monitorearon rigurosamente variables biométricas y de rendimiento,
incluyendo la altura de la planta, nUmero de hojas, materia verde y materia seca. Sus
resultados fueron estadisticamente Altamente Significativos (p <0,001) en las variables
de campo: el tratamiento con biol de lactosuero al 100% indujo una altura de planta
de 45,30 cm y un promedio de 6,80 hojas por macollo, logrando una produccion de
materia verde de 18.200 kg/ha y 3.850 kg/ha de materia seca, superando de forma
contundente al testigo absoluto que apenas registréd 32,15 cm de altura y 1.950 kg/ha
de materia seca. En su conclusion, los autores sostienen que el lactosuero aporta un
alto contenido de péptidos y carbohidratos solubles que aceleran la tasa de

crecimiento diario y maximizan la acumulacién de biomasa de forma ecoldgica.

WingChing-Jones et al. (2020) ejecutaron un estudio de vanguardia con el propdsito
de evaluar la eficacia de la inoculacion foliar y eddfica de la bacteria fijadora de
nitrdgeno Azospirillum brasilense sobre la calidad bromatoldgica y el rendimiento del
raigrés perenne (Lolium perenne). Mediante un diseno experimental aleatorizado,
contrastaron dosis de inoculacidn microbiana frente a fertilizacién nitrogenada
sintética (urea). Las variables de estudio incluyeron el rendimiento total y la
composicion bromatoldgica (proteina, fibra y cenizas). El andlisis de varianza
determind un efecto Muy Significativo (p <0,01) a favor del fratamiento biofertilizado,
el cual alcanzd un 19,25% de proteina cruda, un nivel de fibra del 24,10% y un 12,80%

de cenizas, acoplado a un rendimiento de 3.900 kg/ha de materia seca. Estos valores
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igualaron y, en el caso de la proteina, superaron ligeramente al fratamiento quimico
(18,90% de proteina). En su conclusion, afirman que esta rizobacteria establece una
interaccion simbidtica altamente eficiente que asegura la provisidn constante de
amonio, mejorando el valor nutricional del pasto y reduciendo la dependencia de

agrotoxicos.

Collahuazo y Maldonado (2022) desarrollaron un ensayo experimental para
determinar el impacto de las aplicaciones foliares de Methylobacterium symbioticum
en el desarrollo fenolégico, asimilacion de nitrdgeno y rentabilidad en cultivos
forrajeros de altura. Implementaron un diseno de bloques al azar combinando la
bacteria con dosis de abonos liquidos orgdnicos. Monitorearon la altura de planta,
porcentaje de materia seca y realizaron un andlisis econdmico mediante el indicador
Beneficio/Costo (B/C). Sus hallazgos resultaron estadisticamente Significativos (p <
0,05): la simbiosis foliar de Methylobacterium incrementd la captacion de nitrégeno
directamente por los estomas, impulsando plantas con 48,15 cm de altura y un
porcentaje de materia seca del 18,50%. En el andlisis econdmico, este tratamiento
generd una rentabilidad de 2,15 USD por cada ddlar invertido, frente a los 1,30 USD
del control guimico. Los autores concluyen que esta bacteria enddéfita es el
complemento perfecto para bioles orgdnicos, ya que potencia el metabolismo

primario de las hojas y asegura la viabilidad financiera del productor ganadero.

Irigoyen Olaza (2020) llevd a cabo una investigacion con el objetivo de cuantificar la
respuesta productiva del raigrds (Lolium perenne) ante la fertilizacion exclusiva con
bioles enriguecidos en distintas etapas de corte. Implementd un DBCA con cuatro
tratamientos volumétricos y evalud el niUmero de hojas, rendimiento de materia
verde, materia seca y extracto etéreo. Sus resultados arrojaron un comportamiento
estadisticamente Altamente Significativo (p < 0,001) a favor de la dosis al 100% de
biol, la cual estimuld un promedio de 7,10 hojas por macollo y una biomasa fresca de
21.500 kg/ha. En el laboratorio, el extracto etéreo se situd en un éptimo 4,85%. En su
conclusiéon, el autor asevera que la carga de fitohormonas naturales (auxinas vy
giberelinas) presentes en el biol actia como un potente bioestimulante que induce

una répida recuperacion del drea foliar del pasto tras el corte.

Villalobos y Sdnchez (2010) desarrollaron un estudio cldsico para establecer los
pardmetros Optimos de calidad bromatoldégica y digestibilidad del pasto raigrds
perenne tetraploide (Lolium perenne L.) bajo un manejo nutricional intensivo.

Utilizaron un diseno de blogues evaluando frecuencias de corte y niveles de
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fertilizacion. Monitorearon exhaustivamente la composicion bromatoldgica:
Humedad, Proteina Cruda (PC), Fibra, Extracto Etéreo y Elementos Libres de Nitrégeno
(ELN). Las pruebas de Tukey revelaron diferencias Significativas (p < 0,05): el forraje
cortado en su etapa 6ptima presentd una humedad del 84,50%, garantizando
suculencia, un 21,50% de proteina cruda, un nivel de fibra efectiva del 23,80%,
extracto etéreo de 3,90% y ELN del 41,20%. En su conclusion, determinan que el raigrds
posee un techo genético excepcional para la produccién bovina, pero exige una
nutricion eddfica impecable para mantener la sincronia entre la energia (ELN) y la

proteina degradable en el rumen.

Hott Diaz (2023) ejecutd una investigacion orientada a evaluar el efecto de un
consorcio de bacterias fijadoras de nitrégeno sobre la produccidon neta y parédmetros
de crecimiento de una pradera de Lolium perenne L. Implementd un diseno
experimental factorial contrastando la inoculacidon bacteriana combinada con
diferentes fracciones de fertilizantes sintéticos. Las variables criticas incluyeron la
altura de la planta, produccion de materia verde y porcentaje de materia seca. Sus
resultados evidenciaron un efecto Muy Significativo (p < 0,01): la interaccion de las
bacterias con dosis medias de fertilizante elevd la altura del pasto a 46,20 cm vy el
rendimiento a 19.800 kg/ha de materia verde, con un 19,20% de materia seca
consolidada. En su conclusion, el autor sostiene que la biofertilizacién diazotrdfica
promueve una arquitectura foliar mdas densa y vigorosa, siendo la herramienta clave

para mantener altos volimenes de forraje frente a la variabilidad climdtica.

Gobmez y Pérez (2022) analizaron las variaciones en la composicion bromatoldgica y
el rendimiento econdmico de gramineas de alfura fras la aplicacion peridodica de
efluentes orgdnicos fermentados y microorganismos promotores del crecimiento.
Utilizaron un diseno completamente aleatorizado para evaluar elementos libres de
nitrdgeno (ELN), cenizas y la utilidad neta por hectdrea. Sus hallazgos resultaron ser
estadisticamente Significativos (p < 0,05): los tratamientos orgdnicos elevaron los ELN
a un 43,15% y las cenizas a un 11,90%, demostrando una absorcidén superior de
minerales del suelo. En el aspecto financiero, la utilidad neta superd los 1.250 USD/ha,
reduciendo los costos operativos en un 40% frente al manejo sintético. En su
conclusion, aseveran que la sinergia enfre microorganismos y materia orgdnica
liguida no solo mejora el contenido energético del forraje, sino que democratiza el

acceso ainsumos de bajo costo para el productor local.
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Castillo y Silva (2021) desarrollaron un ensayo agroecondmico con el objetivo
primordial de calcular el andlisis costo/beneficio de la sustitucidn de paquetes
tecnoldgicos quimicos por bioles orgdnicos en la produccién forrajera intensiva de
raigrds. Implementaron un disefio en bloques registrando minuciosamente los costos
de instalacion, insumos y mano de obra, frente al ingreso bruto por venta de materia
seca. Sus resultados financieros determinaron una diferencia estadisticamente
Altamente Significativa (p < 0,001): mientras el testigo comercial alcanzd una
rentabilidad precaria de 1,15 debido al elevado precio de los fertilizantes sintéticos,
los fratamientos basados en bioles generaron un Beneficio/Costo (B/C) de 2,65,
generando ingresos de venta superiores a los 2.100 USD/ha. En su conclusion, afirman
que la elaboracion in situ de bioles y la multiplicacién de bacterias nativas representa
la Unica via para garantizar la autonomia técnica, la viabilidad financiera y la

sostenibilidad del ecosistema agropecuario a largo plazo.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Elraigrds perenne (Lolium perenne L.)

2.2.1.1. Origen y taxonomia

El raigrds perenne (Lolium perenne L.) es una graminea forrajera perteneciente a la
familia Poaceae, ampliamente reconocida por su elevado valor nutritivo, alta
productividad y sobresaliente capacidad de rebrote después del pastoreo o del
corte. El género Lolium comprende diversas especies anuales y perennes originarias
de Europa, Asia templada y el norte de Africa, desde donde fueron infroducidas
hacia América, Oceania y otras regiones templadas debido a su importancia para la
produccion pecuaria, el establecimiento de praderas permanentesy la conservacion
de suelos (Matzrafi et al., 2021). Asimismo, la amplia dispersion geografica del género
ha sido favorecida por el comercio internacional de semillas, los programas de
mejoramiento genético y la adaptacion de sus especies a distintos sistemas de

produccién agropecuaria.

Actualmente, Lolium perenne constituye una de las especies forrajeras de mayor
importancia econdmica en los sistemas ganaderos especializados de produccion de
leche de Europa, Nueva Zelanda, Australia y diversos paises de América del Sur,
debido a su elevada digestibilidad, alto contenido de proteina, excelente
palatabilidad y rdpida recuperacion después del pastoreo o del corte. Estas

caracteristicas han consolidado su utilizacidbn como especie predominante en
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praderas permanentes y en programas modernos de mejoramiento orientados a
incrementar la persistencia, la produccion de biomasa y la tolerancia a estreses

bidticos y abidticos (Jayasinghe et al., 2021; Wang et al., 2022).

Desde el punto de vista taxondmico, el género Lolium pertenece a la tribu Poeae,
dentro de la familia Poaceae, una de las familias botdnicas de mayor importancia
econdmica a nivel mundial por incluir especies destinadas tanto a la alimentacion
humana como animal. Estudios filogenéticos recientes indican que Lolium mantiene
una estrecha relacién evolutiva con el género Festuca, compartiendo numerosos
caracteres morfoldgicos y genéticos que han permitido el desarrollo de hibridos
utilizados ampliamente en programas de mejoramiento de gramineas forrajeras
(Matzrafi et al., 2021).

Por ofra parte, Lolium perenne presenta una elevada plasticidad fenotipica,
caracteristica que le permite responder favorablemente a diferentes condiciones
ambientales, intensidades de pastoreo y sistemas de manejo. Esta capacidad
adaptativa, asociada a su naturaleza aldgama, elevada diversidad genética y
compatibilidad interespecifica, ha facilitado el desarrollo de nuevos cultivares con
mayor persistencia, eficiencia en el uso de nutrientes, tolerancia al estrés y
productividad, aspectos considerados prioritarios para enfrentar los desafios de la

agricultura sostenible y del cambio climdatico (Matzrafi et al., 2021; Wang et al., 2022).

La clasificacion taxondmica de Lolium perenne L. se presenta en la Tabla 1, de
acuerdo con el sistema Angiosperm Phylogeny Group IV (APG V), actualmente

aceptado para la clasificacion filogenética de las plantas con flores (APG 1V, 2016).

Tabla 1. Clasificaciéon taxondmica de Lolium perenne L.

Categoria Nombre
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Lolium
Especie Lolium perenne L.

Fuente: APG IV (2016).
2.2.1.2. Caracteristicas botdnicas y morfoldgicas

La morfologia de Lolium perenne L. constituye uno de los principales factores que

determinan su capacidad de adaptaciéon, productividad y persistencia en los
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sistemas ganaderos de clima templado. Su arquitectura vegetal favorece un répido
rebrote después del pastoreo, una eficiente captura de radiacion fotosintéticamente
activa y una elevada capacidad para absorber agua y nutrientes, caracteristicas
que explican su amplia utilizacidbn como especie base en praderas permanentes
destinadas a la produccion de leche y carne (Jayasinghe et al., 2021; Wang et al.,
2022).

Sistema radical

Lolium perenne desarrolla un sistema radical fasciculado constituido por numerosas
raices adventicias originadas en los nudos basales de cada macollo. El crecimiento
del sistema radical ocurre de forma secuencial a nivel de cada fitdmero, permitiendo
la formacién continua de raices primarias, secundarias y terciarias durante el
desarrollo vegetativo. La mayor parte de la biomasa radical se concentra en los
primeros centimetros del perfil del suelo, donde ocurre la mayor absorcidon de agua 'y
nutrientes; sin embargo, bajo condiciones favorables las raices pueden explorar
horizontes mds profundos, contribuyendo a la tolerancia frente al estrés hidrico y @

una mayor eficiencia en el uso de nutrientes (Robin et al., 2021).

Ademds, la rizdsfera constituye el principal sitio de interaccion entre la planta y los
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR). En este microambiente
se establecen asociaciones con bacterias como Azospirillum brasilense, capaces de
estimular el desarrollo radical mediante la sintesis de fitohormonas, incrementar la
superficie absorbente de las raices y mejorar la eficiencia en la adquisicion de
nitrdgeno y otros nutrientes esenciales, contribuyendo al crecimiento y productividad
del cultivo (Bashan y de-Bashan, 2010; O. Ehinmitan et al., 2024).

Tallo y macollamiento

El crecimiento vegetativo del raigrds se basa en la emisidon continua de macollos,
estructuras que representan la unidad funcional de produccién dentro de la pradera.
Cada macollo posee meristemos propios capaces de originar nuevas hojas, raices e
inflorescencias, razén por la cual la densidad de macollos constituye uno de los
principales determinantes de la persistencia y del rendimiento de biomasa. La
dindmica poblacional de los macollos depende de la interacciéon entre el genotipo,
el ambiente y las practicas de manejo, especialmente la fertilizacion nitrogenada, la
frecuencia de defoliacion y la disponibilidad de radiacién solar (Jayasinghe et al.,
2021).
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Asimismo, el macollamiento representa un mecanismo adaptafivo que permite
mantener la productividad de la pradera después del pastoreo o corte. Una
adecuada disponibilidad de nitrégeno favorece la aparicion de nuevos macollos,
incrementa su supervivencia y prolonga la persistencia del cultivo, mientras que el

déficit nutricional reduce la renovaciéon de tejidos y limita la acumulacion de biomasa
(Wang et al., 2022).

Aparato foliar

Las hojas de Lolium perenne son lineares, glabras y presentan un limbo estrecho con
elevada relacion superficie volumen, caracteristica que optimiza la intercepcion de
radiacion fotosintéticamente activa y favorece una elevada eficiencia fotosintética.
El crecimiento foliar ocurre de manera continua mediante la produccién secuencial
de nuevas hojas en cada macollo, lo que garantiza una rdpida recuperaciéon del
dosel después de la defoliacidon y una elevada produccion de fotoasimilados

destinados al crecimiento vegetativo (Robin et al., 2021; Wang et al., 2022).

Desde el punto de vista fisioldgico, el nitrdbgeno constituye el nutriente que mayor
influencia ejerce sobre el desarrollo foliar, debido a su participacion en la sintesis de
clorofila, proteinas estructurales y enzimas fotosintéticas como la ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO). En consecuencia, una adecuada
disponibilidad de este elemento incrementa el indice de drea foliar, la tasa
fotosintética y la acumulacion de biomasa, aspectos fundamentales para maximizar

la productividad de las pasturas (Marschner, 2012; Hirel et al., 2011).
Estructuras reproductivas

La inflorescencia de Lolium perenne corresponde a una espiga simple en la que las
espiguillas se insertan alternadamente sobre el raquis principal. Aunque la
reproduccion sexual mediante semillas resulta esencial para el mejoramiento
genético y la conservacion de la variabilidad genética de la especie, en los sistemas
de produccién forrajera el mayor interés agrondmico se concentra en la fase
vegetativa, debido a que el inicio de la reproduccion modifica la distribucién de
fotoasimilados hacia las estructuras reproductivas e incrementa la acumulacion de
tejidos estructurales, reduciendo la digestibilidad y el valor nutritivo del forraje
(Herridge et al., 2021; Wang et al., 2022).
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Por esta razén, el manejo de las praderas busca mantener el cultivo en estados
vegetativos mediante una adecuada programacion del pastoreo o del corte,
favoreciendo la produccion continua de hojas jévenes, con mayor contenido de
proteina, menor concentracién de fibra estructural y mayor digestibilidad para los

rumiantes.
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Figura 1. Caracterizacion funcional y morfolégica del Raigrds (Lolium perenne
L.)
Fuente: ( Wang et al., 2022)

2.2.1.3. Requerimientos edafoclimdaticos y limitantes en la zona altoandina

El comportamiento agrondémico de Lolium perenne L. depende de la interaccién
entre el potencial genético del cultivar, las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
del suelo, las condiciones climdaticas vy las précticas de manejo agrondmico. En los
sistemas ganaderos altoandinos, estos factores condicionan la persistencia de la
pradera, la velocidad de rebrote, la produccion de biomasa vy la calidad nutricional
del forraje. Asimismo, el cambio climdtico ha incrementado la variabilidad de las
condiciones ambientales, haciendo necesario el desarrollo de estrategias de manejo
que mejoren la eficiencia en el uso del agua y de los nutrientes (Wang et al., 2022;
Lee et al., 2024).

Factores eddficos

Textura y estructura del suelo
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Lolium perenne presenta un mejor desarrollo en suelos profundos, bien drenados y
con textura franca a franco-arcillosa, los cuales favorecen la aireacion del sistema
radical, la infiltfracion del agua y la exploracion de nutrientes. En contraste, la
compactacion del suelo reduce la macroporosidad, limita el crecimiento de las
raices y disminuye la absorcién de agua y nutrientes, afectando negativamente la

persistencia y productividad de la pradera (Robin et al., 2021; Gregory et al., 2022).
pH del suelo

El rango 6ptimo de pH para Lolium perenne se situa entre 5,5y 7,0. En los Andisoles
caracteristicos de la provincia del Carchi predominan condiciones ligeramente
dcidas, asociadas con una elevada capacidad de retencién de fésforo y una mayor
presencia de aluminio intercambiable. Cuando el pH desciende por debajo de 5,5
disminuye la disponibilidad de fésforo, calcio y magnesio, mientras aumenta la
toxicidad por aluminio, restringiendo el crecimiento radical y la absorcidon de
nutrientes (FAO, 2022b; Marschner, 2012).

Materia orgdnica vy fertilidad

Los Andisoles presentan elevados contenidos de materia orgdnica, alta capacidad
de intercambio catidnico y excelente retencidon de agua, caracteristicas que
favorecen la productividad de las pasturas. Sin embargo, las bajas temperaturas
propias de los ecosistemas altoandinos reducen la actividad microbiana vy la
velocidad de mineralizacion del nitrogeno, limitando la disponibilidad de este
nutriente durante determinadas épocas del ano. Por ello, el nitrbgeno continta
siendo el principal factor limitante para la produccion de biomasa en sistemas
pastoriles de montana (FAO, 2022b; Hirel et al., 2021).

Factores climaticos
Temperatura

Lolium perenne presenta un crecimiento 6ptimo entre 15y 25 °C, aunque mantiene
actividad fisioldgica bajo temperaturas relativamente bajas, caracteristica que
explica su amplia adaptaciéon a los ecosistemas altoandinos. No obstante,
temperaturas inferiores a 10 °C disminuyen la expansion foliar, reducen la actividad

fotosintética y retrasan el crecimiento, mientras que temperaturas elevadas
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incrementan la respiracién, aceleran la senescencia foliar y reducen la persistencia

de la pradera (Wang et al., 2022; Lee et al., 2024).
Precipitacién y disponibilidad hidrica

La disponibilidad de agua constituye uno de los factores que mayor influencia ejerce
sobre el crecimiento y la persistencia de Lolium perenne. Para expresar su maximo
potencial productivo, la especie requiere una precipitaciéon anual bien distribuida
entre 800y 1.200 mm, aungue bajo sistemas intensivos de produccién puede alcanzar
altos rendimientos con disponibilidades hidricas superiores a 1.500 mm ano™ o
mediante riego suplementario. Aunque los Andisoles presentan elevada capacidad
de retencién de aguaq, los periodos prolongados de déficit hidrico reducen la
expansion foliar, disminuyen la conductancia estomdtica y la tasa fotosintética,
limitan la emision de nuevos macollos y afectan la acumulacion de biomasa y la
calidad nutricional del forraje. Por el contrario, el exceso de humedad vy el drenagje
deficiente favorecen condiciones de hipoxia radicular que restringen la absorcién de
nutrientes y disminuyen la persistencia de |la pradera (Lee et al., 2024; Wang et al.,
2022; Yu et al., 2023).

Altitud y radiacién solar

El Centro Experimental San Francisco se localiza aproximadamente a 2.900 ms. n. m.,
donde predominan condiciones de elevada radiacidon solar, temperaturas
moderadas durante el dia y bajas temperaturas nocturnas. Estas condiciones
favorecen la captacion de radiacion fotosintéticamente activa; sin embargo, la
amplitud térmica caracteristica de los ecosistemas altoandinos reduce la actividad
microbiana del suelo y ralentiza los procesos de mineralizacion del nifrégeno. En este
contexto, la incorporacion de biofertilizantes enriquecidos con bacterias promotoras
del crecimiento vegetal representa una alternativa para incrementar la eficiencia en
el uso de nutrientes y mejorar la productividad de las praderas bajo condiciones de
altura (W. O. Ehinmitan et al., 2024; Wang et al., 2022).

2.2.1.4. Nutricion mineral y funcién del nitrégeno

Entre todos los nutrientes esenciales requeridos por Lolium perenne L., el nitrdbgeno
constituye el elemento mineral que ejerce la mayor influencia sobre el crecimiento
vegetativo, la produccidon de biomasa y la calidad nutricional del forraje. Este
macronutriente forma parte de aminodcidos, proteinas, dcidos nucleicos, clorofila,

ATP y numerosas enzimas involucradas en la fotosintesis, la respiracion y el
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metabolismo del carbono, razén por la cual su disponibiidad determina

directamente la productividad de las pasturas (Marschner, 2012; Hirel et al., 2021).

Asimismo, una adecuada nutricion nitrogenada incrementa la  emisidon  y
supervivencia de macollos, favorece la expansidon del drea foliar, prolonga la
actividad fotosintética y estimula la sintesis de proteinas, traduciéndose en una mayor
acumulacién de materia seca y en un incremento del contenido de proteina cruda
del forraje. En confraste, la deficiencia de nitrdgeno provoca clorosis, reduccion del
crecimiento vegetativo, disminucidon de la actividad fotosintética y pérdidas
significativas en el rendimiento y calidad nutricional de las praderas (Wang et al.,
2022; Hirel et al., 2021).

En los sistemas ganaderos intensivos estas limitaciones suelen compensarse mediante
aplicaciones frecuentes de fertilizantes nitrogenados sintéticos. Sin embargo, la
eficiencia de recuperaciéon del nitfrégeno aplicado rara vez supera el 50 %, debido a
pérdidas ocasionadas por lixiviacion de nitratos, volatilizacion de amoniaco vy
procesos de desnitrificacion. Ademds de incrementar los costos de produccion, estas
pérdidas contribuyen a la contaminacién de aguas superficiales y subterrdneas, la
eutrofizacion y la emision de 6xido nitroso (N,O), uno de los principales gases de

efecto invernadero asociados a la agricultura (Lassaletta et al., 2022; FAO, 2022b).

En este contexto, los biofertilizantes enriquecidos con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal representan una alternativa biotecnoldgica para incrementar la
eficiencia del uso del nitrédgeno. Microorganismos como Azospirilum brasilense 'y
Methylobacterium symbioticum favorecen la fijacion bioldgica de nitrégeno,
estimulan el desarrollo del sistema radical mediante la produccién de fitohormonas y
mejoran la absorcion de nutrientes, contribuyendo a disminuir la dependencia de
fertilizantes minerales y promoviendo sistemas agricolas mds sostenibles (Eninmitan et
al., 2024; Bashan y de-Bashan, 2010).

2.2.1.5. Crecimiento, produccion de biomasa y calidad bromatoldgica

El crecimiento de Lolium perenne L. resulta de la interaccién entre el potencial
genético del cultivar, las condiciones edafoclimdticas, la disponibilidad de nutrientes
y las prdcticas de manejo agrondmico. Entre los principales indicadores utilizados
para evaluar el comportamiento productivo de esta especie destacan la altura de

planta, el nUmero de macollos, la velocidad de rebrote, la persistencia de la pradera
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y la produccién de biomasa fresca y seca, variables estrechamente relacionadas con
la eficiencia fotosintética y el aprovechamiento de los recursos del suelo (Jayasinghe
et al.,, 2021; Wang et al., 2022).

La produccion de biomasa constituye el principal indicador del rendimiento de las
pasturas destinadas a la alimentaciéon animal. Su acumulacion depende de la
interaccion entre la radiacién fotosintéticamente activa, la temperatura, la
disponibilidad hidrica, la fertiidad del suelo vy, especialmente, del suministro de
nitrdgeno. Una adecuada nutricion nitrogenada incrementa el macollamiento,
favorece la expansién del drea foliar, prolonga la actividad fotosintética y mejora la
eficiencia en el uso de la radiacién, promoviendo una mayor acumulacién de
materia seca y una recuperacion mds rapida después del corte o pastoreo (Hirel et
al., 2021; Wang et al., 2022).

Por ofra parte, la calidad bromatoldgica constituye un criterio fundamental para
evaluar el valor nutritivo del forraje destinado a la alimentacién de rumiantes. Entre
los pardmetros mds utilizados se encuentran el contenido de materia seca, proteina
cruda, fiora detergente neutra (FDN), fibra detergente dcida (FDA), cenizas,
digestibilidad de la materia seca y energia metabolizable, variables que determinan
el consumo voluntario, la digestibilidad y el aporte nutricional del forraje para la

produccion de leche y carne (Van Soest, 1994; Wilkins & Humphreys, 2022).

Diversas investigaciones han demostrado que una adecuada disponibilidad de
nitrdgeno vy la utilizacion de microorganismos promotores del crecimiento vegetal
favorecen la sintesis de proteinas, incrementan la actividad fotosintética y mejoran la
absorcion de nufrientes, o que se traduce en aumentos significativos fanto en el
rendimiento de biomasa como en la calidad nutricional del forraje. En consecuencia,
la evaluacidon conjunta del crecimiento, la produccién de biomasa y la calidad
bromatolégica constituye un criterio integral para determinar la eficiencia
agronémica de nuevas estrategias de fertilizacion bioldgica, como el empleo de
bioles enriquecidos con bacterias fijadoras de nitrégeno (Ehinmitan et al., 2024; Wang
et al., 2022).

2.2.2. Ellactosuero como recurso agroindustrial
2.2.2.1. Origen y caracteristicas del lactosuero

El lactosuero constituye el principal subproducto generado durante la elaboraciéon

de queso y caseina. Se obtiene tras la coagulaciéon de la leche y la separacion de la
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cuajada, representando aproximadamente entre el 85 y el 90 % del volumen inicial
de leche procesada y reteniendo cerca del 50-55 % de sus nutrientes originales, entre
ellos lactosa, proteinas solubles, vitaminas hidrosolubles y minerales (Ryan & Walsh,
2016; Smithers, 2015).

Desde el punto de vista tecnoldgico, el lactosuero se clasifica en lactosuero dulce y
lactosuero dcido, dependiendo del mecanismo de coagulacién empleado durante
la fabricacion del queso. El lactosuero dulce, obtenido mediante coagulacion
enzimdtica con quimosina, presenta valores de pH comprendidos entre 60y 6,6 y
constituye la materia prima de mayor interés para procesos biotecnoldgicos debido
a su elevado contenido de lactosa y proteinas séricas. Por su parte, el lactosuero
dcido se genera mediante coagulacion por acidificaciéon, posee un pH inferior a 5,0
y contiene mayores concentraciones de calcio y fésforo solubilizados (Prazeres et al.,
2012; Ryan & Walsh, 2016).

Actualmente, la industria Idctea genera millones de toneladas de lactosuero cada
ano como consecuencia del incremento sostenido en la produccion mundial de
queso. Aunque parte de este subproducto es destinado a la obtencién de
concentfrados proteicos, bebidas funcionales y alimentos para animales, una
proporcion importante continla siendo descartada sin  fratamiento  previo,
especialmente en pequenas y medianas industrias Idcteas de paises en desarrollo,
donde las limitaciones tecnoldgicas dificultan su aprovechamiento integral (Palmieri
et al., 2017; FAO, 2023a).

2.2.2.2. Composicion quimica y valor nutricional

El elevado potencial biotecnoldgico del lactosuero estd determinado por su
composicion quimica. Aproximadamente el 93-94 % corresponde a agua, mientras
que el restante 6-7 % estd constituido por sélidos totales, principalmente lactosa,

proteinas séricas, lipidos, minerales y vitaminas hidrosolubles (Ryan & Walsh, 20146).

La lactosa representa el principal componente sélido del lactosuero y constituye la
principal fuente de carbono para numerosos microorganismos utilizados en procesos
fermentativos. Asimismo, las proteinas del lactosuero, entre las que destacan la -
lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina sérica e inmunoglobulinas, poseen

elevado valor biolégico debido a su contenido de aminodcidos esenciales y péptidos
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bioactivos con propiedades antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras
(Smithers, 2015; H. Aslam et al., 2024).

Ademds de su aporte energético y proteico, el lactosuero contiene cantidades
importantes de calcio, fésforo, potasio, magnesio y vitaminas del complejo B,
elementos que favorecen el metabolismo microbiano durante los procesos de
fermentacion y aumentan su potencial como materia prima para la elaboraciéon de

biofertilizantes liquidos (Carvalho et al., 2023).

Tabla 2. Composicion quimica promedio del lactosuero dulce

Componente Contenido aproximado (%)

Agua 93,0-94,0
Lactosa 4,5-5,0
Proteinas 0,6-0,9
Lipidos 0,2-0,5
Cenizas (minerales) 0,5-0,7

Acido l4ctico 0,05-0,20
pH 6,0-6.,6

Fuente: Carvalho et al. (2023q).

2.2.2.3. Produccion de biol a partir de lactosuero

El biol es un biofertilizante liquido obtenido mediante procesos controlados de
fermentacion bioldgica de materiales orgdnicos de origen vegetal o animal, en
presencia de comunidades microbianas capaces de transformar compuestos
complejos en metabolitos faciimente asimilables por las plantas (FAO, 2022a).
Durante este proceso se producen modificaciones bioguimicas que incrementan la
disponibilidad de nutrientes minerales, aminodcidos, vitaminas, dcidos orgdnicos y
sustancias bioactivas con efecto bioestimulante sobre los cultivos (R. Kumar et al.,
2022).

Cuando el lactosuero se emplea como materia prima para la elaboracion de biol,
aporta una fuente abundante de lactosa, proteinas séricas, minerales y compuestos
nitrogenados que favorecen el desarrollo de microorganismos fermentativos. La
lactosa constituye el principal sustrato energético para bacterias dcido-ldcticas y
otros microorganismos beneficiosos, permitiendo la produccion de dcidos orgdnicos
que estabilizan microbioldgicamente el producto y disminuyen el riesgo de
proliferacién de microorganismos patdégenos (Ryan & Walsh, 2016; Carvalho et al.,
2023q).
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Durante la fermentacion se desarrollan multiples transformaciones bioquimicas. Las
proteinas son hidrolizadas parcialmente hasta generar péptidos y aminodcidos libres;
los carbohidratos son metabolizados para producir dcidos orgdnicos; y diversos
microorganismos sintetizan vitaminas, enzimas, compuestos fendlicos y metabolitos
secundarios que incrementan el valor agronémico del biofertilizante. Como resultado,
el biol presenta una elevada actividad bioldgica y una mayor disponibilidad de

nutrientes respecto al material original (Kumar et al., 2022; M. Aslam et al., 2024).

La calidad del biol depende de diversos factores, entre ellos la composicion inicial
del sustrato, la relacidn carbono:nitrégeno, el tiempo de fermentacion, la
temperatura, el pH y la composicién microbioldgica del sistema. Bajo condiciones
controladas, estos factores permiten obtener un biofertilizante estable, con elevada
carga microbiana benéfica y caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para

aplicaciones foliares o al suelo (FAO, 2022a; Carvalho et al., 2023b).

En los Ultimos anos, la produccidon de bioles elaborados a partir de residuos
agroindustriales ha cobrado creciente importancia debido a su contribucion a la
economia circular. La transformacion del lactosuero en un biofertilizante reduce la
contaminaciéon ambiental, disminuye los costos de manejo de residuos y genera un
insumo agricola de alto valor agregado para sistemas de produccidén sostenibles (M.
Aslam et al., 2024).

2.2.2.4. Propiedades agrondmicas del biol

El biol constituye un bioinsumo que combina propiedades fertilizantes vy
bioestimulantes. A diferencia de los fertilizantes minerales convencionales, su accion
no se limita al aporte de nutrientes, sino que incorpora metabolitos microbianos,
dcidos orgdnicos, aminodcidos, vitaminas, enzimas y compuestos bioactivos que

favorecen multiples procesos fisioldgicos de las plantas (R. Kumar et al., 2022).

Desde el punto de vista nutricional, el biol aporta nitrégeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio y micronutrientes en concentraciones moderadas, complementados por
compuestos orgdnicos que mejoran la eficiencia de absorcién y utilizacion de estos
elementos por parte de la planta. Ademds, los dcidos orgdnicos producidos durante
la fermentaciéon favorecen la solubilizacién de nutrientes presentes en el suelo y

estimulan la actividad microbioldgica de la rizésfera (Carvalho et al., 2023b).
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Diversas investigaciones han demostrado que la aplicacién de bioles incrementa el
crecimiento radical, favorece el desarrollo foliar, mejora la acumulacién de biomasa
y aumenta el contenido de clorofila en diferentes especies agricolas. Estos efectos
estdn asociados tanto al suministro de nutrientes como a la presencia de metabolitos
con actividad similar a fitohormonas, capaces de estimular la division y elongacion
celular (Kumar et al., 2022; Aslam et al., 2024).

En pasturas destinadas a la alimentaciéon animal, la utilizacion de biofertilizantes
liguidos ha mostrado efectos positivos sobre la produccién de materia seca, el
contenido de proteina cruda, la eficiencia en el uso del nitrégeno y la persistencia de
las praderas. Estos beneficios adquieren especial importancia en sistemas ganaderos
altoandinos, donde las bajas temperaturas limitan la mineralizacién natural del
nitrdgeno del suelo y reducen la disponibilidad de nutrientes para las gramineas
forrajeras (FAO, 2022a; A. Singh et al., 2024).

Por ofra parte, el uso continuo de bioles contribuye al mejoramiento de la calidad
bioldgica del suelo alincrementar la diversidad microbiana, estimular los procesos de
reciclaje de nutrientes y favorecer la formacion de agregados estables, aspectos
fundamentales para mantener la productividad de los sistemas agricolas bajo un

enfoque de agricultura regenerativa (Backer et al., 2018; Kumar et al., 2022).
2.2.3. Biofertilizantes y microorganismos promotores del crecimiento vegetal
2.2.3.1. Conceptos y clasificacion de los biofertilizantes

Los biofertilizantes constituyen formulaciones elaboradas a partir de microorganismaos
vivos o de sus metabolitos que, al ser aplicados al suelo, a las semillas o directamente
sobre las plantas, incrementan la disponibilidad y la eficiencia de utilizacion de
nutrientes, estimulan el crecimiento vegetal y mejoran la productividad de los cultivos
sin generar los impactos ambientales asociados al uso intensivo de ferfilizantes
sintéticos (Schitz et al., 2018; Kumar et al., 2022).

A diferencia de los fertilizantes minerales, cuyo efecto consiste en aportar nutrientes
de manera directa, los biofertilizantes actuan principalmente mediante procesos
bioldgicos que favorecen la nutricion vegetal y el equilibrio microbiolégico del suelo.
Entre estos procesos destacan la fijacion bioldgica de nitrégeno, la solubilizacion de
fosforo y potasio, la produccion de fitohormonas, la sintesis de siderdforos, la
induccion de resistencia sistémica y el mejoramiento de la estructura fisica y bioldgica

de larizésfera (Backer et al., 2018; Kumar et al., 2022).
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Desde el punto de vista funcional, los bioferfilizantes pueden clasificarse en
microorganismos fijadores de nitrdbgeno, microorganismos solubilizadores de fosforo,
microorganismos movilizadores de potasio, hongos micorrizicos arbusculares,
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) y consorcios microbianos multifuncionales. En los Ultimos anos, estos
Ultimos han despertado especial interés debido a que la interaccion entre diferentes
especies microbianas permite potenciar multiples mecanismos fisioldgicos de manera
simultdnea, incrementando la eficiencia de la fertilizacion bioldgica (Olanrewaju et
al., 2017; A. Singh et al., 2024).

En el contexto de la agricultura sostenible, los biofertilizantes representan una
herramienta estratégica para reducir la dependencia de fertilizantes nitrogenados
sintéticos, mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes y disminuir las emisiones de
gases de efecto invernadero derivadas de la produccion y aplicacion de fertilizantes
quimicos (FAO, 2022; Singh et al., 2024).

2.2.3.2. Mecanismos de accién de los microorganismos promotores del

crecimiento vegetal

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR) comprenden un
grupo diverso de bacterias capaces de establecer asociaciones benéficas con las
plantas mediante mecanismos directos e indirectos que incrementan el crecimiento,
elrendimiento y la tolerancia frente a condiciones de estrés bidtico y abidtico (Backer
et al., 2018).

Los mecanismos directos incluyen principalmente la fijacion bioldgica del nitrégeno
atmosférico, mediante la cual las bacterias convierten el nitrégeno molecular (N,) en
formas asimilables para las plantas; la solubilizacion de fosfatos minerales insolubles;
la movilizacién de potasio; la produccidén de siderdforos que incrementan la
disponibilidad de hierro; y la sintesis de fitohormonas como dcido indolacético (AlA),
giberelinas y citoquininas, responsables de estimular el desarrollo radicular y el

crecimiento de la biomasa aérea (Olanrewaju et al., 2017; A. Kumar et al., 2022).

Por otra parte, los mecanismos indirectos comprenden la produccidon de antibidticos,
enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios que limitan el desarrollo de

microorganismos fitopatdégenos. Asimismo, muchas PGPR inducen resistencia
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sistémica en las plantas, fortaleciendo sus mecanismos fisioldgicos de defensa frente

a enfermedades y estrés ambiental (Backer et al., 2018; B. K. Singh et al., 2024).

Como consecuencia de estos procesos, las plantas incrementan la eficiencia en el
uso del agua y de los nutrientes, mejoran la actividad fotosintética y presentan mayor
capacidad de recuperacion después de condiciones adversas, favoreciendo

incrementos sostenidos en la productividad agricola.
2.2.3.3. Methylobacterium symbioticum
Taxonomia y caracteristicas microbiolégicas

Methylobacterium symbioticum es una bacteria enddfita perteneciente al dominio
Bacteria, filo Psesudomonadota (antes Proteobacteria), clase Alphaproteobacteria,
orden Hyphomicrobiales, familia Methylobacteriaceae y género Methylobacterium.
Este género comprende bacterias ampliamente distribuidas en ecosistemas terrestres
que establecen relaciones mutualistas con numerosas especies vegetales,
favoreciendo procesos relacionados con la nutricién, el crecimiento y la adaptacion

al estrés ambiental (Knief, 2015; Grossi et al., 2024).

Los andilisis filogendmicos mds recientes evidencian que M. symbioticum forma parte
del grupo de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, Plant Growth-
Promoting Bacteria), caracterizadas por colonizar eficientemente tejidos internos de

las plantas sin inducir sintomas de patogenicidad (Guha & Mandal Biswas, 2024).

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Methylobacterium symbioticum

Categoria Nombre
Dominio Bacteria
Filo Pseudomonadota (Proteobacteria)
Clase Alphaproteobacteria
Orden Hyphomicrobiales
Familia Methylobacteriaceae
Género Methylobacterium
Especie Methylobacterium symbioticum

Fuente: Grossi et al. (2024).

Desde el punto de vista microbioldgico, M. symbioticum es una bacteria Gram
negativa, aerobia estricta, no esporulada y con morfologia bacilar. Forma colonias
de color rosado debido a la presencia de carotenoides, pigmentos que protegen a
la célula frente a la radiacién ultravioleta y al estrés oxidativo (Knief, 2015). Asimismo,
presenta crecimiento relativamente lento en medios de cultivo y posee una elevada

capacidad para colonizar hojas, tallos y otros érganos vegetales, estableciendo
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asociaciones endofitas estables que benefician el desarrollo fisioldgico de la planta
(Grossi et al., 2024).

Metabolismo metilotréfico y colonizacion vegetal

Una de las principales caracteristicas fisioldgicas de Methylobacterium symbioticum
es su metabolismo metilotréfico facultativo, que le permite utilizar compuestos de un
solo carbono, principalmente metanol, como fuente de energia y carbono (Knief,
2015). Este alcohol es liberado naturalmente por las plantas durante la desmetilacion
de las pectinas que ocurre en los procesos de expansion celular, generando un
microambiente favorable para el establecimiento de bacterias metilotréficas sobre

la superficie foliar (Guha & Mandal Biswas, 2024).

Inicialmente, la bacteria coloniza la fildsfera, adhiriéndose a la cuticula y a las
regiones cercanas a los estomas. Posteriormente, puede ingresar a los tejidos internos
mediante aberturas naturales o pequenas heridas, estableciéndose como un
microorganismo endofito sin ocasionar danos al hospedero (Grossi et al., 2024). Esta
interaccion facilita un intercambio permanente de metabolitos entre la planta y la
bacteria, favoreciendo relaciones mutualistas que incrementan la eficiencia

fisiolégica del cultivo.

Diversos estudios han demostrado que especies del género Methylobacterium
pueden colonizar hojas, tallos, flores, semillas e incluso raices, lo que evidencia una
elevada plasticidad ecoldgica y explica su creciente utilizacidn como componente
de biofertilizantes comerciales destinados a mejorar el crecimiento y la productividad

agricola (Abou Jaoudé et al., 2024).
Mecanismos promotores del crecimiento vegetal

El efecto bioestimulante de Methylobacterium symbioticum se debe a diversos
mecanismos fisioldgicos que actian simultdneamente sobre el metabolismo vegetal.
Uno de los mds importantes corresponde a su participacion en la fijacion bioldgica
del nitrébgeno, proceso mediante el cual una fracciéon del nitrbgeno atmosférico es
transformada en formas asimilables por las plantas, contribuyendo a mejorar la
eficiencia en el uso de este nutriente y reduciendo parcialmente la dependencia de

fertilizantes nitrogenados minerales (Li et al., 2024).

39



Asimismo, M. symbioticum sintetiza fitohormonas, principalmente dcido indolacético
(AlA), las cuales estimulan la division y elongacion celular, favorecen la formacion de
raices laterales y aumentan la superficie de absorcion de agua y nutrientes.
Investigaciones recientes también reportan la produccién de citoquininas y otros
compuestos reguladores del crecimiento que mejoran el desarrollo vegetativo y la

actividad fotosintética de las plantas (Grossi et al., 2024).

De igual manera, esta bacteria produce vitaminas del complejo B, aminodcidos y
diversos metabolitos secundarios que favorecen el metabolismo vegetal.
Paralelomente, incrementa la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa,
peroxidasa y superdxido dismutasa, reduciendo la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno y mejorando la tolerancia de las plantas frente a condiciones
de estrés abidtico, como déficit hidrico, altas temperaturas y salinidad (Fanai et al.,
2024).

Como resultado de estos mecanismos fisioldgicos, numerosas investigaciones han
documentado incrementos significativos en el contenido de clorofila, mayor
eficiencia fotosintética, incremento del crecimiento vegetativo y una mayor
produccion de biomasa, especialmente cuando la bacteria se incorpora como
biofertilizante en cultivos agricolas de interés econdmico (Grossi et al., 2024; Li et al.,
2024).

Aplicaciones agricolas

Durante la Ultima década, Methylobacterium symbioticum ha adqguirido creciente
importancia dentro de la agricultura sostenible debido a su utilizacidbn como
biofertilizante para mejorar la eficiencia del uso del nitrdbgeno y reducir parcialmente
la aplicacion de fertilizantes minerales. Diversas formulaciones comerciales basadas
en esta bacteria han demostrado efectos positivos sobre el crecimiento vegetal, el
desarrollo radicular y el rendimiento de diferentes cultivos bajo condiciones de

campo (Li et al., 2024).

Las aplicaciones mds documentadas corresponden a cereales, leguminosas,
hortalizas y cultivos industriales; sin embargo, investigaciones recientes también
evidencian resultados promisorios en gramineas forrajeras, donde la inoculaciéon
favorece el incremento de la biomasa, mejora la actividad fotosintética y aumenta

la eficiencia fisiolégica del cultivo (Grossi et al., 2024).
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Aunque la informacién especifica sobre Lolium perenne aun es limitada, las
caracteristicas fisioldgicas de M. symbioticum permiten considerar a esta bacteria
como un microorganismo con alto potencial para sistemas ganaderos sostenibles. En
este contexto, su incorporacion al biol elaborado a partir de lactosuero constituye
una estrategia biotecnoldgica prometedora para incrementar el crecimiento y la
calidad nutricional del raigrds, reduciendo simulténeamente la dependencia de
fertilizantes nitfrogenados sintéticos y contribuyendo al desarrollo de sistemas de

produccion mas sostenibles (Guha & Mandal Biswas, 2024; Li et al., 2024).
2.2.3.4. Azospirillum brasilense
Taxonomia y caracteristicas microbiolégicas

Azospirilum  brasilense es una bacteria promotora del crecimiento vegetal
ampliomente estudiada por su capacidad para establecer asociaciones benéficas
con gramineas y ofros cultivos de importancia agricola. Taxondmicamente
pertenece al dominio Bacteria, filo Pseudomonadota (Proteobacteria), clase
Alohaproteobacteria, orden Hyphomicrobiales, familia Azospirillaceae, género
Azospirillum y especie Azospirillum brasilense. Diversos estudios filogenéticos han
demostrado que esta especie constituye uno de los microorganismos mds utilizados
como biofertilizante en cereales, pasturas y otros cultivos debido a su elevada
capacidad para promover el crecimiento vegetal mediante multiples mecanismos

fisioldgicos.

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de Azospirillum brasilense

Categoria Nombre
Dominio Bacteria
Filo Pseudomonadota (Proteobacteria)
Clase Alphaproteobacteria
Orden Hyphomicrobiales
Familia Azospirilaceae
Género Azospirillum
Especie Azospirillum brasilense

Fuente: Martinez et al. (2023).

Desde el punto de vista microbioldgico, A. brasilense es una bacteria Gram negativa,
con forma de bacilo ligeramente curvo, mévil gracias a la presencia de flagelos
polares y laterales, no esporulada y de metabolismo quimioorganotréfico. Presenta
crecimiento 6ptfimo en ambientes con disponibilidad moderada de oxigeno,

condicion que favorece la actividad de la enzima nitrogenasa responsable de la
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fijacion bioldgica del nitrdgeno. Ademds, posee una elevada capacidad para
sintetizar sustancias extracelulares que facilitan su adhesion a la superficie radical y la

formacién de biopeliculas estables.

Suimportancia agricola radica en la facilidad para colonizar la rizdsfera de gramineas
y establecer asociaciones no simbidticas altamente eficientes, sin inducir estructuras
especializadas como los nédulos presentes en las leguminosas. Esta caracteristica
permite su utilizacion en una amplia diversidad de especies agricolas, especialmente

maiz, trigo, arroz, cebada, cana de azdcar y pasturas.
Colonizacién de la rizésfera

El establecimiento de Azospirillum brasilense sobre las raices constituye uno de los
procesos mds importantes para ejercer sus efectos promotores del crecimiento
vegetal. La colonizacién inicia mediante procesos de quimiotaxis, donde la bacteria
responde a los compuestos orgdnicos liberados por los exudados radicales,
particularmente aminodcidos, azucares y dcidos orgdnicos, que actian como

senales quimicas para su atraccién hacia la superficie de la raiz.

Posteriormente, la bacteria se adhiere a la epidermis radical mediante la produccion
de exopolisacdridos y otras moléculas de adhesion que favorecen la formacion de
biopeliculas (biofilms). Estas estructuras incrementan la estabilidad de la poblaciéon
bacteriana, mejoran la comunicacion celular y favorecen el intercambio de
metabolitos entre la bacteria y la planta, permitiendo una colonizacidn persistente

durante gran parte del ciclo del cultivo.

Aunque A. brasilense se considera principalmente una bacteria rizosférica, diferentes
investigaciones han demostrado que determinadas cepas pueden colonizar
parcialmente los tejidos internos de las raices y de la base del tallo, estableciendo
asociaciones endofiticas de baja intensidad. Esta estrecha interaccion mejora la
absorcién de agua y nutrientes, favorece el desarrollo del sistema radical y aumenta
la capacidad de exploracion del suelo, particularmente en gramineas utilizadas para

produccion de forraje.
Mecanismos promotores del crecimiento vegetal

El principal mecanismo asociado a Azospirillum brasilense corresponde a la fijacion
bioldgica del nitrdgeno atmosférico. Mediante la accion del complejo enzimdtico

nitrogenasa, la bacteria transforma parte del nitrdgeno molecular (N,) en formas
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aprovechables para la planta, incrementando la disponibilidad de este nutriente y
mejorando la eficiencia del uso del nitrédgeno, especialmente cuando se combina

con dosis moderadas de fertilizacidon mineral.

Ademds de la fijacion bioldgica del nitrdbgeno, A. brasilense sintetiza fitohormonas
como dcido indolacético (AlA), giberelinas y citoquininas, las cuales estimulan la
division y elongaciéon celular, incrementan la formacion de raices laterales y pelos
absorbentes y favorecen una mayor exploracion del volumen del suelo. Como
consecuencia, las plantas presentan mayor capacidad para absorber agua y
nutrientes minerales, reflejdndose en incrementos del crecimiento vegetativo y de la

produccion de biomasa.

Otro mecanismo relevante consiste en la produccidén de siderdforos, moléculas
capaces de quelar hierro presente en el suelo y facilitar su disponibilidad para la
planta. Paralelamente, muchas cepas producen la enzima ACC desaminasa, que
reduce la concentracion de etileno inducido por estrés, favoreciendo el crecimiento
radical bajo condiciones de sequia, salinidad o deficiencia nutricional. Estos
mecanismos incrementan la tolerancia fisioldgica de los cultivos frente a diferentes

factores de estrés abidtico.

Diversas investigaciones realizadas en cereales, tubérculos y gramineas forrajeras han
demostrado que la inoculacién con A. brasilense incrementa la biomasa aérea y
radical, mejora la absorcion de nitrogeno, fésforo y potasio, aumenta la eficiencia
fotosintética y favorece mayores rendimientos cuando se integra dentro de

programas de manejo nutricional sostenible.
Aplicaciones agricolas

Actualmente, Azospirillum brasilense constituye uno de los microorganismos mas
utilizados en la industria mundial de los biofertilizantes. Diversas formulaciones
comerciales elaboradas con las cepas Ab-V5 y Ab-Vé han sido ampliamente
adoptadas en sistemas agricolas de Brasil y otros paises, donde han demostrado
incrementos consistentes en el desarrollo radical, la absorcion de nutrientes, la
productividad vy la eficiencia del uso del nitrdgeno en cultivos de maiz, trigo, arroz,

cebaday pasturas.

En investigaciones recientes también se han documentado efectos positivos en

papa, yuca, hortalizas y sistemas hidropdnicos, observdndose incrementos en la
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acumulacion de biomasa, el contenido de nitrogeno foliar y el rendimiento,
particularmente cuando la inoculacidon se complementa con programas racionales

de fertilizacion nitrogenada.

En especies forrajeras, A. brasilense representa una alternativa promisoria para
incrementar la productividad de las praderas y reducir parcialmente la dependencia
de fertilizantes nitrogenados sintéticos. En consecuencia, su incorporacion como
microorganismo enriquecedor del biol elaborado a partir de lactosuero constituye
una estrategia biotecnoldgica con alto potencial para mejorar el crecimiento, la
produccion de biomasa y la calidad nutricional del raigrds (Lolium perenne L.) bajo

las condiciones agroecoldgicas del norte del Ecuador.
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lIl. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
3.1.1. Enfoque

La presente investigacion adoptd un enfoque de cardcter cuantitativo, debido a que
se fundamentd en la recoleccion de datos numeéricos y su posterior andlisis estadistico
para caracterizar el desarrollo del raigrés perenne (Lolium perenne L.). Se evaluaron
de forma objetiva variables morfolégicas (altura de planta y nUmero de hojas) y de
rendimiento de biomasa (materia verde y materia seca) en dos cortes sucesivos,
ademds de un andlisis de composicion bromatoldgica final. Adicionalmente, se
incorpord un andlisis financiero de beneficio-costo para determinar la rentabilidad

econdmica de cada dosis evaluada en funcidn de su eficiencia productiva.
3.1.2. Tipo de Investigacion

El estudio corresponde a una investigacion de tipo experimental, porque busca
resolver un problema agrondmico local mediante el uso de biol enriquecido con la
manipulacién de forma intencional de las variables independientes (dosis de biol y
tipos de bacterias fijadoras de nitrdgeno) para medir su efecto sobre el rendimiento

del forraje.
3.2. HIPOTESIS
Hipotesis Alternativa (Ha)

La aplicacion de diferentes dosis de biol elaborado a base de lactosuero vy
enriquecido con bacterias fijadoras de nitrégeno influye significativamente en el

crecimiento y en la calidad nutricional del raigrds perenne (Lolium perenne L.).
Hipotesis Nula (HO)

La aplicacion de diferentes dosis de biol elaborado a base de lactosuero y
enriquecido con bacterias fijadoras de nitrdgeno no influye significativamente en el

crecimiento ni en la calidad nutricional del raigrds perenne (Lolium perenne L.).
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
3.3.1. Definicidon de las variables

Variable independiente: Dosis de biol elaborado a base de lactosuero (0%, 50% y
100%) y dos tipos de bacterias fijadoras de nitrégeno (Methylobacterium symbioticum

y Azospirillum brasilense).

Variable dependiente: Crecimiento vegetativo (altura de planta y nUmero de hojas),
produccion de biomasa (materia verde y materia seca) en dos cortes, calidad
nutricional bromatoldgica (humedad, cenizas, extracto etéreo, proteina cruda, fibra
y elementos libres de nitrégeno) y rentabilidad econdmica (relaciéon costo-beneficio)

del raigrds perenne (Lolium perenne L.).
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3.3.2. Operacionalizacion de las variables

Tabla 5. Operacionalizacion de variables

Variable

Dimensiones

Indicadores

Técnicas

Instrumentos

Independiente

Dependiente

Biol a base de
lactosuero

Bacterias fijadoras de
nitrégeno

Altura de planta

NUmero de hojas

Materia verde

Materia seca

Rendimiento

Composicidn
bromatoldgica

Andlisis econdmico

Niveles de biol: 0%, 50% y 100% de la
dosis de campo

1 g/L Methylobacterium symbioticum
7.5 ml/L Azospirillum brasilense

En centimetros (cm) se midié cada 7
dias desde el dia 17 hasta el dia 88

En Unidades medidos cada 7 dias
desde el dia 17 hasta el dia 88

En gramos por metro cuadrado (g/m?2)
obtenidos en el Corte 1y Corte 2 a los
60 y 88 dias después de la siembra.

En gramos por metro cuadrado (g/m2)
obtenidos en el Corte 1y Corte 2

En Kg/ha sumado la materia verde de
los 2 cortes.

Porcentaje (%) de humedad, cenizas,
proteina cruda, extracto etéreo, fibra
cruda y extracto libre de nitrégeno
(ELN).

Valor expresado en ddlares
americanos (USD) al finalizar la
investigacion.

Aplicacién foliar dirigida al follaje y
aplicacién en drench dirigida a la
rizosfera. Aplicada los dias 30, 45, 60y
75.

Medicién fisica de la hoja mds larga
desde la base

Conteo directo en las plantas de la
parcela neta.

Método del cuadrante para el corte
de forraje y pesaje de la biomasa
fotal.

Deshidratacion de la materia verde
por calor.

Sumar los valores de materia verde
de las dos cosechas.

Andlisis bromatoldgico a partir de
una muestra compuesta de 1000 g
de materia verde enviada fras el
segundo corte.

Andlisis econdmico mediante el
cociente matemdtico entre el
beneficio neto y el costo de inversién
por fratamiento.

Bomba de mochila,
probetas graduadas,
cuaderno de campo y
esfero.

Flexbmetro (metro),
cuaderno de campo y
esfero.

Cuaderno de campo y
esfero.

Cuadrante metdlico de 1
m2, balanza digital

Horno de secado, balanza

digital

Computadora portdatil

Balanza digital

Computadora portdtil
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3.4. METODOS UTILIZADOS
3.4.1. Area de estudio

La investigacion de campo se llevd a cabo en el Centro Experimental "San Francisco”
de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi (UPEC), situado en el cantén Huaca,
provincia del Carchi, Ecuador. El sitio de ensayo se ubica bajo las coordenadas
geogrdficas de 0°36'55" de Latitud Norte y 77°45'07" de Longitud Oeste.

El lote experimental se encuentra a una altitud de 2.890 m s. n. m., caracterizdndose
por una precipitacion anual media de 950 mm, una temperatura promedio de 11,5
°C y una humedad relativa promedio del 78%. De acuerdo con la clasificacion de
Pena (2012), la zona corresponde a una estepa espinosa Montano Bajo (ee-MB).
Debido a las caracteristicas agrondmicas de adaptacion del raigrds perenne (Lolium
perenne L.) a este clima templado-frio, el estudio se desarrolld a campo abierto para

evaluar los tratamientos bajo las condiciones naturales de la region.

Ecuador country

~ CARCHI

Y

Carchi Province

HUACA

SYMBOLOGY

Experimental center limit

- Study area

Figura 2. Ubicacion del experimento

3.4.2. Tratamientos del diseno experimental

La investigacion se constituyd de 10 tfratamientos que se describen a contfinuacion:

Tabla 6. Tratamientos del experimento

Tratamientos Factor A Factor B
Dosis de biol Tipo de bacteria
T 0% Methylobacterium symbiotficum
T2 50 % Methylobacterium symbiotficum
T3 100 % Methylobacterium symbiotficum
T4 0% Azospirillum brasilense
T5 50 % Azospirillum brasilense
T6 100 % Azospirillum brasilense
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T7 0% Sin bacteria

T8 50 % Sin bacteria
T9 100 % Sin bacteria
T10 Testigo quimico (CRECIMAX-700/ 1 gr/L)

Nota. La dosis de biol del 100% corresponde a 500 mL de biol en 1500 mL de agua; la
del 50% a 250 mL de biol en 1750 mL de agua. En los tratamientos con inoculantes
bacterianos, se aplicé una dosis de 1 g/L para Methylobacterium symbioticum y 7,5
mL/L para Azospirillum brasilense.

3.4.3. Caracteristicas del diseno experimental

La investigacion de campo se ejecutd utilizando un Diseno de Bloques
Completamente al Azar (DBCA) con un arreglo factorial de 3x3+1, estructurando un
total de 10 fratamientos y 4 repeticiones, lo que dio como resultado un total de 40
unidades experimentales. Cada unidad experimental contd con una dimensidon de 3
m x 3 m, abarcando un drea individual de 9 m2. El drea total destinada para la
implantacion del ensayo fue de 756 m?, superficie que incluyd pasillos de separacion
de 1 m entre parcelas y de 2 m entre bloques, garantizando el aislamiento necesario
para mitigar el efecto de borde y evitar la contaminacién cruzada entre los

fratamientos.

Tabla 7. Caracteristicas del experimento

DBCA con arreglo factorial 3 x 3 + 1 Dimensiones
Tratamientos 10
Repeticiones 4
Unidades experimentales 40
Area de unidad experimental (3Mx3m)=9m2
Area total del experimento 756 m?
Cantidad de semilla por unidad experimental 50g
Distancia entre parcelas ITm
Distancia entre bloques 2m
Parcela neta (plantas) 5

3.4.4. Distribucion y caracteristicas del experimento

Para la distribucién fisica del experimento en campo, se implementd un Diseno de
Bloques Completamente al Azar (DBCA) con un arreglo factorial 3x3+1. El ensayo se
conformd por un total de 40 unidades experimentales, resultado de la interaccion
entre los 10 fratamientos evaluados y las 4 repeticiones establecidas. Esta disposicion
permitid controlar la variabilidad del terreno y garantizar la validez estadistica de los

resultados.

Cada unidad experimental contd con una superficie individual de 9 m2 (3 m x 3 m).

Para la correcta ejecucion de las labores culturales y evitar la interferencia entre
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tfratamientos, se definieron distancias de seguridad consistentes en 1 m entre parcelas
y 2 m entre bloques, lo que permitid un drea total de estudio de 756 m2. La siembra se
realizé utilizando una cantidad de 50 g de semilla por unidad experimental. Para la
toma de datos biométricos y de rendimiento, se establecid una parcela neta
conformada por 5 plantas centrales en cada unidad experimental, descartando los
bordes perimetrales para asegurar la representatividad de la muestra y minimizar el

efecto de borde en el cultivo de cebada.

Im
-+ —F
1 m F 3
3m || T3R1 T7R1 T9R1 TiR1 T6R1
r I m
T10R1 T5R1 T2R1 T8R1 T4R1 BLOQUE 1
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r
1r1 m
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v
21m

Figura 3. Distribucion del ensayo

3.4.5. Poblacion y muestra de la investigacion

La poblacién de la presente investigacion estuvo conformada por la totalidad de
plantas de raigrds (Lolium perenne L.) establecidas en el drea experimental (756 m?),
las cuales fueron distribuidas en las 40 unidades experimentales que integraron el

diseno de bloques completamente al azar.

Para la muestray la evaluacion de las variables de crecimiento, rendimiento y calidad

nutricional, se aplicd un muestreo sistemdtico dentro de cada unidad experimental.
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Se selecciond una parcela neta, constituida por 5 plantas centrales por cada unidad,
descartando las plantas perimetrales para eliminar el efecto de borde y minimizar

variaciones ambientales no controladas en los extremos de las parcelas.

el sfonfe s onfesioferfevio e felevio e
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Figura 4. Parcela neta

3.4.6. Procedimientos

1. Elaboracién del biol

Antes de iniciar la fase experimental de campo, se procedid a elaborar el biol
siguiendo las directrices técnicas del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA, 2008). El proceso de fermentacion se llevd a cabo en un fanque biodigestor de
160 litros de capacidad. Para la preparacion se utilizaron 38 kg de estiercol de porcino
(fuente de microorganismos y materia orgdnica), 8 L de lactosuero (fuente de lactosa
como energia bacteriana), 4 kg de hojas picadas de leguminosas (aporte de
nitrdgeno y estructura), 2 kg de ceniza (aporte de minerales como potasio y calcio),
4 L de melaza (fuente de azucares para activar la fermentacion), 30 g de levadura

(para acelerar el proceso) y 90 L de agua como medio liquido.

Una vez homogeneizada la mezcla, el biodigestor se selld herméticamente. Enla tapa
superior se instald una valvula de escape de gases (frampa de agua), consistente en
una manguera plastica sellada al tanque cuyo extremo opuesto se sumergié en una
botella con agua, garantizando asi un ambiente estrictamente anaerdbico. El biol se
dejo fermentar durante 70 dias en un espacio protegido de la incidencia solar y las
precipitaciones. Finalizado el periodo, el liquido fue filtrado y almacenado. Una

muestra representativa del producto final fue enviada al laboratorio LABONORT de la
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ciudad de Ibarra para su respectivo andlisis quimico (pH, conductividad eléctrica y

macronutrientes).
2. Andlisis de suelo

Previo a la instalacién del experimento en el Centro Experimental San Francisco, se
tomd una muestra representativa del suelo en el drea de campo abierto destinada
para el ensayo. La muestra fue sometida a un andilisis fisico-quimico para determinar
las condiciones iniciales de fertilidad, pH y disponibilidad de macronutrientes. Estos
datos sirvieron como linea base para conocer el estado nutricional del terreno vy
asegurar que las condiciones de partida fueran homogéneas para todos los

fratamientos a evaluar.
3. Preparacion del drea experimental

El ensayo se desarrolld bajo condiciones de campo abierto. El drea fue
acondicionada aproximadamente 15 dias antes de la siembra mediante labores
mecanizadas. Se utilizdé un arado de discos para remover el suelo a una profundidad
de 25 a 30 cm, rompiendo las capas compactadas. Posteriormente, se pasd una
rastra para desmenuzar los terrones, nivelar la superficie y eliminar malezas
emergentes, garantizando una cama de siembra con textura suelta y humedad

6ptima.
4. Trazado y delimitacion

Se implementd un Diseno de Bloques Completamente al Azar (DBCA) con arreglo
factorial 3 x 3 + 1. Se delimitaron fisicamente las 40 unidades experimentales (de 9 m?
cada una) utilizando estacas, cordeles y rotulos de identificacion. Para evitar la deriva
o "contaminacién cruzada" de los bioles durante las aplicaciones, se establecieron

pasillos de separacion de 1 metro entre parcelas y de 2 metros entre bloques.
5. Siembra

Se utilizé semilla certificada de raigrds perenne (Lolium perenne L.). La siembra se
realizd manualmente utilizando el método al voleo, aplicando una densidad de 50
gramos de semilla por cada unidad experimental (2 kg en total para el ensayo). Para
asegurar la uniformidad, la semilla se esparcid en dos direcciones cruzadas y
posteriormente se realizd un ligero rastrilado manual para cubrirla con una capa

delgada de suelo (1 cm).
6. Elaboracion y aplicaciéon de los tfratamientos
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Previo al ensayo, el biol de lactosuero se fermentd anaerébicamente durante 70 dias.
Para las aplicaciones en campo, se prepararon soluciones con un volumen constante
de 2 litros por parcela (con dosis de biol al 0%, 50% y 100%). A estas soluciones se les
adicionaron las bacterias fijadoras (Methylobacterium symbioticum a 1 g/L vy
Azospirillum brasilense a 7,5 mL/L). Las aplicaciones se realizaron mediante bomba de
mochila a los 30 y 45 dias después de la siembra, y posteriormente a los 60 y 75 dias,

mientras que el testigo quimico recibid el producto CRECIMAX-700.
7. Manejo agronémico y Cortes

Durante el ciclo del cultivo, se ejecutd un monitoreo constante y control manual de
malezas. A los 60 dias después de la siembra (dds), se realizé el primer corte (corte de
igualacién) empleando una motoguadana. Se dejoé un residuo de 5 cm de altura
desde el nivel del suelo para estimular un rebrote uniforme. A los 88 dds se realizd el

segundo corte de evaluacion bajo los mismos pardmetros técnicos.
8. Recoleccion de datos y Cosecha de biomasa

La foma de datos morfolégicos (altura y nUmero de hojas) se realizdé en el Corte 1y
Corte 2 a los 60 y 88 dias después de la siembra midiendo directamente la parcela
neta (10 plantas centrales). La evaluacion del rendimiento de materia verde se
ejecutd pesando la biomasa total cosechada por parcela, y la materia seca se
calculd deshidratando submuestras de 100 g. Finalmente, en el segundo corte se
enviaron muestras al laboratorio del INIAP para el andlisis bromatoldgico, y se
procedio al cdlculo de rentabilidad mediante la relacidn Beneficio/Costo por

tfratamiento.
3.4.7. Variables evaluadas
3.4.7.1. Altura de planta

Se midié en centimetros (cm) utilizando un flexdmetro. La medicion fisica se realizd
tomando como referencia desde la base del tallo a nivel del suelo hasta el dpice de
la hoja mas larga. Esta variable morfoldgica se registrd a los 60 y 88 dias después de
la siembra (dds), tomando como unidad de observacion las plantas centrales que

conformaron la parcela neta para evitar el efecto borde.
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3.4.7.2. NUmero de hojas

Consistié en el conteo visual y directo del nUmero de hojas emitidas por las plantas
dentro de la parcela neta. Este registro se ejecutd a los 60 y 88 dias después de la
siembra, permitiendo cuantificar la tasa de desarrollo foliar estimulada por la
aplicaciéon del biol a base de lactosuero y los consorcios bacterianos

(Methylobacterium symbioticum y Azospirillum brasilense).
3.4.7.3. Rendimiento de materia verde

Se determind al momento de redlizar las cosechas correspondientes al Corte 1 (a los
60 dds) y al Corte 2 (a los 88 dds). Para la toma de esta variable, se empled el método
del cuadrante metdlico de 1 m2lanzado al azar dentro de cada parcela. La biomasa
total fresca cortada dentro del drea del cuadrante se pesd inmediatamente en
campo utilizando una balanza digital, registrando el valor en gramos por metro

cuadrado (g/m2).
3.4.7.4. Porcentaje de materia seca

Para determinar el contenido de materia seca, se extrajo una muestra representativa
100 g a partir de la materia verde obtenida en cada unidad experimental, tanto en
el primer como en el segundo corte. Las muestras fueron sometidas a un proceso de
deshidrataciéon por calor utilizando un horno de secado hasta alcanzar un peso
constante. Mediante diferencia de peso en la balanza digital, se calculd la biomasa

seca, expresando el resultado final en gramos por metro cuadrado (g/m2).
3.4.7.5. Rendimiento total

Se determind sumando los valores obtenidos de materia verde de las dos cosechas
(Corte 1 y Corte 2) realizadas a los 60 y 88 dias después de la siembra. Los datos
obtenidos en las unidades experimentales fueron extrapolados y normalizados
mediante proyecciones matemdticas utilizando una computadora portdtil,

expresando el rendimiento productivo total en kilogramos por hectarea (Kg/ha).
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3.4.7.6. Composicion bromatoldgica

Esta evaluacion nutricional se ejecutd a partir de una muestra compuesta de 1000 g
de forraje (materia verde) recolectada tras el segundo corte (88 dds). La muestra
fue empacada, etiqguetada y remitida al laboratorio para su respectivo andlisis. Se
determinaron y cuantificaron, en términos de porcentaje (%), las fracciones de
humedad, cenizas, proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda y el extracto libre de

nitrdgeno (ELN).
3.4.7.7. Andlisis econdmico

Se calculd la viabilidad econdmica de la investigacidon mediante el cociente
matemdtico entre el beneficio neto y el costo de inversion total por tratamiento. Para
ello, se consideraron los costos fijos y variables de producciéon frente a los ingresos
proyectados por el rendimiento de biomasa, expresando el indicador final en ddlares
americanos (USD). Un resultado mayor a 1 determino el nivel de rentabilidad de las

alternativas de biofertilizacion evaluadas.
3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos experimentales, obtenidos a partr de un Diseno de Blogques
Completamente al Azar (DBCA) con un arreglo factorialde 3x 3 + 1 (correspondiente
a 40 unidades experimentales), fueron procesados mediante el entorno estadistico R
Studio. Inicialmente, se procedid a la verificacion de los supuestos tedricos requeridos
empleando la prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los datos, vy
la prueba de Bartlett para confirmar la homogeneidad de varianzas. Una vez
validados estos supuestos, se ejecutd el Andlisis de Varianza (ANOVA) para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas respecto a los
efectos principales de los niveles de biol a base de lactosuero (Factor A), las cepas
de bacterias fijadoras de nitrégeno (Factor B), el efecto de lainteraccion entre ambos
factores (A x B), y la comparacion ortogonal frente al fratamiento testigo absoluto (sin
aplicacién). Finalmente, para establecer la jerarquia estadistica y realizar la
separaciéon de medias de los siete tratamientos evaluados en las variables
agrondmicas y de rendimiento, se aplicé la prueba de rangos multiples de Tukey con

un nivel de significancia del 5% (p < 0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

4.1.1. Altura de planta

En la Tabla 8 se presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA) para la variable altura de
planta, evaluada en los dos momentos de cosecha del raigrds: Corte 1 (60 dias
después de la siembra - dds) y Corte 2 (88 dds).

Durante el primer corte (60 dds), el modelo estadistico detectd que el factor Bloques
presentd un efecto Muy Significativo (p < 0.01), lo que indica la existencia de un
gradiente de variabilidad en las condiciones del terreno experimental. Al evaluar los
tratamientos de forma global, se observd un efecto Significativo (p < 0.05). Sin
embargo, al desglosar el arreglo factorial puro, nila dosis de biol, ni el tipo de bacteria,
ni su interaccion presentaron diferencias estadisticas, reportando un comportamiento
No Significativo (p > 0.05). El contraste ortogonal determind un efecto Significativo (p
< 0.05) entre el comportamiento del Testigo Quimico frente al grupo general de los

fratamientos orgdnicos biofertilizados.

Para el segundo corte (88 dds), la influencia del gradiente del terreno se acentud,
mostrando el factor Bloques un efecto Altamente Significativo (p < 0.001). El
comportamiento global de los tratamientos mantuvo un efecto Significativo (p <
0.05), mientras que los factores individuales (dosis de biol y tipo de bacteria) y su
interaccion continuaron siendo No Significativos (p > 0.05). El contraste ortogonal
ratificd un efecto Significativo (p <0.05) al comparar la eficacia del uso del paquete
guimico convencional versus las alternativas orgdnicas. Los coeficientes de variacion
obtenidos oscilaron entre 11.38% vy 12.10%. Estos valores, al situarse por debajo del 15%,
evidencian una adecuada precisidon experimental en la recoleccién de los datos, lo

que otorga fiabilidad a los andlisis estadisticos realizados.
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Tabla 8. Andlisis de varianza para la variable Altura de planta Corte 1y Corte 2

Fv GL Corte 1 (60 dds) Corte 2 (88 dds)
p valor

Bloques 3 0.00372 ** 0.000661 ***
Dosis biol 2 0.41267 0.1951
Tipo bacteria 2 0.06798 0.6818
Dosis biol x Tipo bacteria 4 0.39571 0.2640
Tratamientos 9 0.04504 * 0.01533 *
Testigo vs Factorial 1 0.01629 * 0.010939 *
Error 27
Total 39
Media (cm) 19.37 29.52
CV (%) 11.38 12.10

Nota. Significado de los cédigos: 0 “***' 0.001 ***' 0.01 *' 0.05"'." 0.1 * ' 1.

En la Tabla 9, los resultados de la Prueba de Tukey al 5% para la altura de planta en
el Corte 1 indicaron que el fratamiento mas exitoso fue el T10 (Testigo Quimico), con
una media de 22.05 cm. Ademds, dentro del factor de microorganismos y bioles, el
tratamiento TS (50% Biol + Azospirillum) alcanzd una media de 20.85 cm. Esto sugiere
que el uso del paquete quimico convencional (identificado como T10) fue el mas
favorable para esta variable en la primera etapa, aunque compartié rango de
significancia con varias combinaciones orgdnicas. Por otro lado, se muestra la Prueba
de Tukey al 5% para el Corte 2, donde se identifica que el tratamiento T10 (Testigo
Quimico) continud siendo el mds exitoso con una media de 34.15 cm. Sin embargo,
el tratamiento T9 (100% Biol + Sin bacteria) destacdé como la mejor alternativa
orgdnica con una media de 31.40 cm, tomando en cuenta que se ubicd en el mismo
grupo de eficiencia. El tratamiento con los resultados mds bajos en ambas

evaluaciones fue el T7 (0% Biol + Sin bacteria).

Tabla 9. Comparacion de medias segun la prueba de Tukey para la variable Altura
de planta Corte 1y Corte 2

Corte 1 (60 dds) Corte 1 (88 dds)
Tratamiento Descripcién Media Grupo Media Grupo

(cm) (cm)
T10 Testigo Quimico (CRECIMAX-700) 22.05 a 34.15 A
T9 100% Biol + Sin bacteria 19.35 ab 31.40 Ab
T 0% Biol + Methylobacterium 18.95 ab 29.90 Ab
T3 100% Biol + Methylobacterium 19.10 ab 29.90 Ab
T8 50% Biol + Sin bacteri 18.30 ab 29.45 Ab
T5 50% Biol + Azospirillum 20.85 ab 29.45 Ab
T2 50% Biol + Methylobacterium 19.55 ab 29.20 Ab
Té 100% Biol + Azospirillum 19.15 ab 28.90 Ab
T4 0% Biol + Azospirillum 20.10 ab 28.25 Ab
17 0% Biol + Sin bacteria 16.30 b 24.60 B

Nota. Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p <0,05).
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La Figura 5 ilustra el comportamiento dindmico de la altura del raigrds a través del
tiempo, evaluado desde los 25 hasta los 88 dias después de la siembra (dds). La curva
evidencia una tendencia ascendente constante en todos los tratamientos durante

las dos fases del cultivo, lo que demuestra un crecimiento vegetativo sostenido.

El corte realizado a los 60 dds generd una caida abrupta en los valores de altura
promedio en todos los tratamientos, lo cual representa el efecto fisioldgico del
manejo del cultivo al finalizar el primer ciclo productivo. A pesar de este evento, se
observa una capacidad de rebrote inmediata al inicio del Corte 2 (67 dds),
recuperando la verticalidad y continuando con la tendencia de crecimiento hasta
los 88 ddis.

Al analizar la dispersion de las lineas, se identifica claramente que el tratamiento T10
(Testigo Quimico) mantuvo un comportamiento superior durante todo el proceso,
mostrando una tasa de crecimiento mds acelerada que el resto de los tratamientos,
coincidiendo con los resultados estadisticos obtenidos en la prueba de Tukey. En el
extremo opuesto, se distingue la linea correspondiente al fratamiento T7 (0% Biol + Sin
bacteria), el cual presentd el menor vigor y altura promedio en todas las mediciones
realizadas, confirmando que la ausencia de biofertilizacion limita significativamente
el desarrollo vertical del raigrds. El resto de las combinaciones orgdnicas mostraron un
comportamiento infermedio y homogéneo entre si, evidenciando una tendencia de

crecimiento similar, pero sin lograr superar la eficiencia del paquete quimico.

CORTE 1 CORTE 2

Tratamiento
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/ T3
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T5
T6
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¢e e

T7
T8
T9
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=

25 32 39 46 53 60 67 74 81 88
Dias después de la siembra (dds)

Figura 5. Curva de crecimiento de la altura de planta de raigrds durante el Corte 1y
Corte 2.
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4.1.2. NUmero de hojas
En la Tabla 10 se presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA) para la variable nUmero

de hojas, evaluada en los dos momentos de corte (60 y 88 dds).

En el Corte 1 (60 dds), el andilisis estadistico evidencié un efecto Altamente
Significativo (p <0.001) unicamente en el factor Bloques, lo que sugiere la presencia
de una variabilidad en las condiciones experimentales del terreno que influyd en esta
variable. Sin embargo, al evaluar el factor de estudio (Tratamientos), asi como la Dosis
de biol, el Tipo de bacteria y su interaccion, se obtuvo un comportamiento No
Significativo (p > 0.05). De igual manera, el contraste orfogonal entre el Testigo
Quimico y el grupo de los tratamientos orgdnicos fue No Significativo (p > 0.05),
indicando que no hubo una ventaja comparativa en el niUmero de hojas mediante

el uso de estos insumos.

Para el segundo corte (88 dds), no se registraron diferencias estadisticas en ninguno
de los factores evaluados, reportando todos un comportamiento No Significativo (p
> 0.05). El coeficiente de variacion fue de 6.89% en el Corte 1y de 3.58% en el Corte

2, lo que ratifica la alta precision y confiabilidad en la toma de datos experimentales.

Tabla 10. Andlisis de varianza para la variable NUmero de hojas Corte 1y Corte 2

Fv GL Corte 1 (60 dds) Corte 2 (88 dds)
p valor

Blogues 3 0.000172 *** 0.230
Dosis biol 2 0.5473 0.410
Tipo bacteria 2 0.1570 0.590
Dosis biol x Tipo bacteria 4 0.1575 0.555
Tratamientos 9 0.2332 0.526
Testigo vs Factorial 1 0.3148 0.213
Error 27

Total 39

Media (#) 2.61 2.76
CV (%) 6.89 3.58

Nota. Significado de los codigos: 0 “***’ 0.001 “**' 0.01 ** 0.05 *." 0.1 * ' 1.

EnlaTabla 11 se observa los promedios del niUmero de hojas por planta. Los resultados
confirman que no existen diferencias estadisticas entre los tfratamientos, tanto en el
Corte 1 como en el Corte 2. Esto demuestra que la aplicacion de los bioles y las
bacterias evaluadas no alteré el nUmero de hojas producidas por el raigrds en

comparacion con el testigo quimico.
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Tabla 11. Comparacion de promedios para la variable NUmero de hojas Corte 1y

Corte 2
. L, Corte 1 (60 dds) Corte 1 (88 dds)
Tratamiento Descripcion - -
Media (#) Media (#)
T1 0% Biol + Methylobacterium 2.80 2.77
T3 100% Biol + Methylobacterium 2.75 2.75
T10 Testigo Quimico (CRECIMAX-700) 2.70 2.82
15 50% Biol + Azospirillum 2.65 2.80
Té 100% Biol + Azospirillum 2.57 2.77
19 100% Biol + Sin bacteria 2.57 2.80
17 0% Biol + Sin bacteria 2.55 2.65
T8 50% Biol + Sin bacteria 2.52 2.75
T2 50% Biol + Methylobacterium 2.50 2.77
T4 0% Biol + Azospirillum 2.50 2.75
T1 50% Biol + Azospirillum 2.80 2.77

La Figura 6 ilustra el comportamiento dindmico del niUmero de hojas de raigrds a
través del tiempo, evaluado desde los 25 hasta los 88 dias después de la siembra
(dds). La curva evidencia una tendencia ascendente constante en todos los
tratamientos durante las dos fases del cultivo, lo que demuestra una emision foliar y

un crecimiento vegetativo sostenido.

El corte realizado alos 60 dds generd una caida abrupta en los valores promedios del
numero de hojas en todos los tratamientos, 1o cual representa el efecto fisioldgico
I6gico del manejo del cultivo al finalizar el primer ciclo productivo (cosecha). A pesar
de este evento, se observa una capacidad de rebrote inmediata al inicio del Corte
2 (67 dds), recuperando el vigor y continuando con la tendencia de formacion de

nuevas hojas hasta los 88 dds.

Al analizar la dispersidon de las lineas, se identifica claramente un comportamiento
aglomerado y homogéneo entre todos los tratamientos a lo largo de las
evaluaciones. A diferencia de lo observado en la altura de la planta, ninguna linea
muestra una superioridad o inferioridad marcada, coincidiendo de forma exacta con
los resultados estadisticos obtenidos en el ANOVA, donde no se reportaron diferencias
significativas. Esto confirma que tanto el uso del paquete quimico convencional (T10)
como las diversas combinaciones orgdnicas con biofertilizantes y bacterias,
promovieron una tasa de desarrollo foliar similar, indicando que el nUmero de hojas
es una caracteristica morfolégica que se mantuvo estable y no fue alterada

significativamente por los insumos aplicados.
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Figura 6. Evolucion del nUmero de hojas de raigrds durante el Corte 1y Corte 2.

4.1.3. Rendimiento de materia verde

En la Tabla 12 se presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA) para la variable
rendimiento de materia verde, evaluada en los dos momentos de cosecha: Corte 1
(60 dds) y Corte 2 (88 dds).

El modelo estadistico determind que, para ambos cortes, el factor Bloques presentd
un comportamiento No Significativo (p > 0,05). Al evaluar los tratamientos de forma
global, se evidencid un efecto Altamente Significativo (p < 0,001) tanto en el primer
como en el segundo corte, demostrando que las diferentes alternativas nutricionales

generaron rendimientos productivos claramente diferenciados.

Al analizar los factores individuales, la Dosis de biol tuvo un efecto Altamente
Significativo (p < 0,001) y el Tipo de bacteria un efecto Significativo (p < 0,05) en las
dos evaluaciones; sin embargo, la interaccién de ambos insumos (Dosis x Bacteria)
fue No Significativa (p > 0,05). El contraste ortogonal ratificd un efecto Altamente
Significativo (p < 0,001) al comparar el Testigo Quimico frente al grupo de los
tratamientos orgdnicos biofertilizados. Los coeficientes de variacion fueron de 13,39%
y 13,16% respectivamente, evidenciando una excelente precision experimental en la

toma de datos de campo.
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Tabla 12. Andlisis de varianza para la variable Rendimiento de materia verde Corte

1y Corte 2
Fv GL Corte 1 (60 dds) Corte 2 (88 dds)
p valor
Bloques 3 0.5237 0.721542
Dosis biol 2 5.34e-07 *** 3.6e-07 ***
Tipo bacteria 2 0.0261 * 0.0147 *
Dosis biol x Tipo bacteria 4 0.6028 0.5362
Tratamientos 9 3.51e-06 *** 2.51e-06 ***
Testigo vs Factorial 1 0.000542 *** 0.000381 ***
Error 27
Total 39
Media (g/m?) 669.7 624.9
CV (%) 13.39 13.16

Nota. Significado de los codigos: 0 “***' 0.001 ***' 0.01 *" 0.05 ‘. 0.1 ' ' 1.

En la Tabla 13 se detallan los resultados de la prueba de comparacidén multiple Tukey
al 5%. Para el Corte 1, los mayores rendimientos se obtuvieron con los fratamientos T10
(Testigo Quimico) y T3 (100% Biol + Methylobacterium), alcanzando medias de 836,55
g/m2 y 807,35 g/m2 respectivamente, ubicdndose ambos en el grupo de mayor

eficiencia (grupo a).

Esta tendencia favorable se consolidd en el Corte 2, donde el 13 (757,43 g/m2) y el
T10 (753,16 g/m2) compartieron nuevamente el rango de mayor significancia
estadistica (grupo a), uniéndose a ellos el fratamiento Té (100% Biol + Azospirillum) con
733,39 g/m2. En ambos cortes, el tratamiento con menor rendimiento de biomasa
verde fue el T7 (0% Biol + Sin bacteria), ubicdndose en el Ultimo rango de significancia.
Estos resultados evidencian de manera contundente que la aplicacion de dosis altas
de biol combinadas con microorganismos especificos logra igualar la productividad
de biomasa fresca del paquete quimico convencional.

Tabla 13. Comparacion de medias segun la prueba de Tukey para la variable
Rendimiento de materia verde Corte 1y Corte 2

Corte 1 (60 dds) Corte 1 (88 dds)
Tratamiento Descripcion Media Grupo Media Grupo
(g9/m?2) (g9/m?)

T10 Testigo Quimico 836,55 a 753,16 A
T3 100% Biol + Methylobacterium 807,35 a 757,43 A
T6 100% Biol + Azospirillum 763,68 ab 733,39 A
T9 100% Biol + Sin bacteria 759,45 abc 716,05 Ab
T2 50% Biol + Methylobacterium 721,13 abcd 677,76 Abc
15 50% Biol + Azospirillum 7183 abcd 661 Abc
T8 50% Biol + Sin bacteria 571,2 bcde 531,76 Bcd
T1 0% Biol + Methylobacterium 543,48 cde 509,11 Cd
T4 0% Biol + Azospirillum 534,35 de 513,51 Cd
17 0% Biol + Sin bacteria 441,65 e 395,45 D

Nota. Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p <0,05).
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4.1.4. Porcentaje de materia seca

Enla Tabla 14 se presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA) para la variable porcentaje
de materia seca, evaluada en los dos momentos de cosecha del raigrds: Corte 1 (60
dds) y Corte 2 (88 dds).

El modelo estadistico determind que, para el primer corte (60 dds), todos los factores
de estudio, incluyendo el factor Blogques, la Dosis de biol, el Tipo de bacteria, la
interaccion entre ambos insumos y los Tratamientos de forma global, presentaron un
comportamiento No Significativo (p > 0,05). El contraste ortogonal entre el Testigo
Quimico vy las alternativas orgdnicas también resultd No Significativo (p > 0,05). Esto
evidencia que las diferentes aplicaciones no alteraron de forma diferenciada la
concentracién de materia seca en esta etapa, manteniendo una media general del
19,95%, valor que se encuentra dentro de los rangos optimos de suculencia para el

consumo animal.

Esta tendencia de homogeneidad estadistica se mantuvo de forma idéntica durante
el segundo corte (88 dds), donde nuevamente todos los factores y el contraste
ortogonal reportaron un efecto No Significativo (p > 0,05), alcanzando una media
general de 22,64%. Los coeficientes de variacion obtenidos fueron de 13,48% para el
Corte 1y 13,69% para el Corte 2, demostrando una alta precision experimental y

confiabilidad en el proceso de secado y pesaje de las muestras en el laboratorio.

Tabla 14. Andlisis de varianza para la variable Porcentaje de materia seca Corte 1y

Corte 2
Fv GL Corte 1 (60 dds) Corte 2 (88 dds)
p valor

Bloques 3 0.559 0.446
Dosis biol 2 0.138 0.244
Tipo bacteria 2 0.653 0.157
Dosis biol x Tipo bacteria 4 0.690 0.476
Tratamientos 9 0.704 0.384
Testigo vs Factorial 1 0.237 0.696
Error 27

Total 39

Media (%) 19.95 22.64
CV (%) 13.48 13.69

Nota. Significado de los coédigos: 0 “***' 0.001 ***' 0.01 *" 0.05 ‘." 0.1 * " 1.

En la Tabla 15 se presenta los promedios del porcentaje de materia seca. Los
resultados muestran que en el Corte 1, los valores oscilaron entre 13,41% (T7) y 23,89%

(T6é). Para el Corte 2, los valores se mantuvieron estables, fluctuando entre 14,23% (17)
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y 29,09% (T9). Estos resultados son agrondmicamente favorables, ya que demuestran
que la combinacion de biofertilizantes orgdnicos evaluados (biol y bacterias) no
incide negativamente en la calidad estructural ni provoca una lignificaciéon
prematura del forraje al compararse con el manejo quimico convencional (T10),

garantizando un pasto altamente digestible.

Tabla 15. Comparacion de promedios para la Porcentaje de materia seca Corte 1y

Corte 2
. .. Corte 1 (60 dds) Corte 1 (88 dds)
Tratamiento Descripcion . .
Media (%) Media (%)
Té 100% Biol + Azospirillum 23,89 24,11
13 100% Biol + Methylobacterium 22,85 26,52
T9 100% Biol + Sin bacteria 22,12 29,09
15 50% Biol + Azospirillum 21,49 22,23
T 0% Biol + Methylobacterium 21,13 20,64
T8 50% Biol + Sin bacteria 20,34 22,54
T2 50% Biol + Methylobacterium 18,57 19,49
T4 0% Biol + Azospirillum 17,16 23,46
T10 Testigo Quimico 16,01 24,07
17 0% Biol + Sin bacteria 13,41 14,23

4.1.5. Rendimiento total
En la Tabla 16 se presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA) para las variables de
rendimiento forrajero, expresadas en kilogramos por hectdrea (Kg/ha), evaluando

tanto la Materia Verde (MV) como la Materia Seca (MS).

Para la Materia Verde, el modelo estadistico determind que el factor Blogues
presentd un comportamiento No Significativo (p > 0,05). Al analizar los factores de
estudio, se observo un efecto Alfamente Significativo (p < 0,001) en los Tratamientos
globales y en la Dosis de biol de manera individual. El Tipo de bacteria mostré un
efecto Significativo (p < 0,05), mientras que la interaccién directa entre los insumos
(Dosis x Bacteria) fue No Significativa (p > 0,05). El contraste ortogonal determind un
efecto Muy Significativo (p <0,01) al comparar la eficiencia del Testigo Quimico frente

al grupo factorial.

En cuanto a la Materia Seca, el factor Tratamientos evidencidé un efecto Muy
Significativo (p <0,01) y la Dosis de biol un efecto Altamente Significativo (p <0,001).
El resto de las fuentes de variacioén, incluyendo el Tipo de bacteria, la interaccién y el
confraste ortogonal, resultaron No Significativos (p > 0,05). Los coeficientes de
variacién obtenidos fueron de 13,07% para MV y 19,50% para MS, valores que se
enmarcan en los limites aceptables para ensayos agrondmicos de campo,

garantizando la confiabilidad de los datos.
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Tabla 16. Andlisis de varianza para la variable Rendimiento total de materia verde y
materia seca

Materia verde Materia seca
F.v GL
p valor

Bloques 3 0.48822 0.19832
Dosis biol 2 3.42e-07 *** 8.55e-06 ***
Tipo bacteria 2 0.018* 0.214
Dosis biol x Tipo bacteria 4 0.618 0.496
Tratamientos 9 2.17e-06 *** 0.00119 **
Testigo vs Factorial 1 0.00103 ** 0.31357
Error 27
Total 39
Media (Kg/ha) 12.946,00 2.778,00
CV (%) 13.07 19.5

Nota. Significado de los cédigos: 0 “***' 0.001 **' 0.01 *' 0.05‘." 0.1 * " 1.

En la Tabla 17 se detallan los resultados de la comparacion multiple mediante la
prueba de Tukey al 5%. Los datos demuestran la superioridad de los fratamientos T10
(Testigo Quimico) y T3 (100% Biol + Methylobacterium). En la evaluacién de Materia
Verde, ambos tratamientos encabezaron la produccion con 15.897,05 Kg/ha vy
15.647,82 Kg/harespectivamente, compartiendo el rango de mayor eficiencia (grupo

a).

Esta tendencia altamente favorable para la propuesta ecoldgica se consolidd en la
evaluacion de la Materia Seca, donde el T3 superd numéricamente al resto con
3.834,56 Kg/ha, compartiendo el rango de mayor significancia estadistica (grupo q)
con los tratamientos T9, Té6 y el Testigo Quimico (T10). En contraparte, el fratamiento T7
(0% Biol + Sin bacteria) se ubicd consistentemente en el Ultimo nivel de significancia
para ambas variables, presentando los rendimientos mds bajos del ensayo. Estos
hallazgos confirman de manera contundente que la biofertilizaciéon integral (T3)
posee la capacidad agrondmica de igualar e incluso potenciar el rendimiento

forrajero del raigrds en comparacion con el manejo quimico convencional.

Tabla 17. Comparacion de medias segun la prueba de Tukey para la variable
Rendimiento total de materia verde y materia seca

Materia verde Materia seca
Tratamiento Descripcion Media Grupo Media Grupo
(Kg/ha) (Kg/ha)

T10 Testigo Quimico 15.897,05 a 3.177,16 a
T3 100% Biol + Methylobacterium 15.647,82 a 3.834,56 a
Té 100% Biol + Azospirillum 14.970,62 ab 3.568,08 a
T9 100% Biol + Sin bacteria 14.755,00 ab 3.803,91 a
T2 50% Biol + Methylobacterium 13.988,80 abc 2.670,83 ab
75 50% Biol + Azospirillum 13.793,00 abc 3.021,34 ab
T8 50% Biol + Sin bacteria 11.029,60 bcd 2.274,93 ab
T1 0% Biol + Methylobacterium 10.525,80 cd 2.141,41 ab
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T4 0% Biol + Azospirillum 10.478,55 cd 2.129,86 ab
17 0% Biol + Sin bacteria 8.371,02 d 1.157,60 b

Nota. Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas segin la
prueba de Tukey (p <0,05).

Para determinar la relacion y dependencia entre la produccion de biomasa fresca y
la biomasa seca del raigrds, se procedidé a realizar un andlisis de correlacion de
Pearson y un modelo de regresion lineal simple utilizando los 40 datos experimentales

obtenidos en campo.

El andlisis de correlacion de Pearson determind un coeficiente (r) de 0,73. Este valor
indica una correlaciéon positiva fuerte entre ambas variables, demostrando que a
medida que aumenta el rendimiento de la materia verde, el rendimiento de la
materia seca se incrementa de forma directamente proporcional. La prueba

estadistica determiné que esta asociacion es Alfamente Significativa (p <0,001).

Posteriormente, se generd el modelo de regresion lineal simple, el cual arrojé un
coeficiente de determinacién (R cuadrado) de 0,526. Esto explica que el 52,6% de la
variabilidad en la produccion de materia seca estd directamente explicada por el
rendimiento de la materia verde obtenida en el cultivo, mientras que el porcentaje

restante responde a otros factores ecofisioldgicos y ambientales.
La ecuacién predictiva resultante del modelo fue: MS =-811,91 + 0,28 * MV.

Desde el punto de vista agrondmico, esta ecuacion matemdtica constituye una
herramienta de alto valor predictivo. Al infroducir el dato de Materia Verde (MV)
cosechada en campo dentro de la féormula, se puede calcular con un alto nivel de
confianza estadistico la cantidad de Materia Seca (MS) que estard disponible para
la nutricion animal, optimizando asi la toma de decisiones en el manejo forrajero y la

capacidad de carga animal.

66



5000 1 ®

4000 A

3000 1

2000 1

Rendimiento de Materia Seca (Kg/ha)

1000 o

7500 10000 12500 15000 17500
Rendimiento de Materia Verde (Kg/ha)

Figura 7. Andlisis de correlacion y regresion lineal entre el rendimiento de materia
verde y materia seca.

4.1.6. Composicion bromatolégica

Debido a que el andlisis bromatoldégico se realizd a partir de una muestra compuesta
representativa del bloque | a los 88 dias después de la siembra (dds), los resultados se
analizaron mediante estadistica descriptiva, evaluando la calidad nutricional del
forraje frente a los requerimientos tedricos dptimos para el raigrds (Lolium perenne).
En la Tabla 18 se detallan los porcentajes de Humedad, y los componentes
expresados en base a materia seca (Cenizas, Extracto Etéreo, Proteina, Fibra vy
Elementos Libres de Nitrédgeno) obtenidos para cada uno de los tratamientos de

estudio.

Tabla 18. Composicion bromatoldgica del raigrds a los 88 dds segun tratamiento

. Humedad Cenizas Extracto Etéreo Proteina  Fibra
Trat Descripcion ELN (%
P (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0% Biol +
T1 Methylobacterium 86,04 11,8 4,32 18,58 21,58 44,63
50% Biol +
T2 Methylobacterium 86,49 11,65 514 17.88 23,72 42,44
100% Biol +
T3 Methylobacterium 85,7 12,43 6,47 19,2 22,82 42,91
T4 0% Biol + 87,47 11,39 5,35 164 2351 37,33
Azospirillum
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50% Biol +

15 i« 87,14 11,67 5,49 167 2388 40,07
Azospirillum
T6 100% Biol + 86,89 12,07 4.4 1938 2462 43,18
Azospirillum
17 0% Biol + Sin 87,39 11,81 3,41 16,15 2493 39,96
bacteria
18 50% Biol + Sin 86,84 11,74 4,39 1817 245 41,19
bacteria
19 100% Biol + Sin 87,03 10,89 4,38 1888 2296 4563
bacteria
10  Testigo Quimico 86,94 12,01 4,87 18,82 2376 40,54

El andlisis descriptivo para los indicadores mds criticos de calidad forrajera se ilustra
en la Figura 8. El contenido de Proteina oscild entre un valor minimo de 16,15% (17) y
un maximo de 19,38% (T6), seguido estrechamente por el T3 (19,20%), manteniendo
una media general de 18,02%. Esto demuestra que los tratamientos biofertilizados (Té
y T3), lograron sintetizar una cantidad de proteina que supera ligeramente al paquete
quimico convencional (18,82%). Por su parte, el contenido de Fibra se mantuvo en un
rango de 21,58% a 24,93%, con una media de 23,63%, valores ideales que

proporcionan "fibra efectiva" sin provocar lignificacion.
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Figura 8. Andlisis descriptivo de Proteina y Fibra (%).

En la Figura 9 se analizan los componentes de aporte energético y mineral. El Extracto
Etéreo (grasa) se ubico entre 3,41% y 6,47%, destacando el T3 con el mayor nivel de
asimilacién de lipidos vegetales. Las Cenizas promediaron un 11,75%, valores que
corroboran que la absorcidn radicular de macro y micronutrientes del suelo fue

excelente y constante en todos los bloques.
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Figura 9. Andlisis descriptivo de Extracto Etéreo y Cenizas (%).

Finalmente, la Figura 10 consolida los valores de Humedad y Elementos Libres de
Nitrégeno (ELN). La humedad fluctud entre 85,70% vy 87,47%, evidenciando un éptimo
estado de suculencia al momento de la cosecha. Los ELN promediaron un 41,79%,
asegurando que todos los tratamientos mantuvieron una adecuada reserva de

carbohidratos solubles disponibles para la fermentaciéon ruminal.
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Figura 10. Andlisis descriptivo de Humedad y ELN (%).
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4.1.7. Andlisis econdmico

Para determinar la viabilidad financiera de las alternativas de biofertilizacion
ensayadas en el cultivo de raigrds, se realizé un andlisis de rentabilidad tomando
como base los rendimientos de materia seca (MS) extrapolados a kilogramos por
hectdrea (Kg/ha) Tabla 19. Para la construccion de este modelo econdmico, se
considerd el precio referencial de venta de forraje en la zona norte del pais,
estableciéndose un valor de 0,58 USD por kilogramo de Materia Seca. Los costos por
tratamiento incluyen la sumatoria de los gastos fijos base y los costos variables

especificos sumados por cada paguete nutricional aplicado.

Al analizar los indicadores de rentabilidad Tabla 16, los resultados demuestran de
forma contundente la viabilidad financiera de las alternativas orgdnicas. El
tratamiento T9 (100% Biol + Sin bacteria) presento la relacion de rentabilidad mas alta
del ensayo con un indice de 3,08 y la mayor ufilidad neta con 1.665,61 USD. Esto
significa que, por cada ddlar invertido en este tratamiento, el productor obtiene 3,08
USD de ganancia liquida. Este pico de eficiencia econdmica obedece a que el biol
es un insumo de muy bajo costo de produccidén que, aplicado al 100%, logrd
potenciar el rendimiento casi al nivel maximo del ensayo minimizando los costos

operativos.

En segundo lugar, destaca el tratamiento T3 (100% Biol + Methylobacterium), el cual
generd el mayor Ingreso de Venta bruto absoluto (2.224,04 USD) gracias a su
excepcional rendimiento en campo (3.834,56 kg/ha MS). A pesar de requerir una
inversion ligeramente mayor por la inclusion de la cepa bacteriana (585,20 USD),
alcanzdé una excelente utilidad de 1.638,14 USD y una rentabilidad sobresaliente de
2,80.

Tanto el tratamiento T9 como el T3 y T6, superan significativamente la rentabilidad
obtenida por el pagquete de manejo convencional o Testigo Quimico (T10), el cual vio
mermada su rentabilidad (2,08) debido al alto costo comercial de los fertilizantes
sintéticos (598,84 USD).

Finalmente, el Testigo Absoluto (T7) demostré que la nula fertilizacion del pasto
representa un riesgo financiero para el ganadero, arrojando la rentabilidad mds
precaria (0,39) y una utilidad minima (189,86 USD). En conclusion, el andlisis

econdmico ratifica que la transicion hacia una biofertilizacion integral con bioles y

70



consorcios microbianos en el cultivo de raigrds no solo es un acierto ecoldgico y

agronomico, sino fambién una decision altamente rentable para el productor.

/1



Tabla 19. Andlisis econémico por hectdrea para la produccion de raigrds segun tratamiento

Costo por

Tratam Descripcin Rendimiento por Venta de produccién Ingreso de Venta Tratamiento Utilidad Rentabilidad
ientos kg/ha MS USD/kg MS (UsSD) (USD) (UsD) (Utilidad/Costo)

T 0% Biol + Methylobacterium 2.141,41 0,58 1.242,02 524,88 717,14 1,37

T2 50% Biol + Methylobacterium 2.670,83 0,58 1.549,08 555,34 993,74 1,79

T3 100% Biol + Methylobacterium 3.834,56 0,58 2.224,04 585,90 1.638,14 2,80

T4 0% Biol + Azospirillum 2.129.86 0,58 1.235,32 515,32 720,00 1,40

15 50% Biol + Azospirillum 3.021,34 0,58 1.752,38 545,60 1.206,78 2,21

Té 100% Biol + Azospirillum 3.568,08 0,58 2.069,49 575,84 1.493,65 2,59

17 0% Biol + Sin bacteria 1.157,60 0.58 671,41 481,55 189,86 0,39

T8 50% Biol + Sin bacteria 2.274,93 0,58 1.319,46 509,76 809,70 1,59

T9 100% Biol + Sin bacteria 3.803,91 0,58 2.206,27 540,66 1.665,61 3,08

T10 Testigo Quimico 3.177.16 0,58 1.842,75 598,84 1.243.91 2,08
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42. DISCUSION

La presente investigacion evalud el efecto interactivo de distintas dosis de biol a base
de lactosuero bovino y la inoculacion con bacterias diazotroficas (Methylobacterium
symbioticum y Azospirillum brasilense) sobre la dindmica productiva y nutricional del

raigrds perenne (Lolium perenne L.).
Dindmica Fenoldgica y Morfogénesis (Altura y NUmero de Hojas)

El andlisis del crecimiento vertical evidencid que el factor tratamientos determind un
efecto Significativo (p <0,05) en ambos cortes de evaluacion. El Testigo Quimico (T10,
CRECIMAX-700) lideré el crecimiento vertical, alcanzando 22,05 cm en el primer corte
y 34,15 cm a los 88 dias. Sin embargo, compartié el mismo grupo de eficiencia
estadistica con las alternativas orgdnicas, destacando el T9 (100% Biol sin bacteria)
con 31,40 cm en el segundo corte. Fisioldgicamente, la ligera superioridad inicial del
manejo quimico responde a la alta solubilidad y disponibilidad inmediata de los
macronutrientes sintéticos, los cuales generan un pico rdpido de auxinas. No
obstante, el comportamiento de las dosis altas de biol corrobora los hallazgos de Pla
y Renddn (2021), guienes demostraron que el lactosuero aporta péptidos de cadena
corta y carbohidratos que, una vez mineralizados, sostienen el crecimiento vertical de
forma constante. Aunque los autores citados reportaron alturas de hasta 45,30 cm, la
menor elongacion en la presente investigacion responde a la interaccidon genotipo-
ambiente especifica de la variedad Viscount bajo las condiciones termo-

pluviométricas del cantén Huaca.

Por ofro lado, la tasa de emisién foliar presentd un comportamiento estadisticamente
No Significativo (p > 0,05) alo largo del ensayo, estabilizdndose en una media de 2,76
hojas por macollo. Este fendmeno contrasta marcadamente con Irigoyen Olaza
(2020), quien reportd que el biol puro estimula la produccion de hasta 7,10 hojas. La
aglomeracion y homogeneidad de las curvas de crecimiento en el presente estudio
demuestran que, en el raigrds tetraploide evaluado, el macollamiento y la apariciéon
de primordios foliares exhiben un fuerte determinismo genético y estdn regulados
intfrinsecamente por la densidad de siembra, evidenciando que la arquitectura foliar
bdsica es una variable estructural poco susceptible a la manipulacion nutricional a

corto plazo.

Rendimiento de Biomasa: La Sinergia Metilofréfica y Rizosférica
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El verdadero impacto de la innovacidn biotecnoldégica se expresé en la
productividad volumétrica. El andlisis de varianza para la Materia Verde (MV) arrojo
un efecto Altamente Significativo (p < 0,001). En el primer y segundo corte, el
tratamiento T3 (100% Biol + Methylobacterium) iguald la productividad del paguete
quimico, alcanzando un total acumulado de 15.647,82 kg/ha. Esta eficiencia se
consolidé de manera irefutable en la Materia Seca (MS), donde se registré un efecto
Muy Significativo (p <0,01), posicionando al T3 como el tfratamiento lider absoluto con
3.834,56 kg/ha.

Este comportamiento agrondmico excepcional valida los postulados de Collahuazo
y Maldonado (2022) y Hott Diaz (2023). Bioguimicamente, el éxito del T3 se explica por
la colonizacidon de la filosfera: Methylobacterium symbioticum es una bacteria
metilotréfica que consume el metanol emitido como desecho por los estomas de la
hoja durante el crecimiento celular y, en simbiosis, fija nitrédgeno atmosférico
entregdndolo directamente al tejido vegetal en forma de amonio. Al combinar esta
fijacion foliar con el 100% de biol de lactosuero que actua como un "caldo"
energético rico en lactosa y bacterias dcido-ldcticas se optimiza la particion de
asimilados, logrando igualar y superar el techo productivo del CRECIMAX-700 sin
inducir desecacion prematura, manteniendo un porcentaje de materia seca estable
y No Significativo (p > 0,05) con una media del 22,64%. La robustez de este hallazgo
se respalda por una correlacion positiva fuerte entre MV y MS (r = 0,73; Altamente

Significativa p < 0,001).
Calidad Bromatolégica

Desde el enfoque de la nutricidon de rumiantes, la investigacidon comprobd que la
inoculacion con bacterias enddéfitas enriquece el valor bioldgico del forraje. Los
tratamientos inoculados Té (100% Biol + Azospirilum) y T3 superaron el 18,82% de
proteina cruda del testigo quimico, alcanzando 19,38% y 19,20% respectivamente.
Este comportamiento se alinea con WingChing-Jones et al. (2020), quienes explican
que Azospirilum brasilense (aplicado en el T6) excreta reguladores de crecimiento
como el dcido indolacético (AIA) directamente en la rizosfera, multiplicando la
densidad de los pelos absorbentes. Esta hipertrofia radicular, sumada a la fijaciéon
bioldgica, incrementd la captura de los minerales disueltos, tfraduciéndose en una

mayor sintesis de aminodcidos foliares.
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Asimismo, los datos bromatolégicos se ajustan a los exigentes pardmetros de
Villalobos y S&nchez (2010), confirmando que el raigrds cosechado (especialmente
el T6 y T3) alcanzé la categoria de forraje élite. Se mantuvo una fibra efectiva idonea
(24,62% en el T6) y se elevaron los Elementos Libres de Nitfrdgeno (ELN) al 42,91% en el
T3, junto con un excepcional 6,47% de extracto etéreo. Estos valores reafirman la
posicion de Gémez y Pérez (2022), demostrando que la interacciéon del lactosuero
con la carga microbiana solubiliza y facilita la absorcion de minerales (12,43% de
cenizas en el T3), generando un pasto denso en energia metabdlica que garantiza la

sincronia requerida para una éptima degradabilidad en el rumen.
Andlisis econdmico

El impacto de la presente investigacion culmina con el andlisis de rentabilidad
financiera. La investigacion demostré una diferencia contundente: el 19 (100% Biol sin
bacteria) y el T3 (100% Biol + Methylobacterium) se posicionaron como los modelos
econdmicamente mds viables, con indices de Beneficio/Costo de 3,08 y 2,80 USD
respectivamente. Por el contrario, el paquete quimico (T10), a pesar de su alto
rendimiento bioldgico, castigd criticamente la utilidad del productor reduciendo su

indice a 2,08 debido al costo de adquisicion del fertilizante comercial.

Esta supremacia financiera aprueba las tesis de Castillo y Silva (2021) y de Collahuazo
y Maldonado (2022), demostrando que la economia circular es la via mds segura
para la soberania del productor. La elaboracion in situ de bioles, aprovechando el
lactosuero de la industria local (que de otro modo seria un contaminante), fusionada
con la aplicaciéon de biotecnologia microbiana de bajo costo, reduce los gastos
operativos y protege al ganadero de la volatilidad del mercado de agroquimicos. En
sintesis, el modelo evaluado (100% Biol + Methylobacterium) constituye una
innovacion técnica y cientifica que no solo iguala la competitividad biolégica del
manejo intensivo, sino que maximiza la rentabilidad, la calidad nutricional y la

sostenibilidad de los sistemas agropecuarios.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

El fratamiento T3 (100% Biol + Methylobacterium symbioticum) demostrd ser la
alternativa bioldgica mas eficiente, logrando igualar la productividad del
paqguete quimico con 15.647,82 kg/ha de Materia Verde y liderando el ensayo
con 3.834,56 kg/ha de Materia Seca. Fenoldégicamente, la altura de la planta
fue liderada por el tratamiento quimico (34,15 cm) seguido del T? orgdnico
(31,40 cm), mientras que la tasa de emision foliar (2,76 hojas/macollo) no
presentd alteraciones significativas por la fertilizacion.

El tratamiento Té (100% Biol + Azospirillum brasilense) y el T3 (100% Biol +
Methylobacterium symbioticum) alcanzaron la categoria de forraje de élite,
registrando niveles de proteina cruda del 19,38% y 19,20% respectivamente,
superando al testigo quimico (18,82%). Ademas, el T3 garantizdé un excelente
aporte energético al elevar los Elementos Libres de Nitrdgeno (ELN) al 42,91% y
el extracto etéreo al 6,47%, manteniendo una fibra efectiva éptima para la
degradacién ruminal.

Los tratamientos T (100% Biol sin bacteria) y T3 (100% Biol + Methylobacterium
symbioticum) se consolidaron como los modelos mds eficientes del ensayo,
generando indices de Beneficio/Costo de 3,08 y 2,80 USD respectivamente por
cada ddlar invertido. En contraste, el alto costo de los insumos sintéticos redujo
drdsticamente el indice de rentabilidad del testigo quimico a 2,08 USD.

La investigacion demostrd que la interaccidn biotecnoldgica del tratamiento
T3 (100% de biol de lactosuero + Methylobacterium symbioticum) no solo
equipara el rendimiento fisico del manejo agrondémico convencional, sino que
maximiza la asimilacién de proteina, mejora el metabolismo energético de la
planta y garantiza una rentabilidad financiera superior, consoliddndose como
una estrategia innovadora, viable y ecoldgica para la produccion de raigrds

perenne en la zona norte del pais.
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5.2

RECOMENDACIONES

Se recomienda adoptar el Tratamiento 3 (Biol de lactosuero al 100% inoculado
con Methylobacterium symbioticum) como estrategia principal de fertilizaciéon
en praderas de raigrds perenne. Esta prdctica garantiza una alta produccion
de biomasa (3.834,56 kg/ha de MS) y un forraje con niveles proteicos de élite
(19,20%), permitiendo sustituir los fertilizantes sintéticos comerciales e
incrementando directamente la rentabilidad econdmica del predio.

Se sugiere estructurar programas de transferencia de tecnologia y economia
circular que capaciten a los productores en la elaboracién de bioles in situ. El
aprovechamiento del lactosuero, un subproducto abundante, reduce
drdsticamente los costos operativos de la ganaderia local y mitiga su impacto
como residuo contaminante.

Considerando la estabilidad fenoldégica observada en la presente
investigacion, se recomienda desarrollar futuras investigaciones que combinen
este paquete biofertilizante con diferentes densidades de siembra vy
frecuencias de pastoreo. Ademds, es pertinente ejecutar estudios
longitudinales que evaluen el efecto residual de estas bacterias diazotroficas
sobre las propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo tras multiples

ciclos productivos.
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Anexo 2. Procedimiento experimental

Figura  15.  Germinacion  del Figura 16. Bacteria Azospirillum

raigras. brasilense.
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Figura 17. Bacteria Methylobacterium

700. symbioticum.

Figura 21. Materia Seca. Figura 22. Muestras enviadas a

laboratorio
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Anexo 4. Analisis bromatoldgico.
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REZULTADD DE AMALIZIS
COMGO DE L& METODO METODOC DE
AMALIEIS =“TIPO DE MUEETRA RESULTADO UNIDAD
MUESTRA INTERMO REFEREMCLA
HUMEDAD Past M1 60555 MO-LSALEA01.01 LI FLORIDA 1970 i 04 o
CEMIZAS® Past M1 160535 MD-LEALDL02 L. FLORIDA 1970 11,80 o
EXTRACTO ETERED |EEL Pasta M1 JE-0535 MID-LEALAO1.03 L FLORIDA 1870 341 L
PROTEINA Pasta 1 160535 MAC-LEALD1.08 L. FLORIDA 1970 18,56 o
FIBRAS Pasti M1 640555 FAC-LSALAAT105 L FLORIDA 1970 21,56 o
ELEMENTCS LIBRES DE NTROGEND
" “ Pasta 1 160535 MC-LEALOL05 L. FLORIDA 1970 44 6% o
HLMEDAD Past M2 160556 MO-LSALA-01.01 L. FLORIDA 1970 HE 48 o
CEMIZAS® Pasti 2 60556 RAC-LEALOL07 L FLORIDA 1970 11,65 %
EXTRACTE ETERED EE}? Pasto M2 160556 MAC-LEALA01.03 L. FLORIDA 1970 432 o
PROTEINA Past M2 160556 MD-LEALADL08 L. FLORIDA 1970 17 86 o
FIBRAS Pasti 2 60556 MAC-LEALAOLA5 L FLORIDA 1970 1472 %
ELEMENTEE LIBRES DE NTROGEND
" “ Past M2 160556 MO-LEALAOL05 L. FLORIDA 1970 4244 o
HUMEDAD Pasti M3 160557 MO-LSALE-01.01 L FLORIDA 1970 8570 o
CEMIZAS® Past 3 160557 RAC-LEALOL07 L FLORIDA 1970 1243 %
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AMNALISS =TIPQ DE MUE ETRA CG‘I'JJI%DSTEHIE&LA ".‘-Ergé.]"g F'IEi:rE[:iEI.E?IEE:FA RESULTADO LFHID A D
EXTRACTO ETERED [EE) ™ Pasto M3 260557 MIO-LEA L0103 UL FLORIOA 1970 5,14 o
PROTEIMA © Pasto M3 20557 Pe1O-L S L0 108 UL FLORIOA 1970 16,70 %
FIBRA " Pasto M3 JE-OEET RAD-LEA L0105 L FLORIOA 1870 22 A2 %
ELEMERNTES “E:E_S‘DE" TROGEND Pasto M3 260557 RAD-LEA L0106 UL FLORIOA 1970 4291 o
HLISAED AT Pasto M4 2E-OEEE FITLEA L0 1L L. FLORIDA I970 aBT.A7 %%
CEMIZAL® Pasbo R FE-O55E P10-LEA L0 1 OE LI FLORIOA 1970 1207 -
EXTRACTO ETERED [EE) ™ Pasta M4 2E-0558 MIO-LEA L0103 UL FLORIOA 1970 647 o
PROTEIMA © Pasbo R FE-O55E P10 L SR L4 10 LI FLORIOA 1970 19,20 -
FIBRA " Pasho M4 20558 RAD-LEA L0105 L FLORIOA 1870 2495 %
ELEMERNTES “E::_ff':" TROGEND Pasto Md 2E-0I558 PFe1O-L S L0 106 UL FLORIOA 1970 A7.A5 %
HLIMEDAD Pasbo M5 2E-OEE5 PIO-LSA L0101 LI FLORIOA 1970 AT, 14 -
CEMIZAS© Pasto M5 2E-OEEE PAD-LEA L0 1OE L FLORIOA 1870 11,87 %
EXTRAACTC ETERED [EE) Pasho M5 FE-OTEE PE-L S8 L0103 L. FLOSIOA 2970 540 LS
PROTEIMA © Pasto M5 2E-O555 P10 L SR L4 10 LI FLORIOA 1970 16,85 -
FIBRA Pasto M5 2E-0I555 Fe1O-LSA L0105 UL FLORIOA 1970 2585 %
ELEMERNTES “E':E_E'DE" TROGEND Pasto M5 2E-0I555 PFe1O-L S L0 106 UL FLORIOA 1970 40407 %
HLIMEDAD Pasto IME E-DEED PIO-LSA L0101 LI FLORIOA 1970 HE D -
CEMIZAL® Pasto MME E-OEED P10-LEA L0 1 OE LI FLORIOA 1970 11,39 -
EXTRACTO ETEREDH [EE} ™ Pasto ME E-DEED RO LEA L0102 L FLORIOA 1870 440 %
PROTEIMA © Pasto ME E-DEED PO LEA L0 1.0 L FLORIOA 1870 16,40 b
FIBRA ™ Pasta MME 2E-OEE0 FADHLEA L0105 LU FLORIOA 970 24 .82 %
ELEMENTOS “?I_E_f‘f':" TROGEND Pasto ME 2E-DSEm RAD-LEA L0106 UL FLORIOA 1970 4318 o
AMALIES “TIPO DE MUE STRA CQ‘?JI%D’TI:HE“LA mﬂg EE{;EI.E?IEE:FA RESULTADO LFHID A D
HLIBAE QAT Pasto M7 2ETEEL FIO-LSA L0101 LI FLOR DA 1970 ‘BE.A4 %%
CEMIZAS ¥ Pasto MW7 2E-O5E1 RAD-LSA L4010 U FLORIOA 1870 11,74 o
EXTAACTO ETERED|EE} ™ Pasto AT FE-OEEL (5 La R K= AT b W ] L. FLORIDA X970 4 50 =%
PROTEIMA © Pasto M7 2E-OEEL PT-L S5 A0 1 0 U FLORIOA 18970 1617 %
FIBRA " Pasto MW7 2E-O5E1 RAD-LSA 140105 U FLORIOA 1870 24,50 %%
ELEMENTES “E':E_E“DE" TROGEND Pasto FAT 2E-OEEL RAD-LEALAA0 106 L FLORIOA 1870 41,19 -
SUMEDAT Pastbo IMB 2E-0563 M-SR LA01.01 L. FLORIOA I8970 A7.03 %
CEMIZAL ™ Pasto IME 2E-OEER M-S A0 1O U FLORIOA 18970 10,89 %
EXTRAALCTO ETEREC {EE) ™ Pasto IWB 2E-0552 MAD-LSALA-01.03 U FLORIOA 1870 438 %%
PROTEIMA < Pashbo TE FE-0552 Pa-L 5 L0 1 0 LI FLORIOA 1870 16,15 -
FIBAA Pasto IME 2E-OEER M-S LA01.05 U FLORIOA 18970 22 96 %
ELERIENTES “'!E'T_:F'E" TROGEND Pasto B FE-0E52 RAD-LEALA0 106 L FLORIOA 1870 4583 %
HLIEDAD Pasbo fag 2E-0553 RAD-LEA 1401 01 LI FLORIOA I970 BES4 -
CEMIZAL ™ Pasto IS 2E-0553 M-S A0 1O U FLORIOA 18970 1201 %
EXTRAALCTO ETEREC {EE} ™ Pasto FAG 20553 RAD-LEALA-01.03 L FLORIOA 1870 4 87 %
PROTEIMA < Pasho lAG FE-0553 Pa-L 5 L0 1 0 LI FLORIOA 1870 1682 -
FIBAA Pasto IS 2E-0553 M-S LA01.05 U FLORIOA 18970 25,76 %
ELERIENTES “'!E'T_:F'E" TROGEND Pasto FAG 20553 RAD-LEALA0 106 L FLORIOA 1870 40,54 %
HLIEDAD Fasto W10 2E-OE5 RAD-LEA 1401 01 LI FLORIOA I970 A7.39 -
CEMIZAL ™ Pasto W10 E-O55 M-S A0 1O U FLORIOA 18970 11,81 %
EXTAACTO ETERED|EEL Pasto 10 pi=a i MIO-LEALA-01.02 L. FLORIDA 1870 5358 o
AMALISIS “TIPO DE MUE STRA e LS BAE-T R o, RESULTADO
PROTEIMA © Pasto LA 20550 FAO-LEA LA 08 U FLORIDA 970 19,38
FIBAA Pasto RA1O 2055 RI0-LEALY-01.05 UL FLORIOA 2970 23,51
ELEMENTDS LIBE%ESDEH TROGEND Fasbo RMLO A0S FAO-LEA LA -0 06 LU FLOSRIOA 1570 996
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Anexo 5. Script para realizar el andlisis estadistico en R Studio.

# Andlisis DBCA: Diseno factorial 3 x 3 + 1 testigo

# Factores:

# A =Dosis: 0%, 50%, 100%

# B = Bacteria: Methylobacterium, Azospirillum, Sin_bacteria
# Testigo adicional:

# T10 (Testigo Quimico)

# Variable respuesta:

# Variable (e]. Altura, Rendimiento, etc.)

# Instalar paqguetes solo la primera vez

non non

# install.packages(c("tidyverse", "agricolae", "car'))

liorary (tidyverse)
liorary(agricolae)
library(car)

#
# 1. Importar datos desde Excel usando portapapeles
#
dbca <-read.delim(
"clipboard"”,
header = TRUE,
dec =",
stringsAsFactors = FALSE
)

# Revisar estructura inicial
str(dbca)
head(dbca)

#
# 2. Convertir variables a factores
#
dbca$Dosis <- factor(dbca$Dosis)
dbca$Bacteria <- factor(dbca$Bacteria)
dbca$Tratamiento <- factor(dbca$Tratamiento)
dbca$Bloque <-factor(dbca$Bloque)

# Asegurar que la variable respuesta sea numérica
dbca$Variable <- as.numeric(dbca$Variable)

#

# 3. Crear o asegurar variable de grupo: Factorial vs Testigo

#

dbca <- dbca %>%
mutate|




Grupo = ifelse(Tratamiento =="T10", "Testigo", "Factorial’),
Grupo = factor(Grupo)
)

# Revisar datos
str(dbca)
summary(dbca)

#

# 4. ANOVA factorial con blogues, excluyendo el testigo

# (De aquisacards los valores de Dosis, Bacteria y DosisxBacteria)

#

datos_factorial <- dbca %>%
filter(Grupo == "Factorial’)

modelo_fact <- aov(Variable ~ Bloque + Dosis * Bacteria, data = datos_factorial)

cat("\n--- 4. ANOVA FACTORIAL (Efectos Internos) ---\n")
print(summary(modelo_fact))

# Coeficiente de variacion del andilisis factorial
CV_fact <- (sgrt(deviance(modelo_fact) / modelo_fact$df.residual) /
mean(datos_factorial$Variable, na.rm = TRUE)) * 100

cat("CV Factorial:", round(CV_fact, 2), "%\n")

#
# 5. Verificacion de supuestos del modelo factorial
#
cat("\n--- 5. SUPUESTOS DEL MODELO ---\n")

# Normalidad de residuos (Si p > 0.05, son normales)
print(shapiro.test(residuals(modelo_fact)))

# Homogeneidad de varianzas (Si p > 0.05, son homogéneas)
print(leveneTest(Variable ~ Dosis * Bacteria, data = datos_factorial))

#
# 6. Comparaciones multiples dentro del factorial
#
cat("\n--- 6. TUKEY FACTORIAL AL 5% ---\n")

# Efecto principal de Dosis
HSD.test(modelo_fact, "Dosis", console = TRUE)

# Efecto principal de Bacteria
HSD.test(modelo_fact, "Bacteria", console = TRUE)

# Interaccidn Dosis x Bacteria
datos_factorial <- datos_factorial %>%
mutate(Dosis_Bacteria = interaction(Dosis, Bacteria, sep ="_"))

92



modelo_interaccion <- aov(Variable ~ Bloque + Dosis_Bacteria, data =
datos_factorial)
tukey_interaccion <- HSD.test(modelo_interaccion, "Dosis_Bacteria”, console = TRUE)

#
# 7. ANOVA global con los 10 tratamientos

# (De aquisacards los valores de Bloque, Tratamientos, Error y Total)
#
modelo_global <- aov(Variable ~ Blogue + Tratamiento, data = dbca)

cat("\n--- 7. ANOVA GLOBAL (10 Tratamientos) ---\n")
print(summary(modelo_global))

# Coeficiente de variacion global
CV_global <- (sgrt(deviance(modelo_global) / modelo_global$df.residual) /
mean(dbca$Variable, na.rm = TRUE)) * 100

cat("CV Global:", round(CV_global, 2), "%\n")

#
# 8. Comparacion multiple enfre los 10 tratamientos
#
cat("\n--- 8. TUKEY GLOBAL AL 5% ---\n")

tukey_global <- HSD.test(modelo_global, "Tratamiento”, console = TRUE)

#
# 9. Contraste ortogonal: Factorial vs Testigo
# (De aquisacards el valor de "Testigo vs Factorial’)

#
# Asignamos -1 a los 9 orgdnicos y +9 al Testigo Quimico (T10)
contraste <- ifelse(levels(dbca$Tratamiento) =="T10", 9, -1)

names(confraste) <- levels(dbca$Tratamiento)

contrasts(dbca$Tratamiento) <- cbind(Factorial_vs_Testigo = contraste)
modelo_contraste <- aov(Variable ~ Bloque + Tratamiento, data = dbca)

cat("\n-— 2. CONTRASTE ORTOGONAL -—--\n")
print(summary(modelo_contraste, split = list(Tratamiento = list("Testigo vs Factorial" =

1))))

# Eliminar contraste para evitar problemas posteriores
contrasts(dbca$Tratamiento) <- NULL

#
# 10. Tabla resumen por tratamiento
#
resumen_trat <- dbca %>%
group_by(Tratamiento, Dosis, Bacteria) %>%
summarise(
media = mean(Variable, na.rm = TRUE),
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de = sd(Variable, na.rm = TRUE),
ee =de /sqart(n()),
n=n(),
.groups = "drop"
) %>%
arrange(desc(media))

cat("\n--- 10. TABLA RESUMEN ---\n")
print(resumen_trat)

#
# 11. Anadir letras de Tukey al resumen global
#
letras_global <- data.frame(
Tratamiento = rownames(tukey_global$groups),
letra = tukey_global$groups$groups

)

resumen_final <- dbca %>%

group_by(Tratamiento, Dosis, Bacteria) %>%
summarise(

media = mean(Variable, na.rm = TRUE),

de =sd(Variable, na.rm = TRUE),

.groups = "drop"
) %>%
left_join(letras_global, by = "Tratamiento") %>%
arrange (desc(media))

# Reordenar niveles del factor para que coincidan con la media descendente
resumen_final$Tratamiento <- factor(

resumen_final$Tratamiento,

levels = resumen_final$Tratamiento[order(-resumen_final$media)]

)

cat("™\n--- 11. RESUMEN FINAL CON LETRAS DE TUKEY ---\n")
print(as.data.frame(resumen_final))
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