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RESUMEN

Los objetivos de esta tesis fueron caracterizar funcionalmente los microorganismos presentes
en un biol obtenido a partir de suelos de montafa, evaluar los rendimientos de este en el cultivo
de culantro coyote (Eryngium foetidum L.) y determinar la dosis 6ptima de dicho biofertilizante.
El trabajo de campo se realiz6 en la comunidad de Bajo Bonito, ubicada en Capira. El disefio
experimental fue de blogues completos al azar, con 6 tratamientos (dosis de biol) y 4 bloques.
Se evalud: el nivel de clorofila y el rendimiento en kg/tratamiento. El andlisis de varianza
concluyd que el tratamiento 5 (100 mL biol/17.90 L agua) fue el mas eficiente para la
fertilizacion del culantro. En cuanto a los microorganismos estudiados se lograron aislar 34
cepas, resultando ser eficientes para la promocion del crecimiento vegetal, destacando entre
todos los grupos las productoras de siderdforos. El suelo de estudio al no ser tratado con
agroguimicos mantiene su estructura y funcion, por lo que resultd ser apto para la produccién
agricola. La aplicacion del biol se presenta como una nueva alternativa sostenible para el
ambiente y los pequefios-medianos agricultores que buscan mejorar el rendimiento de sus

cosechas y dar un producto de mayor calidad a los consumidores.

Palabras claves: biol, culantro, promotores de crecimiento vegetal.
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ABSTRACT

The objectives of this thesis were to functionally characterize the microorganisms present in a
biol obtained from mountain soils, evaluate the yields of this in the cultivation of culantro coyote
(Eryngium foetidum L.) and determine the optimal dose of said biofertilizer. The fieldwork was
conducted in the community of Bajo Bonito, located in Capira. The experimental design was
randomized complete blocks, with six treatments (biol dose) and 4 blocks. The level of
chlorophyll and the yield in kg/treatment were evaluated. The analysis of variance concluded
that treatment 5 (100 mL biol/17.90 L water) was the most efficient for fertilization of culantro.
As for the microorganisms studied, thirty-four strains were isolated, proving to be efficient for
the promotion of plant growth, highlighting among all groups the producers of siderophores.
The study soil, not being treated with agrochemicals, maintains its structure and function, so it
turned out to be suitable for agricultural production. The application of biol is presented as a
new sustainable alternative for the environment and small-medium farmers who seek to improve

the yield of their crops and give a higher quality product to consumers.

Key words: biol, culantro, Plant growth promoters.
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INTRODUCCION

La caracterizacion microbiolégica ha permitido la identificacion y aplicacion de
microorganismos benéficos a cultivos de interés agricola tanto a nivel experimental como
comercial (Molina-Romero et al., 2015; Morales-Garcia et al., 2010). El efecto positivo de los
microorganismos depende de la capacidad de estos para fijar nitrégeno, solubilizar fésforo,

producir sideroforos y fitohormonas (Rodriguez-Chavez, 2022).

Recientemente se ha hecho notorio el éxito de la bioinoculacion de microorganismos para
promover el crecimiento vegetal y el control biol6gico de patdgenos (Vessey, 2003). Los abonos
organicos tienen la capacidad de aportar nutrientes y microorganismos al suelo, lo que favorece
la fertilidad de este recurso y la nutricion de las plantas (Eghball et al., 2004). El biol es un
fertilizante orgénico rico en microorganismos y nutrientes (Alvarez-Solis et al., 2010; Siura y

Davila, 2008).

El culantro coyote (Eryngium foetidum L.) es una planta aromatica originaria de la region
amazolnica y Centroamérica, logra adaptarse a altas temperaturas, humedad relativa y
precipitaciones, por lo que requiere suelos poco acidos y con buena disponibilidad de agua
(Villachica, 1996). En la comunidad de Bajo Bonito ubicada en Capira, Panama Oeste, existen
familias que se dedican al cultivo del culantro coyote (Eryngium foetidum L.) en condiciones
orgénicas (libre de agroquimicos), ya que como fertilizante se utiliza un biol casero a base de
microorganismos de montafia (MM), el cual es preparado por los agricultores del area. Estas
buenas practicas agricolas han contribuido al desarrollo sostenible de la comunidad, pues al no
utilizar fertilizantes sintéticos se reducen costos de produccion y se evita el impacto ambiental

negativo causado por estos.



La principal caracteristica de este biol es que dentro de sus ingredientes destacan los
microorganismos de montafa, los cuales estan constituidos por colonias de hongos, bacterias y
levaduras benéficas que se encuentran de manera natural en los bosques, en donde se genera la
descomposicion de materia orgénica, que posteriormente sera transformada en nutrientes
necesarios para el desarrollo de las plantas. Ademas, tienen la capacidad de suprimir o controlar

microorganismos que causan enfermedades en los cultivos (Suchini-Ramirez, 2012).

En la actualidad los métodos utilizados para el control de plagas podrian afectar el rendimiento
de la produccion, un ejemplo de esto es el uso de los plaguicidas y fertilizantes quimicos (Salazar
y Aldana, 2011). Entre las principales consecuencias del uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos y minerales se encuentra la eutrofizacion, esto se origina por el enriquecimiento de
nutrientes, principalmente nitrégeno y fosforo, lo que ocasiona grandes impactos ecolégicos,
sanitarios y econémicos (Girdo et al., 2007; Stefouli et al., 2005). De igual manera se contamina
el suelo, se reduce la biodiversidad, aumentan los riesgos de salinizacion, disminuyen
considerablemente las reservas energéticas del suelo y se contaminan las aguas superficiales y

subterréneas (Dierksmeier, 2007).

Se ha establecido que s6lo un 0.1 por ciento de la cantidad de plaguicidas aplicados llega
efectivamente a la plaga, mientras que el restante termina circulando en el ambiente,
contaminando suelo, agua y biota (Carvalho et al., 1998). EI uso masivo de fertilizantes
quimicos como: nitrato amoénico y urea producen modificaciones indeseables en los suelos
agricolas (Dorronsoro y Garcia, 2004; Seoanez, 1999). Adicional a esto, presentan precios
bastante elevados, lo que no es sostenible para los pequefios y medianos agricultores, quienes

en ocasiones se ven obligados a detener sus cosechas.



El efecto de estos contaminantes en el ambiente va desde pequefias alteraciones hasta grandes
dafios ecoldgicos, con consecuencias en mamiferos, aves y peces, asi como en la salud humana
(Pimentel y Greiner, 1997). Se han presentado costos ambientales y sociales asociados al uso
de plaguicidas (Pimentel y Lehman, 1993). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), entre 500,000 y 1 millon de personas se intoxican con plaguicidas quimicos anualmente
y entre 5,000 y 20,000 pierden la vida. Siendo en su mayoria los trabajadores agricolas, el resto
son envenenamientos por consumir alimentos contaminados. La mortalidad alcanza 220 mil

muertes al afio (Eddleston et al., 2002; OMS, 1990).

El ingreso de agroquimicos en el suelo afecta a los microorganismos presentes y su actividad,
por consiguiente, ocasionan modificaciones en los procesos bioldgicos que son necesarios para
la productividad y fertilidad de los cultivos (Alvear et al., 2006; Cycon et al., 2010). Los
impactos generados en el ambiente acuético son complejos y variados, ya que abarcan diferentes
tipos de ecosistemas, incluyendo: corrientes de aguas, rios, lagos, aguas marinas del océano,
costas marinas y estuarios (Rand, 1995). También se presenta el hecho de que algunos
agricultores frecuentemente lavan los contenedores y otros envases que utilizan para la
aplicacion de los plaguicidas en los lagos, rios y presas cercanas provocando asi la alteracion de
la calidad del agua (Creswell, 2002). La problematica de la contaminacién agropecuaria en
Panama data desde 1960, con el incremento marcado del uso de plaguicidas que resulté de la
revolucion verde en toda América Latina y el Caribe (Espinozay Barba, 2014). Con esto
surgid la interrogante: ¢ Qué tipo de microorganismos de montafia se encuentran en este biol y

cual es su funcidn en la fertilizacion del cultivo de culantro coyote (Eryngium foetidum L.)?



Para este trabajo se plante6 la hip6tesis de que los bioles a base de microorganismos de montafia
mejoran significativamente la produccion del cultivo de culantro coyote. (Eryngium foetidum

L)

El objetivo principal de esta investigacion fue caracterizar funcionalmente los microorganismos
presentes en un biol obtenido a partir de suelos de montafia. En cuanto los objetivos especificos
estan: Determinar la dosis dptima del biol de microorganismos de montafia y cuantificar los
rendimientos del biol utilizado como fertilizante en el cultivo del culantro coyote. (Eryngium

foetidum L.).



CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA



1.1. Antecedentes generales

La agricultura es una préactica condicionada por factores como: el clima, la demanda de
alimentos, los suministros y la competencia. Actualmente se prioriza la ganancia por encima de
la necesidad social (FAO, 2005), lo que en consecuencia genera grandes alteraciones
ambientales al ecosistema, especialmente en zonas que carecen de asesoramiento técnico
(Castillo et al., 2020). Por esto es necesario evaluar alternativas de fertilizacion que sean

sostenibles con el ambiente y los agricultores (Mufioz y Lucero, 2008).

Los fertilizantes orgénicos contribuyen a optimizar el crecimiento y desarrollo de los cultivos
(Albuquerque et al., 2010; Koller et al., 2014; Myint, et al., 2010). También estan relacionados
al mejoramiento de los suelos (Bertsch, 2003; Meléndez, 2003; Vandevivere y Ramirez, 1995).
Las comunidades microbianas en los suelos se consideran vitales para asegurar la sostenibilidad
de los ecosistemas (Barrios, 2007; Chaparro et al., 2012; Eisenhauer et al., 2010; Mendes et al.,
2011; Van der Heijden et al., 2008; Young y Crawford, 2004). Estos cumplen funciones tales
como: el ciclaje de nutrientes, el mantenimiento de la estructura del suelo y la regulacion de las

poblaciones bioldgicas (Castro et al., 2009; Singh et al., 2011, Kibblewhite et al., 2015).

El biol es un producto rico en humus y con una baja carga de patdgenos. Otro de los beneficios
que justifica el uso de estos bioles a base de microorganismos de montafas, es que el costo de
los fertilizantes agricolas ha aumentado su precio con el pasar de los afios, situacién que ha
encarecido notablemente los costos de produccion en la actividad agricola. El uso de estos
abonos organicos reduce considerablemente el uso de fertilizantes sintéticos (Suchini-Ramirez,

2012).

La sobrepoblacion ha incrementado la demanda de alimentos, por lo que agricultores se han
visto en la necesidad de buscar métodos de maximizacion (Salazar y Aldana, 2011). La
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fertilizacion de cultivos es una herramienta que permite aumentar la productividad y
sustentabilidad de los agroecosistemas (Cassman et al., 2002). Sin embargo, la aplicacién de
fertilizantes minerales y pesticidas de manera indiscriminada e irresponsable ha acarreado
consecuencias en diferentes organismos y sus poblaciones (Badii et al., 2005; Garcés, 2000).
Debido a esto se han implementado medidas para reducir el impacto ambiental causado por los
agroquimicos, una de estas es el uso de bioles elaborados mediante la fermentacion aerdbica de
residuos animales, vegetales y minerales (Chavez et al., 2011). Este tipo de biofertilizante foliar

es liquido y se puede aplicar en suelos (Galindo et al., 2007; Russoa, 2001; Ubalua, 2007).

En cuanto al uso de abonos orgénicos en Panamé (Ramos et al., 2014), reporta que la aplicacion
de bokashi elaborado a partir de residuos agricolas de la produccion de platano, resulto ser un
abono adecuado con un buen contenido nutricional. Mientras que (Polo, 2021) indic6 que un
abono orgénico elaborado con gallinaza (75%), cerdaza (20%) y material vegetal (5%), (hojas
secas y raices) tuvo un efecto significativo sobre el contenido nutricional de la materia. En
nuestro pais el empleo de bioles se da de manera artesanal, por lo que no se presenta bibliografia

asociada que indique el efecto de estos fertilizantes en los cultivos.
1.2. Culantro coyote (Eryngium foetidum L.)

1.2.1. Generalidades del culantro

Es una hierba tropical, perenne y anual. Su longitud es de 20 a 60 cm, presenta hojas caulinares
y basales bajas, segmentos dentados, incisos dentados o lobados, las hojas superiores con
segmentos estrechamente lineales. El tallo es mas o menos erecto o simpodial, con una serie de
brotes, su crecimiento apical termina en una inflorescencia, que es una umbela compuesta. Las

flores contienen 5 pétalos de color rosa palido o blanco. Los frutos son ovalados y globulares



(diaquenios) con un diametro superior a los 6 mm. (Standley y Williams, 1969; Stevens et al.,

2001).

1.2.2. Taxonomia

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de la

especie

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales
Familia Apiaceae
Geénero Eryngium
Especie E. foetidum L.

Nota. Fuente: Stevens et al., 2001.

1.2.3. Requerimientos del cultivo

Las semillas deben sembrarse en suelos himedos con buen drenaje, pH de 6 a 7,8. Para el cultivo
se necesita riego o lluvia constante para mantener las condiciones iniciales. La primera cosecha
se obtiene alrededor de los 90 dias de sembrado, mientras que el resto de los ciclos se dan cada
50 dias posterior a la corta anterior, alcanzando en este tiempo un crecimiento y desarrollo

adecuado (MAG, 2014; Ramcharan, 1999.)

Actualmente, es un cultivo de gran importancia internacional, cultivado en Puerto Rico,
Republica Dominicana, Cuba, islas de las Antillas, América Central, México, Brasil, Tailandia,
Vietnam, Bangladesh y la India (Morales et al., 2013). En el mercado nacional el culantro

mantiene precios que oscilan entre 4.30 balboas durante la temporada lluviosa, y 12.27 en la



época seca. Este precio es marcado en sacos que contienen 12 mazos de culantro. (Rodriguez,
2004). En los ultimos afios pequefios productores han visto como opcion sostenible la
incorporacion de practicas agricolas alternativas, como lo es la agricultura orgénica (MIDA,

2015).
1.3. Bioinoculantes: Biol

Los bioinoculantes o inoculantes bioldgicos son productos elaborados a base de
microorganismos benéficos que se aplican al suelo con el fin de sustituir parcial o totalmente la
fertilizacion quimica y mantener asi la productividad agricola (Adesemoye y Kloepper, 2009;
Plenchette et al., 2005; Sharma et al., 2012). De igual manera pueden ser utilizados en semillas,
ya que promueven el crecimiento vegetal o favorece el aprovechamiento de los nutrientes en
asociacion con la planta y/o su rizosfera (Bojorquez et al., 2010; ICA, 2006). Estos contribuyen
positivamente a la fertilidad del suelo, lo que resulta en un aumento en el rendimiento del cultivo
sin causar ningun riesgo ambiental, de contaminacion del agua o del suelo (Umesha et al., 2014).
Un inoculante debe cumplir con adecuada concentracion bacteriana, es decir un indculo no
menor a 1x10° UFC/mL y especificidad para estimular el crecimiento vegetal (Bashan et al.,

1996; ICA, 2006).

El biol es un fertilizante organico liquido, formado por organismos vivos o en estado de latencia
que liberan metabolitos que se componen de proteinas, enzimas, antibidticos, vitaminas,
toxinas, fenoles, esteres y acidos, inclusive de accion fitohormona por lo que, puede prevenir y
controlar enfermedades provocadas por patdégenos del suelo (Barros, 2006; Fortis et al., 2009).
Actla como estimulante organico, producto de la descomposicion anaerdbica de los desechos

organicos (Colque et al., 2005). Se presentan diversas funciones segun el tipo de biol, el foliar



en especifico nutre directamente a la planta y tiene mayor ventaja, ya que acelera el crecimiento

e incrementa los rendimientos de los cultivos (AEDES, 2006).

El desarrollo de nuevos métodos para la fertilizacion de cultivos y tratamiento de plagas estimula
la modernizacion de la agricultura e implica la disminucion en el uso de los agroquimicos
convencionales, esto es ideal en campos agricolas libres de contaminacion (Leng et al., 2011).
El biol es una alternativa para optimizar la produccién y proteger las tierras, buscando asi la
eficiencia en cada recurso utilizado (Salcedo y Astudillo, 2018). Los microorganismos del suelo
logran ser elementos fundamentales en producciones agricolas sostenibles, ya sea introducido
por inoculacién o mejorado por practicas de manejo, se ha demostrado que las rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas aumentan los rendimientos y la tolerancia al estrés sin
comprometer la calidad ambiental (Prassana et al., 2016; Roychowdhury, 2017; Schmidt y

Gaudin, 2018).
1.4. Microorganismos benéficos

Los microorganismos benéficos cumplen funciones que favorecen el crecimiento, la nutricion o
la salud de las plantas con quienes interaccionan o bien proporcionan un beneficio directo al
ambiente (Morales-Garcia et al.,2013). En el suelo encontramos una gran cantidad de estos, los
cuales son importantes en la solubilizacion de minerales y nutrimentos. En la agricultura
presentan una gran cantidad de beneficios como es la descomposicién de residuos organicos, la
detoxificacion de plaguicidas, el control de enfermedades en las plantas, la produccion de
compuestos bioactivos como vitaminas y hormonas que estimulan el crecimiento de las plantas
(Loredo et al., 2004). Dentro de esto encontramos las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV) las cuales se caracterizan por su capacidad de estimular el crecimiento de las

plantas, ya sea directa o indirectamente, estas pueden ser de vida libre o asociativas, aerobias,
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anaerobias o anaerobias facultativas (Aguado-Santacruz, et al., 2012; Parray, et al., 2016;
Rodriguez, 1995). La estimulacion directa incluye la fijacion de nitrogeno (Sessitsch et al.,
2002), produccion de fitohormonas (Perrine et al., 2004; Garcia de Salamone et al., 2001),
solubilizacion de fosfatos (Rodriguez y Fraga, 1999) y secrecion de sideréforos (Carson et al.,
2000; Madigan y Martinko, 2005). La estimulacion indirecta incluye una variedad de
mecanismos de biocontrol que son ampliamente reconocidos como la competencia por nicho
ecoldgico o sustratos y la produccién de antibidticos (Hassan et al., 1997; Essalmani y Lahlou,
2003). (Nava-Pérez et al., 2012). Eliminan de forma natural a los fitopatégenos mediante la
produccion de metabolitos secundarios que son excretados localmente o cerca de la superficie

de la planta (Bloemberg y Lugtenberg, 2001) (Velasco-Jiménez et al., 2020)

1.4.1. Sidero6foros

El hierro (Fe) es un elemento esencial para las plantas, participa en procesos tan importantes
como la fotosintesis, la respiracion y la nutricion de nitrégeno (Marschner, 1995). Con relacién
a la nutricion férrica, se sabe que la aplicacion de algunos microorganismos al suelo puede
mejorar el contenido de (Fe) de las plantas (de Santiago et al., 2009; Zhang et al., 2009) y que
la homeostasis del hierro en las plantas esta estrechamente relacionada con las respuestas
defensivas frente al ataque de patdgenos (Aznar et al., 2015). Los microorganismos estan en
intimo contacto con el medio ambiente, por lo tanto, se ven afectados por los cambios que
ocurran en este. En condiciones normales, el hierro es escaso debido a su rapida oxidacion y
la consiguiente formacion de hidréxidos insolubles. Por lo que las bacterias han tenido que
desarrollar mecanismos eficientes de captacion de hierro con el fin de garantizar un suministro
suficiente. Estas pueden sintetizar, excretar y finalmente reabsorber quelantes de

hierro denominados sideré6foros (Crowel et al., 1991)
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Los sider6foros son moléculas de bajo peso molecular de 0.5 a 1.0 kDa, solubles en soluciones
acuosas a pH neutro (Dybas et al., 1995). Limitan el crecimiento de microorganismos
fitopatogenos (Dowling et al., 1996; O’Sullivan y O’Gara, 1992). Cuando microorganismos
aerobios o anaerobios facultativos crecen en ambientes con baja disponibilidad de hierro
sintetizan los sider6foros, quelantes especificos de (Fe3") (Saraf et al., 2014). Son producidos
por varios microorganismos y son clasificados en cuatro clases principales: carboxilatos,
hidroxamatos, catecolatos y tipo mixto. Segun sus caracteristicas estructurales, grupos
funcionales y tipos de ligandos (Ali y Vidhale, 2013; Aznar y Dellagi, 2015; Kumar et al., 2017,

Miethke y Marahiel, 2007).

Los complejos que forman los sideréforos con el hierro en el suelo son asimilados
eficientemente por los microorganismos que lo producen (Aguado-Santacruz et al., 2012;
Winkelmann, 1991). Se ha demostrado que la concentracién de este complejo es en ocasiones
lo suficientemente alta para beneficiar la nutricion de las plantas (Crowley et al., 1987). La
capacidad de los sider6foros para actuar como supresores de patdégenos depende de la planta,
del fitopatégeno a controlar, la composicion del suelo, la bacteria y la afinidad del sideréforo
por el hierro (Dellagi et al., 2009; Glick, 1995). Aunque su funcion principal es adquirir hierro
de hidréxidos insolubles o de hierro adsorbido a las superficies sélidas, también pueden extraer
(Fe) de compuestos como: citrato férrico, fosfato férrico, Fe-transferrina, ferritina o hierro unido
a azlcares, pigmentos de flavonas vegetales y glucdsidos o quelantes artificiales como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y nitrilotriacetato por reacciones de intercambio de Fe
(11/ligando. Por lo que son necesarios como portadores que median el intercambio entre

reservas de hierro celular y los localizados en la membrana (Winkelmann, 2002).
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Segun (Ecker, 1988; Huschka et al.,1986; Stintzi et al., 2000) la eficiencia de los sideroforos se

basa:

(1) Los siderdforos contienen los mas eficientes tipos de ligandos que se unen al hierro en
la naturaleza.

(2) La regulacion de biosintesis de sider6foros es un medio econémico de utilizar energia
metabolica, ya que permite la produccion de altas concentraciones locales de sider6foros
en las células microbianas durante limitaciones de hierro.

(3) Mediante su capacidad para solubilizar el hierro y funcionar como portadores de hierro
externo, los sideroforos exhiben especificidades estructurales y conformacionales para

encajar en la membrana como receptores y/o transportadores.

1.4.2. Bacterias solubilizadoras de fosfato

El fosforo (P) es después del nitrdgeno, el elemento méas importante para el crecimiento de
las plantas y la produccion de cultivos. De igual manera es uno de los nutrimentos que mas
limita las practicas agricolas en los trépicos, ya que juega un papel importante en el crecimiento
y reparacion de células y tejidos (Gordon et al.,2015; Tanwar y Shaktawat, 2003; Rubio, 2002).
A menudo en los suelos agricolas se encuentran grandes reservas de fésforo insoluble, esto
debido a la fijacion de los fertilizantes fosforados aplicados, por lo que el nutriente no puede ser
asimilado por las plantas. Generalmente la movilidad y concentracion del fésforo en los suelos
es muy baja si se compara con la de otros nutrientes; se presentan coeficientes de difusion del
fosfato en el suelo de 0,3-3,3 x 10-13 m?/s y su concentracion en la solucion del suelo es de 0,02
ppm, por lo que es indispensable la aplicacion de fertilizantes fosforados a los suelos con el

objetivo de suplir la alta demanda de este nutriente por parte de las plantas; sin embargo, el
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exceso de fosfatos incrementa los riesgos de eutrofizacion en cuerpos de agua. Ademas, cerca
de 90% de esos insumos se precipitan como formas insolubles: fosfato tricalcico (Cas POas) en
suelos alcalinos, y fosfato de hierro (FePO4) o fosfato de aluminio (AIPO4) en suelos acidos
(Achal et al., 2007; Banerjee et al., 2010), los cuales no son asimilable por las plantas, lo que
favorece su acumulacion. Ciertos microorganismos del suelo tienen la capacidad de convertir
fosfatos insolubles en solubles, a través del proceso de acidificacion, quelacién y produccion de
acidos organicos como el acético acido glucénico, acido glicolico, acido maldnico, isobutirico,
isovaléricoy acido lactico, etc. (Chaiharny Lumyong, 2011). Ademas de solubilizar los fosfatos
del suelo presentan otras actividades de promocion de crecimiento vegetal como la produccion
de AIA, é&cido giberélico, cianuro de hidrogeno (HCN), citoquininas, etileno, fijacion

asimbidtica de N y resistencia a organismos patdgenos del suelo (Beltran, 2014).

Los microorganismos solubilizadores de fosfato pueden desempefiar un papel fundamental y
practico en la mejora de la reserva de P del suelo sin perturbar negativamente la microflora del
suelo y los procesos mediados por ellos (Satyaprakash et al., 2017). La inoculaciéon con
Bacterias Solubilizadoras de Fosfato (BSF) aumenta la disponibilidad de P en la rizosfera y su
absorcién por la planta (Faria, et al.,2013). La respuesta de los cultivos a la fertilizacion
fosfatada depende del nivel de P disponible en el suelo, pero también es afectada por factores
del suelo, del cultivo y del manejo del fertilizante. Entre los factores del suelo, se destacan la
textura, la temperatura, el contenido de materia organica y el pH; mientras que entre los del
cultivo deben mencionarse los requerimientos y el nivel de rendimiento (Garcia, 2001). Al
utilizar esas reservas de fosfato presentes en los suelos, se disminuye la aplicacion de

fertilizantes quimicos (Satyaprakash et al., 2017). El fosforo est estrechamente relacionado a
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los procesos de acumulacion y liberacién de energia durante el metabolismo celular, es

necesario para el desarrollo de microorganismos y plantas (Taurian et al., 2010).

1.4.3. Bacterias productoras de AIA

El &cido indolacético (AlA) es una auxina producida por plantas, hongos y bacterias, se
considera promotora del crecimiento vegetal, por lo que es utilizada en la agricultura (Ozdal et
al., 2017). En términos cuantitativos es la auxina de mayor importancia, ya que es una de las
fitohormonas fisioldgicamente més activas en el crecimiento de las plantas. Es responsable de
incrementar tanto el sistema radicular como la absorcion de elementos nutritivos (Chandra, et
al., 2018; Grageda-Cabrera et al., 2012). De igual manera incrementa la biomasa, altura de los
tallos, el crecimiento del vastago principal y reduce el crecimiento de ramas laterales (Koshiba,
1993). Es sintetizado por bacterias que estan adheridas a la superficie de la semilla, o a la raiz
de una planta en vias de desarrollo, es tomado por la planta y junto con el AIA enddgeno de la

misma puede estimular la division y alargamiento de la célula (Arshad y Frankenberger, 1998).

Algunos microorganismos del suelo tienen la capacidad de producir esta fitohormona, la
interaccion de estos con las plantas puede ser benéfica, donde el AIA se comporta como
molécula sefial reciproca en la interaccion entre planta y microorganismo manteniendo la
relacion simbiotica desarrollada entre plantas hospederas y sus microorganismos aliados (Bal et
al., 2012; Malhotra y Srivastava 2009). La eficacia de esta fitohormona natural se ha
comprobado en diversos estudios, en los que se ha demostrado que su aplicacion produce un

aumento en los rendimientos y la calidad de las cosechas (Frankenberger y Arshad,1995).
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1.4.4. Bacterias fijadoras de nitr6geno

El nitrégeno (N) es clave en la estructura de los acidos nucleicos y proteinas, por lo que es un
factor esencial para el crecimiento. A pesar de constituir el 78 % de la atmosfera, el gas
dinitrégeno no es directamente accesible a las plantas y por lo tanto requiere ser convertido a
una forma soluble para su absorcién (Lam et al., 1996; Santi et al., 2013). Es de los elementos
mas importantes para el buen desarrollo de los cultivos. En el ambiente es aportado al suelo por
fertilizacion quimica, fendmenos naturales y fijado biologicamente, siendo este ltimo el
mecanismo mas importante (Estrada et al., 2009). La fijacion biologica de nitrogeno (FBN) es
la conversion de nitrogeno atmosférico (N2) a amonio (NH4), compuesto quimico asimilable
por plantas que se limita a procariotas que presentan un complejo enzimatico de nitrogenasa, el
cual consta de dos proteinas: dinitrogenasa y dinitrogenasa reductasa (Acufia et al., 2010; Annan
et al., 2012). Esta es una opcién importante para la recuperacion de la fertilidad del suelo, ya
que la aplicacion de fertilizantes quimicos es un procedimiento costoso y contaminante (Zahran,
1999). La fijacion de nitrégeno atmosférico es un proceso indispensable para el desarrollo de
la planta, es considerado como uno de los fertilizantes mas importantes en una plantacion, ya
que, es primordial en la formacion de estructuras moleculares como aminoazlcares,
aminoéacidos, entre otros (Franco, 2008). El nitrdgeno molecular, debido a su triple enlace, es
una molécula que solo esaprovechada por un pequefio grupo de microorganismos
altamente especializados, estos utilizan el N2 como compuesto esencial para su crecimiento y
desarrollo, otorgando adicionalmente a la planta el nitr6geno necesario y esta, a su vez, le

proporciona una fuente de carbono disponible en los exudados de la raiz (Aguero, 2009).

Los microorganismos que llevan a cabo la FBN son un grupo limitado de bacterias simbioticas

y de vida libre denominadas diazétrofas (Bano e Igbal, 2016). La fijacién simbidtica se lleva a
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cabo en asociacién de plantas leguminosas y bacterias fijadoras de nitrdgeno, llamadas rizobios.
estas colonizan y forman nddulos en las raices de las plantas donde el nitrégeno gaseoso se
reduce a amonio (Hernandez, 1998; Perdomo y Barbazén., 1992; Zuberer, 1998). Mientras que
la no simbidtica se encuentra asociada a las particulas del suelo, se da mediante la interaccion
de las raices de las plantas al encontrarse los granulos de suelo adheridos en la rizosfera, donde
son capaces de ejercer un conjunto de interacciones producto de la competencia por nutrientes.
Una de las principales razones para esa interaccion es la liberacién de compuestos orgénicos
solubles por exudacion de la raiz de la planta (Benizri et al., 2001; Bacilio-Jiménez et al., 2003).
Las bacterias rizosféricas de vida libre fijan N a traves del proceso conocido como "fijacion
asociativa de nitrdgeno” (Kucho et al., 2010). Pueden ser aerobias, anaerobias obligadas o
facultativos y fotosintéticas (Mayz, 2004). Las bacterias diazotréficas asociativas contribuyen
al crecimiento vegetal no solo por la fijacion de nitrogeno sino también por la produccion de
fitohormonas, solubilizacion de fosfatos y antagonismo a fitopatdgenos (Altamirano et al.,

2014).
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La investigacion se desarrollé con la necesidad de generar informacion sobre el uso de bioles
como alternativa sostenible en la fertilizacion de cultivos de interés comercial. El estudio se
limité a la provincia de Panama Oeste (Republica de Panamd), centrandose en el cultivo de

culantro coyote (Eryngium foetidum L.) en la comunidad de Bajo Bonito, Distrito de Capira.
2.1. Sitio de estudio

El estudio de campo se realizé en la finca del productor colaborador Silviano en la comunidad
de Bajo Bonito, ubicada en el corregimiento de El Cacao, Distrito de Capira, provincia de
Panama Oeste, a una altitud de 600 msnm en las coordenadas geogréficas latitud 8°43'30.0"N y
longitud 80°03'21.6"W. (Figura 1) Se encuentra en la zona de vida bosque himedo tropical

(Holdridge, 1987), con una temperatura promedio de 24°C, precipitacion media anual de 2,500

mm.

Ubicacion del sitio de muestreo
Provincia de Panamé Oeste
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Figura 1. Mapa de ubicacién del sitio de estudio. (Google Earth, 2022).

19



2.2. Trabajo en Campo
2.2.1. Preparacion del biol de MM

Anterior a la siembra se preparé el biol de Microorganismos de Montafia utilizando los

siguientes insumos (Tabla 2).

Tabla 2. Componentes utilizados para la
elaboracion del biol de (MM)

Materiales Cantidad

MM solido 12 kg
Melaza 4L
Agua 180 L

Para el biol se agregaron los 12 kg de suelo de montafia a un saco y se amarraron, posteriormente
se sumergio el mismo en 180 litros de agua junto con los 4 litros de melaza. Se introdujo este
saco en un tanque con capacidad de 200 litros y se procedio a tapar con una tela para evitar el
ingreso de insectos, luego de esto se coloco el recipiente en un lugar fresco a temperatura
ambiente durante 15 dias (Figura 2). Esta fue la “solucion madre” de donde se obtuvieron los
Microorganismos de Montafia (MM) liquidos en condicién aerdbica. Esto fue realizado por los

productores de la comunidad en conjunto con los técnicos del Ministerio de Ambiente
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(CEDESAM). La siembra de la semilla fue realizada manualmente seglin cantidad utilizada

regularmente por los productores.

180 L Agua

12 Kg MM

Fermentacion aérobica

2 semanas

Figura 2. Esquema de la preparacion del biol de microorganismos de montafia.
2.2.3. Disefio del ensayo

El area total del ensayo fue de 161 m?. Se utiliz6 el disefio de Bloques Completos al Azar con 4
repeticiones y 6 tratamientos. Las unidades experimentales son de 3x1 metros separados por
pasillos de 1 metro (Figura 3). En donde: suponemos que el nimero de unidades experimentales
para cada bloque coincide con el nimero de tratamientos (Tabla 3), esto es, hay una observacion
para cada cruce de los niveles del factor y del bloque. La variable repuesta Y puede depender

de un primer factor de interés Ay de la variable bloque B.

Yijk=p + Ti + Bj+ ¢ijk
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Donde: Yijk= observacion; p= efecto medio; Ti= efecto del i- ésimo tratamiento; Bj= el efecto

incremental sobre la media causado por el nivel j del bloque B ¢ijx= error experimental.

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4

3m;1;31x1} T3 T6 T4
T2 T4 TS T3
T3 T2 T1 T6
T4 T6 T2 T5
TS5 T1 T4 T2
To6 T5 T3 T1

Figura 3. Disefio del ensayo: blogues completos al azar.

Tabla 3. Descripcion de tratamientos

Tratamiento

Dosis del biol (mL)/ en agua (L)

1000/ 17
750/ 17.25
500/ 17.50
250/17.75
100 /17.90

18 litros de agua (Testigo absoluto)
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2.3. Trabajo de Laboratorio

El andlisis del biol de microorganismos de montafia fue realizado en el Laboratorio de
Microbiologia Agricola del Instituto de Innovacion Agropecuaria de Panama (IDIAP) entre los
meses de febrero y septiembre de 2022. La muestra utilizada fue tomada el 17 de febrero del

presente afio.
2.3.1. Aislamiento microbiano

Con la finalidad de medir la carga microbiana presente en el biol de microorganismos de
montafa, se realizaron diluciones seriadas en agua destilada, siguiendo la metodologia de
(Hernandez et al., 2016) estas iban de 10 a 10 (Figura 4). Posteriormente se extendieron 100
ul de cada dilucién en platos Petri de 20 mL, con sus correspondientes réplicas. Los medios de
cultivo seleccionados para este ensayo fueron: el agar tripticasa soya (TSA) (Anexo 1) por ser
un medio nutritivo general con variedad de usos y el medio Ashby (Anexo 1), este es libre de
nitrogeno y se emplea para el aislamiento de microorganismos con capacidad de fijar nitrégeno
atmosfeérico (Salazar y Ordofiez, 2013). La incubacion se hizo a 28°C durante 48-72 horas y se

procedio al conteo de las colonias presentes.

ENUMERACION DE SUELO

I DILUCIONES DE SUELO ]

ESPARCIDO EN PLATOS DE AGAR

o1mL o1mL Io1mL lO.1mL 10.1mL
Medio para bacterias

Medio para hongos
Medio para actinomicetes
10+ 104 10+ 10+ 107

DILUCION TOTAL

Figura 4. Esquema utilizado para la dilucion seriada del biol. Fuente: Hernandez et al., 2016
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Para el aislamiento de las colonias se realizaron resiembras sucesivas por el método de estria
cruzada en platos Petri de 10 mL y se incubaron en las mismas condiciones iniciales. En la
coleccion de cepas se emplearon tubos de ensayo (7.5 x 1.5 cm) con tapa rosca, a cada uno se
le agregd 5 mL de los medios seleccionados en plano inclinado. Se realizo la siembra por el
método de estria, se incubaron por 7 dias a 28°C, posteriormente se almacenaron a 4°C. Para
determinar la morfologia celular se utilizé el método de Gram modificado por (Hucker y Conn,

1923). Los resultados fueron examinados en el (Microscopio: Zeiss®).
2.3.2. Caracterizacion de microorganismos
2.3.2.1. Produccidn de sideréforos:

Este ensayo se basa en una competencia por el hierro entre el complejo férrico de un colorante
indicador, cromoazurol S (CAS), y un quelante o sider6foro producido por microorganismos
(Milagres et al., 1999).

2.3.2.1.1. Preparacion del medio sélido cromoazurol S

Siguiendo la metodologia de (Schwyn y Neilands, 1987) para la primera solucion, se disolvieron
60.5 mg de CAS agar en 50 mL de agua destilada, a esta mezcla se le agregé 10 mL de una
solucion de Hierro formada por 1 mm de FeClz.6H20, 10 mm HCI y se procedio a agitar. En
otro frasco, se diluyeron 72.9 mg de HDTMA en 40 mL de agua. Se mezclaron ambas soluciones

y se paso a la autoclave a 121°C por 20 minutos.

Para la segunda solucion, en 900 mL de agua, se mezclaron 15 g de agar, 30.24 g de Pipes 'y 12
g de una solucion al 50% (peso/peso) de NaOH hasta alcanzar un pH de 6.8. Esto se llevo a la
autoclave a 121°C por 20 minutos. Luego se mezclaron ambas soluciones y se almacenaron a

4°C hasta el momento de su uso (Shin et al., 2001)
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2.3.2.1.2. Preparacion de los medios de cultivo especificos

Se preparo medio TSA y fue servido en platos Petri de 10 mL, luego se procedio a cortar en dos
mitades y se retird una de ellas. El espacio vacio se reemplaz6 por el Agar Cromoazurol S
preparado previamente. A la mitad con el medio de cultivo especifico, se le inoculd las cepas
teniendo en cuenta de no sobrepasar el borde que divide ambos medios. Se incubaron los platos

a temperatura ambiente y se situaron en un lugar oscuro por 2 semanas.

2.3.2.1.3. Medicion de la reaccién CAS

Para el analisis cualitativo se observo el crecimiento de las cepas y se verifico la reaccion CAS
mediante el avance en el cambio de color del agar Cromoazurol S, iniciando a partir de la linea
borde entre los dos medios. Se tomaron mediciones al 5%, 10M™ y 15%° dia. La estimacion
cuantitativa del sideroforo se realizo tomando el sobrenadante de cultivos bacterianos cultivados
en medio TSA (Hu y Xu, 2011). Se tomaron tres repeticiones por para cada cepa (Arora y
Verma, 2017). Después de la incubacion a 28°C durante 48 horas, los cultivos bacterianos se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos, para ello se tom6 1 mL de caldo y se coloco en
un tubo de centrifuga de 1.5 mL (uno para cada cultivo bacteriano) se desecharon los sedimentos
celulares y el sobrenadante se utilizé para estimar el sideréforo. El flotante (0.5 mL) de cada
cultivo bacteriano se mezcl6 con 0.5 mL reactivo CAS y después de 20 minutos se tomd la
densidad Optica a 630 nm (Espectrofotdmetro: Thermo Scientific, Evolution®). El sideréforo
producido por las cepas se midi6 en unidad porcentual de sider6foro (psu) que se calculd de

acuerdo con la siguiente formula (Payne, 1993):
Produccién de sideréforos:

Ar— As) X 100
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Ar

donde Ar = absorbancia de referencia (solucion CAS y sin inocular caldo), y As = absorbancia

de la muestra (CAS solucion y sobrenadante libre de células de la muestra).

2.3.2.2. Solubilizacién de fosfatos:

Esta prueba se realiza con la finalidad de encontrar microorganismos solubilizadores de fosfato,
los cuales son reconocidos por ser promotores del crecimiento vegetal (Eleonora y Pineda,
2014). Se utilizé el medio de cultivo agar Pikovskaya (PVK) (Cisneros y Sanchez de P., 2015).
2.3.2.2.1. Andlisis cualitativo

Los aislados bacterianos se examinaron por su solubilizacion de fosfato tricalcico en placas
PKV. Los aislamientos se inocularon puntualmente en el centro de la placa asépticamente.
Todas las placas se incubaron 28° C+2 C durante 7 dias (Edi-Premono et al., 1996). Transcurrido
este tiempo se midio el indice de solubilizacion de fosfato en aquellos que presentaron una zona
clara alrededor de un collado en crecimiento. Con estos resultados se calculé el indice de
solubilizacion de fosfato (PSI): relacion del diametro total (colonia + zona de halo) a la colonia

didmetro.

PSI= Didmetro de la colonia + Didmetro de la zona de halo

Diametro de la colonia
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2.3.2.3. Determinacién de la concentracion de AIA

Esta prueba se realiza con el objetivo de encontrar cepas eficientes en la produccion de la
fitohormona (Lara et al., 2011).

2.3.2.3.1. Curva patrdn de AlA

La curva patron se realizd a partir de diferentes concentraciones de &cido indol acético
(Sigma®). Para esto se seleccionaron patrones de: 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, y 60 ug/mL (Tabla
4). A cada uno de estos se le adicion6 2 mL del reactivo de Salkowski (anexo 2) y se determiné
la absorbancia a 530 nm (Anexo 3). Se utilizé agua destilada como blanco sin adicion del
reactivo, las lecturas se hicieron por triplicado. Se construyd una grafica de Absorbancia (530

nm) vs. Concentracion (Anexo 3).

Tabla 4. Soluciones para la curva patron

Soluciones AlA en metanol  Agua destilada

patron L nL
(ng/mL)

0 0 1000
1 10 990
5 50 950
10 100 900
15 150 850
20 200 800
30 300 700
40 400 600
60 600 400

2.3.2.3.2. Estimacion cuantitativa

Siguiendo la metodologia de (Ozdal et al., 2017; Mantilla, 2007). Luego de haber seleccionado
los aislados a estudiar, se prepard un pre-cultivo bacteriano en medio TSA, se colocé en un
rotador a 150 rpm por 24 horas. Una vez transcurrido las 24 horas de crecimiento, se llevo cada

cepa a una concentracion conocida de 1x106 UFC/mL, en 20 mL de medio TSA (conteniendo
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0.1 gramo/Litro de L-triptéfano). Luego se incubaron los matraces en la oscuridad a 150 rpm,

por 144 horas.

Después del periodo de incubacion, se procedioé a tomar 1,3 mL de cada solucion bacteriana y
se coloco en tubos marca (Eppendorf®) de 1,5 mL para su centrifugacion a 12,000 rpm por 5
minutos. Se retird 1 mL del sobrenadante y se mezcld con 2 mL del reactivo de Salkowski. Se
agitd por inversién e incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Transcurridos los 30 minutos, se tomd la lectura en el espectrofotometro a 530 nm. La cantidad
de AIA cuantificada se comparé con una curva estandar de AIA preparada previamente (Figura
11). Las lecturas se realizaron a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas. A partir de los datos de
absorbancia y la ecuacion de la recta de la curva de calibracién, se determiné la concentracion

de AIA producida (Mantilla, 2007)

2.3.2.3.4. Determinacion de fijacion no simbi6tica de nitrogeno

2.3.2.3.4.1. Elaboracion de Pre-Cultivo

A partir de un cultivo bacteriano en medio solido (TSA) se realiz6 un pre-cultivo de las bacterias
seleccionadas en medio Ashby y TSA liquido. Con asa bacterioldgica estéril, se tomd una

pequefia porcion y se inoculd en los matraces con 25 mL de medio liquido.

2.3.2.3.4.2. Elaboracion de curva de crecimiento

A partir del pre-cultivo, se estableci6 el cultivo bacteriano con una concentracion inicial de 0.1
células por millén. Seguidamente, se monitoreo el crecimiento bacteriano por un periodo de 9
horas, haciendo mediciones cada 30 minutos a 540 nm. Con los datos obtenidos, se realizé la

curva de crecimiento.
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2.3.3. Analisis fisico quimico del suelo

En campo se tomo la muestra de suelo correspondiente para el analisis fisicoquimico, este fue
realizado en el Laboratorio de Nutricion y Suelos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de

la Universidad de Panama.
2.4. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por analisis de varianza (ANOVA), diferencias de medias,

regresion.

Variables:

Respuesta: Peso de la cosecha

Ambientales: Nivel de clorofila
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CAPITULO III
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RESULTADOS

3.1. Aislamiento microbiano

Luego de realizar las diluciones seriadas y esperar las 48-72 horas de incubacion, se procedio al
conteo de unidades formadoras de colonia presente en los medios seleccionados (Tabla 5). Con
esto se realizd el aislamiento de las bacterias, obteniendo asi un total de 25 cepas aisladas en

TSA 'y 9 en Ashby.

Tabla 5. Carga microbiana presente en el

biol de MM
UFC

Factor de TSA Ashby

dilucién
1072 Incontable Incontable
103 24 Incontable
10 4 14
10° 0 8
106 47 2
1077 10 6

3.1.2. Morfologia celular

Para determinar la morfologia celular se hicieron placas de cada aislamiento y se aplico la
técnica de Gram modificado por (Hucker y Conn, 1923). En la (Tabla 6) se muestran los

resultados obtenidos y en el (anexo 4) las imagenes de cada cepa.

Tabla 6. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas aisladas

Cepa Medio de Tincion de Caracteristicas
aislamiento Gram
1 TSA Bacilos Gram + Colonias amarillentas
Cremosas.
2 TSA Bacilos Gram + Colonias amarillas
Cremosas.
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10

11

12

13

14

15

16

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

Cocos Gram +

Bacilos Gram +

Bacilos Gram -

Bacilos Gram -

Bacilos Gram +

Bacilos Gram +

Bacilos Gram -

Bacilos Gram +

Cocos Gram -

Bacilos Gram +

Cocos Gram -

Cocos Gram -

Bacilos Gram -

Bacilos Gram +

Colonias transparentes con
tonos amarillos y
consistencia cremosa.

Colonias blanquecinas
cremosas.

Colonias amarillas
Cremosas.

Colonias transparentes con
tonos amarillos y
consistencia cremosa.

Colonias transparentes con
tonos amarillos y
consistencia cremosa.

Colonias chocolates
cremosa.

Colonias transparentes con
tonos amarillos y
consistencia cremosa.

Colonias cremas con tonos
amarillos y consistencia
cremosa.

Colonias transparentes con
tonos amarillos y
consistencia cremosa.

Colonias amarillas oscuras
Cremosas.

Colonias chocolatosas
Cremosas.

Colonias chocolate claro
de consistencia cremosa.

Colonias chocolates de
consistencia cremosa

Colonias amarillas
Cremosas.
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

Ashby

Ashby

Ashby

Ashby

Ashby

Ashby

Bacilos Gram +

Bacilos Gram +

Bacilos Gram -

Bacilos Gram +

Bacilos Gram -

Bacilos Gram +

Bacilos Gram +

Bacilos Gram -

Bacilos Gram -

Cocos Gram +

Bacilos Gram +

Bacilos Gram +

Bacilos Gram +

Cocos Gram +

Cocos Gram -

Colonias blanquecinas de
consistencia cremosa.

Colonias chocolates

cremaosas.

Colonias amarillo-oscuras
de consistencia cremosa.

Colonias  blancas de
consistencia grumosa.

Colonias transparentes con
tonos amarillos y
consistencia cremosa.

Colonias blanquecinas de
consistencia cremosa.

Colonias de color amarillo

claro 'y  consistencia
cremosa.

Colonias amarillo-
chocolatosas de

consistencia cremosa.

Colonias amarillas
cremosas.
Colonias blanguecinas
cremosas.

Colonias blanquecinas de
consistencia cremosa.

Colonias transparentes
Cremosas.
Colonias blancas
Cremosas.
Colonias blancas

transparentes cremosas.

Colonias transparentes de
aspecto brillante y
consistencia cremosa.
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32 Ashby Bacilos Gram + Colonia transparente con
tonos claros de
consistencia cremosa

33 Ashby Bacilos Gram + Colonias blanco-
transparente cremosas.

34 Ashby Bacilos Gram +  Colonias naranja brillantes
de consistencia cremosa.

3.2. Caracterizacion de microorganismos

3.2.1. Produccioén de sideroforos

Los 34 aislados bacterianos fueron sometidos a la reaccion de CAS para evaluar la produccion
de sideroforos de manera cualitativa y cuantitativa. Los resultados obtenidos se presentan en la
(Tabla 7) y en el (Anexo 5). La unidad porcentual de sider6foro més alta a las 24h esta
representada por la cepa 19 con un valor de 64.7+21.4 mientras que la méas baja que corresponde
a la cepa 4 con un valor de 8.9+£2.8. Pasadas las 48h se observd un aumento del psu en el 64 %
de las cepas, obteniendo la unidad porcentual de sider6foro mas alta en la cepa 7 con un valor

de 57.8+4.7y la mas baja de 12.9+5.3 en el aislado 26.

Tabla 7. Produccién de sideréforos

Estimacion Estimacién cuantitativa

Cepa cualitativa (psu)
24h 48h
1 + 27.9+6.4 33.0+11.6
2 + 9.7£7.0 41.4+£10.5
3 +++ 13.1+1.9 36.7+24.4
4 ++ 26.6+1.6 46.2+18.2
5 ++ 8.9+2.8 50.2+12.8
6 +++ 24.8+£9.9 43.5+6.4
7 +++ 25.4+10.8 57.8+4.7
8 +++ 32.2+11.3 56.1+11.6
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9 +++ 13.8+0.5 55.0+5.1
10 +++ 11.7+1.8 40.1+3.3
11 +++ 41.0+4.5 28.5+15.6
12 +++ 38.3+2.5 24.5+20.9
13 +++ 33.9+11.1 36.5+21.0
14 +++ 29.0+12.1 36.1+4.3
15 +++ 31.0+28.9 33.918.6
16 +++ 54.2+13.7 43.5+14.9
17 +++ 61.5+9.9 38.7+22.3
18 +++ 33.4+12.5 48.0+2.6
19 +++ 64.7+21.4 45.849.0
20 +++ 51.9+12.0 48.5+7.0
21 +++ 37.5+£3.5 46.7+12.3
22 +++ 34.5+11.8 49.2+9.1
23 +++ 45.7+0.2 49.3+10.2
24 ++ 36.6+8.0 45.1+5.9
25 +++ 44.3+27.2 52.3+3.9
26 + 18.1+11.8 12.945.3
27 ++ 9.4+15.6 22.0+1.2
28 +++ 37.3+16.7 36.8+24.1
29 +++ 43.0+24.1 41.2+425.2
30 ++ 41.3+21.5 28.7+4.7
31 +++ 42.0+£10.2 31.6+20.8
32 + 27.4+12.3 22.3+12.3
33 ++ 32.2+8.6 41.1+15.3
34 ++ 31.946.5 43.8+4.9

Los datos estan representados por la media de 3
repeticiones. + desviacion estandar

3.2.2. Solubilizacién de fosfatos

De las 34 cepas analizadas solo 2 presentaron la capacidad de solubilizar fosfato tricalcico en
medio PVK. (Figura 5). Con los resultados obtenidos se midié el indice de solubilizacion de
fosfato (PSI): relacion del diametro total (colonia + zona de halo) a la colonia diametro. (Tabla

8)

35



Tabla 8. Indice de solubilizacion (PSI) de las cepas

Cepas Diametro halo (mm)  Diametro colonia indice de
(mm) solubilizacion
(15)
33 11.6£1.2 4.61+0.5 3.5+0.3
34 11.3+1.5 4.6x0.5 3.4+0.7

Los datos estan representados por la media de 3 repeticiones. + desviacidn estandar

Figura 5. Halos de solubilizacion de fosfato a los 7d. Medio PVK
3.2.3. Produccién de acido indolacético

Para determinar la sintesis de AlA se utilizo la técnica colorimétrica de Salkowski, que consiste
en la oxidacion de compuestos indolicos por sales férricas (Mantilla, 2007). En la (Tabla 9) se
aprecian los valores de produccion de AlA de cada aislado bacteriano a las 24, 48, 72, 96, 120
y 144 h, esto fue obtenido a partir de la ecuacidon generada por la curva de calibracion (Anexo
3). La produccion mas alta de acido indolacético se dio a las 144 h y corresponde a la cepa 27
con un valor de 27.9+10.8 mientras que la mas baja fue de 5.6+4.2 para la cepa 25 a las 96 h.

Se observd un aumento en la produccion de la fitohormona al 6to dia en 70% de las cepas.
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Tabla 9. Produccién de AIA

Cepa

32
33
34

24h
8.4+3.3
16.7+14.1
10.6+3.3
8.2+4.2
8.4+4.0
9.8+14
9.5+1.4
17.2+13.0
11.1+5.5
8.3+3.9
9.2+2.5
9.4+35
9.0+4.2
7.6£2.4
6.7+2.9
6.0+1.5
16.2+16.3
8.3+1.5
9.2+1.4
7.1+3.7
6.7+2.6
7.2+3.3
7.1+1.8
8.1+2.6
5.9+1.9
13.2+14.8
8.2+4.8
7.8+3.3
7.7+3.0
7.3+4.2
9.0+4.0
10.8+4.8
5.7¥1.9
6.8+3.4

48h
9.3+1.8
15.1+7.8
13.4+3.6
11.9+5.0
8.6+4.6
10.6+4.5
10.9+4.9
10.9+4.0
10.2+4.0
8.9+5.7
9.9+3.2
9.5+5.2
10.7+£3.8
10.7+£3.6
9.0+4.7
8.0+4.4
10.5+2.7
10.4+4.8
12.3+3.0
12.7+8.4
12.2+5.3
12.9+9.4
10.8+1.1
9.8+3.0
11.5+6.9
10.6+2.9
11.9+2.4
10.3+1.5
10.4+3.0
9.6+1.0
10.4+2.3
10.7+£1.5
15.5+8.2
16.1+8.8

72h
8.5+3.4
14.1+4.0
13.4+£3.9
13.6+9.4
16.1+6.8
12.2+2.9
10.2+4.9
14.5+4.1
13.0+4.6
16.3+10.8
12.5+6.4
13.5+5.2
13.0+6.2
9.7+4.6
11.3+3.1
11.5+2.6
8.9+1.2
8.6+0.3
13.1+5.4
10.4+2.7
17.8+9.8
15.3+2.0
14.9+4.2
10.3+2.9
7.9+0.9
10.8+1.0
15.4+3.3
15.8+3.3
11.8+3.2
8.9+4.8
13.5+2.0
14.2+2.4
10.5%1.5
17.9+15

96h
9.0+4.2

120h
7.7+4.9

144h
13.2+2.3

15.5+5.8 15.8+3.9 21.5+10.9

21.0+4.9
16.2+9.1

14.4+5.4
15.0+£9.5

23.0+6.7 24.9+15.3

15.8+1.5
14.5+1.6
15.0+£1.9
13.1+4.2
13.6+2.4
11.6+55
14.3+1.0
18.4+6.6
11.2+5.3
11.1+3.1
10.6+1.8
10.3+3.2
8.4+2.9
15.3+9.3
10.0+1.1
16.6+7.4
17.2+10.9
14.7+£3.9
8.4+5.0
5.6+4.2
15.5+1.7
16.1+2.3
18.5+2.4
12.9+3.0
13.9+4.3
16.5+1.6
15.5+1.7
18.2+9.1
16.1+4.3

14.3+2.9
15.5+1.6
16.7+£3.9
12.5+2.9
12.6+3.1
14.9+5.7
11.8+3.6
16.8+1.3
12.9+4.3
12.7+£4.0
14.2+4.6
12.1+0.6

8.2+4.2
14.2+1.6
10.6+5.1
14.6+3.0
13.9+3.0
20.3+5.7
18.4+7.7
11.9+3.4
16.3+4.0

23.2+3.1
19.2+6.2
23.5+8.2
15.9+2.2
14.4+2.6
16.0+2.2
13.9+2.5
17.8+3.0
12.5+0.5
13.6+3.4
15.6x1.3
13.8+3.4
16.7+£3.8
14.6+0.3
14.1+1.3
11.2+6.0
16.0£3.1
12.9+2.7
23.2+3.7
24.5+7.4
21.1+3.0
13.9+0.8

9.6+5.6
15.4+1.4

18.6+4.0 27.9+10.8

21.4+5.9
14.0+5.8
10.5+55
15.8+1.3
21.3+5.1
14.6+5.6
18.3+4.2

18.3+6.5
23.4+6.8
18.1+4.9
24.9%x1.6
23.4%1.5
21.9+3.6
21.9+15

Los datos estan representados por la media de 3 repeticiones. + desviacién estandar

37



3.3.3.1. Fijacion no simbidtica de nitrogeno

Para esta prueba se seleccionaron 5 de los 34 aislados bacterianos. En la (Figura 6) se presenta
el promedio de las densidades Opticas a 540 nm de las cepas 7, 15, 30, 32 y 34, en funcion del

tiempo (h).
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Figura 6. Curva de crecimiento de las cepas 7,15, 30, 32 'y 34.
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3.3. Andlisis fisicoquimico del suelo

En la (Tabla 10) se presentan los resultados del andlisis fisicoquimico del suelo. Se encontrd
que este es de tipo arcilloso con un pH poco acido. Se presentd un alto contenido de P (115
ppm), Ca (24.55 meq/100g), Mg (1.99 meg/100g), Mn (103 ppm) y Zn (43 ppm). En un rango
medio se ubica la materia organica (3.04%) y el Fe (40 ppm). Finalmente, en concentraciones

bajas se encuentra el K (43 ppm), Na (38 ppm), Al (0 meg/100g) y Cu (2 ppm).

Tabla 10. Resultados de analisis

Parametro Contenido
Textura (Arena-Limo-Arcilla %) 26-31-43
pH en Agua (1:2:5) 6.31
Fosforo (ppm) 115
Potasio (ppm) 43
Sodio (ppm) 38
Calcio (meq/100g) 24.55
Magnesio (meq/1009) 1.99
Acidez (meq/100g) 0.2
Aluminio (meq/100g) 0
Materia Organica (%) 3.04
Hierro (ppm) 40
Cobre (ppm) 2
Manganeso (ppm) 103
Zinc (ppm) 43
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3.4. Andlisis estadistico

Los datos utilizados para el analisis estadistico fueron obtenidos después de 3 giras de campo,
en donde se tomaron en cuenta el nivel de clorofila y peso (kg). Esto con la finalidad de
determinar la dosis optima del biol y cuantificar los rendimientos de este como fertilizante en el
cultivo del culantro (Eryngium foetidum L.). Los andlisis de normalidad y homogeneidad de
varianza para la variable peso se muestran en la (Tabla 11) y en la (Tabla 12) para nivel de

clorofila.

Tabla 11. Anélisis de normalidad y
homogeneidad de varianza-Rendimiento

Cuantiles Cuartiles Peso (kg)

100.00% Maximo 2.4257

75.00% Q1 1.47078409

50.00% Mediana Q2 1.048

25.00% Qs 0.63636364

0.00% Minimo 0.2632

Tabla 12. Analisis de normalidad y
homogeneidad de varianza- Clorofila

Cuantiles Cuartiles Clorofila

100.00% Maximo 50.03
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75.00% Q1 42.9975

50.00%  Mediana Q2 40.81

25.00% Qs 39.18

0.00% Minimo 33.36

Para evaluar el rendimiento del biol se tomd el peso acumulado de cada tratamiento en 3
cosechas. En el grafico caja y bigotes (Figura 7) se muestra que el tratamiento 5 presenta la

mediana Q2 por arriba del valor promedio (1.048) kg. En la (Figura 8) se compara el T5 vs el

control.
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Figura 7. Rendimiento de los tratamientos y control (T6)
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Figura 8. Rendimiento del Tratamiento 5 vs Control T6

Control

El tratamiento 4 resulto ser el mas eficiente para aumentar la concentracion de clorofila en las

hojas de culantro, ya que presento6 la mediana por encima del valor promedio (40.81), tal y como

la muestra el grafico de caja y bigotes (Figura 9). En la (Figura 10) se compara el T4 vs el

control.
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Figura 10. Concentracidn de clorofila del Tratamiento 4 vs Control T6

Los datos obtenidos se distribuyen con normalidad, por lo que se procedio a realizar el analisis
de varianza de bloques. El resumen de ajuste para las variables de peso y concentracion de

clorofila se presentan en las tablas 13 y 14 respectivamente.

Tabla 13. Resumen de ajuste-datos de rendimiento

R cuadrado 0.108473
R cuadrado ajustado -0.00474
Raiz del error cuadratico medio 0.555571
Media de respuesta 1.106234
Observaciones (0 suma de pesos) 72
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Tabla 14. Resumen de ajuste-datos de clorofila

R cuadrado 0.143106
R cuadrado ajustado 0.034294
Raiz del error cuadratico medio 3.264405
Media de respuesta 40.88146
Observaciones (o suma de pesos) 72

Se realiz6 un analisis de varianza para el total pesos obtenidos en cada tratamiento, observando

que el tratamiento 5 (100 mL/17.90 L) resultd ser el mas eficiente frente al tratamiento 6

(control). No se observaron diferencias entre el resto de los tratamientos y el control. (Tabla 15).

En la (Tabla 16) se muestra el analisis de varianza para la concentracion de clorofila.

Tabla 15. Andlisis de varianza para el total de pesos obtenidos

Grados de Media de los
Fuente libertad Suma de cuadrados cuadrados Razén F  Prob>F
Tratamiento 5 0.86205 0.17241 0.5586 0.7312
Bloque 3 1.503895 0.501298 1.6241 0.1927
Error 63 19.4455 0.308659
C. Total 71 21.811445
Tabla 16. Andlisis de varianza para el total de clorofila
Grados de Media de los
Fuente libertad Suma de cuadrados cuadrados Razon F Prob > F
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Tratamiento 5 78.42305 15.6846 1.4719 0.2117

Bloque 3 33.69618 11.2321 1.054 0.375
Error 63 671.34944 10.6563
C. Total 71 783.46867
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CAPITULO IV
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DISCUSION

En los Ultimos afos los microorganismos del suelo se han reconocido como componentes
cruciales para la produccion agricola sostenible, ya sea introduciéndolos por inoculacion o
mejorando las practicas de manejo. Se ha demostrado que las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal aumentan los rendimientos de los cultivos sin comprometer la calidad
ambiental (Prassana et al., 2016; Roychowdhury, 2017; Schmidt y Gaudin, 2018). Estos
microorganismos ocupan diferentes nichos en la rizosfera, lo que provoca competencia por
espacio y nutrientes, limitando asi el desarrollo de especies fitopatdgenas. De igual manera
presentan una actividad supresiva, la cual se ejerce mediante la produccién de compuestos
antimicrobianos, sider6foros y metabolitos secundarios (Schlatter et al., 2017). También se da
el mejoramiento en la nutricion de la planta mediante fijacion bioldgica de nitrégeno y la

solubilizacion de fosfatos (Barros, 2006).

Los sider6foros microbianos proveen Fe a las plantas cuando la biodisponibilidad del metal es
baja, mejorando asi su desarrollo (Ahmed y Holmstrém, 2014). Un estudio de rizobacterias
productoras de sider6foros realizado por (Barrera, 2016) indica que la produccion méaxima de
estos después de 24 h de cultivo fue de 22.8 +2.5 psu, el resto de los aislados se encontraron en
un rango de 8.5-15.6. Mientras que (Aroray Verma. 2017) en una investigacion para optimizar
la metodologia de deteccion de sider6foros producidos por bacterias, obtuvieron como mayor
psu 69.16 + 0.71 a las 48h, oscilando el resto de las cepas entre 07.97 y 45.99. En nuestro caso
la mayor produccion de sideroforos a las 24h fue de 64.7+21.4 en el aislado 19. A las 48 h 28

de las 34 cepas presentaron valores mayores a 30.0 psu, lo que se considera una alta produccién
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de siderdforos (psu). Este tipo de bacterias implican un gran beneficio en los cultivos, ya que
los sideroforos pueden secuestrar el hierro del ambiente rizosférico, impidiendo que sea
disponible para los patdgenos, siendo esto un mecanismo de control. (Kloepper et al., 1980;

Loper y Schroth, 1986).

En los suelos &cidos se forman fosfatos de aluminio y de hierro (Parfitt y Kimble 1989; Sanyal
y De Datta, 1991), mientras que en suelos neutros-alcalinos predominan fosfatos de calcio
(Lindsay et al., 1989). Estas formas de fosfato son insolubles por lo que no son asimilables por
las plantas. Las bacterias solubilizadoras de fosfato son un grupo de microorganismos del suelo
implicados en la liberacion de P desde fuentes inorganicas por medio de la solubilizacién y
desde fuentes organicas a través de la mineralizacion (Fankem et al., 2006). La deteccién de
cepas con capacidad de solubilizar fosforo insoluble se mide cualitativamente mediante el medio
selectivo sélido de Pikovskaya, calculando asi el indice de solubilizacién, en esa linea la de tesis
de (Ibarra, 2016) indica para Sinorhizobium spp., indices que van de 3.04 a 3.39. Por su parte
(Tripti, et al., 2012) reportaron para Pseudomonas sp. y Bacillus sp. indices de solubilizacion
de 3.1y 3.0 respectivamente. Mientras que en cepas aisladas por (Restrepo-Franco et al., 2014)
en el cultivo del arroz (Oryza sativa L.) los valores van de 2.14-2.61. En nuestro caso solo 2 de
las 34 cepas estudiadas mostraron la capacidad de solubilizar fosfato obteniendo IS de 3.04 y
3.05. En este trabajo no se realizé la estimacion cuantitativa de fosforo por lo que no podemos

asegurar que el resto de las cepas no presenten la capacidad de solubilizar fosfato insoluble.

La biosintesis bacteriana de AlA puede ser dependiente o independiente de triptéfano. Existen
6 vias en bacterias para la biosintesis de AIA, de las cuales 5 utilizan triptéfano como precursor
(Prinsen et al., 1993). Las 2 vias principales son: la via del indol-3-piruvato (IpyA) y la via

indol-3- acetamida (IAM), y las 3 secundarias: via de la triptamina (TAM), via del indol-3-
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acetonitrilo (IAN) y la via side chain oxidasa (TSO). La via independiente del triptéfano es una
via poco comun tanto en bacterias como en plantas. Varios factores pueden influir en la
biosintesis de esta auxina, tales como el pH y la concentracion de triptéfano (Lebrazi et al.,
2020; Spaepen et al.,2009). En base a esto (Lebrazi et al., 2020) hizo un estudio donde
determiné que el mejor pH para rizobacterias aisladas de Acacia cyanophylla es uno basico, ya
que la maxima produccion de AIA fue detectada a pH de 9 (116.07 pg ml-t), para (Mohite,
2013) las mayores cantidades se produjeron en pH neutros-basicos de 7-9, en cambio un pH de
6 result6 ser desfavorable para la produccién. (Chandra et al., 2018) indica resultados similares
a lo mencionado por el autor anterior, ya que la cantidad de AIA vario6 de (74.3 pg ml™) a pH 5
a(91.7 ng mLY) a pH 9. En nuestro trabajo de caracterizacion se utilizo un pH de 6.7 y el mayor
valor fue de (27.9 pg mL™?), bastante inferior a lo reportado por otros autores. Con respecto al
efecto de las concentraciones L-Trp en la sintesis de &cido indolacético (Patten y Glick, 2002)
utilizaron diferentes concentraciones, estas fueron: 0, 50, 100, 200 y 500 (ug/mL) de triptofano,
reportando que conforme aumentaba la concentracién era mayor la produccién de AlA (Lebrazi
et al., 2020), en cambio, observd que a mayor concentracién de L-Trp, menor la cantidad de
AlA producido. En nuestro caso se utilizd 50 (ug/mL) de triptéfano. De manera general
(Escobar et al., 2011) obtuvieron valores de 10.44, 11.99, 14.21 y 57.99 (ug ml-1) para cepas
nativas de Azotobacter spp. aisladas del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), Nuestros
valores oscilaron entre 5.6 y 27.9 (ug ml?), manteniéndose principalmente por debajo de 20 (ug
mL™). En base a lo obtenido por otros autores le podemos atribuir este hecho a la baja
concentracion de triptéfano y al pH acido presente en el medio de cultivo. Es importante recalcar
que esta fitohormona induce el aumento de pelos radiculares, logrando con esto una mayor
captacion de nutrientes y en consecuencia mayor rendimiento en los cultivos (Okon y

Vanderleyden, 1997).
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La fijacion bioldgica del nitrdgeno es considerada como una de las alternativas méas viables para
recuperar el nitrdgeno presente en el ambiente (Kimball, 1980). Las bacterias fijadoras de
nitrégeno son componentes importantes del suelo y requieren una fuente de energia quimica en
caso de no ser fotosintéticas (Mayz-Figueroa, 2004). Dependiendo de la cantidad de oxigeno
disponible, se clasifican en: aerdbicas, que dependen fuertemente de las condiciones de
humedad, oxigeno y materia orgénica, y las anaerdbicas que son predominantes en suelos
anegados donde existen las condiciones de humedad y materia organica, pero el suministro de
oxigeno esta restringido (Dugan, 2004). Para determinar la capacidad de fijar nitrdgeno de
forma no simbi6tica se observé la cinética de crecimiento de 5 cepas en 2 medios de cultivo
diferentes a modo de comparacion. Sin embargo, estas no presentaron mayor crecimiento en el
medio selectivo Ashby. De igual manera no se realiz6 una estimacién cuantitativa de esta prueba

por lo que no se pueden aceptar o rechazar como fijadoras de nitrégeno.

El suelo es la base de cualquier produccién agricola, las bacterias benéficas de este recurso
permiten que los nutrientes presentes en el estén disponibles para las plantas (Lizarro y Restrepo,
2014). El anélisis fisicoquimico del suelo es una herramienta muy util al momento de realizar
recomendaciones de fertilizacion, para esto también es importante tener en cuenta el tipo de
cultivo a sembrar. En el corregimiento de Rio Hato se encuentran diferentes fincas dedicadas a
la produccion agricola, estudios de estos suelos indican una baja materia orgéanica, bajo
contenido de nutrientes y un pH &cido. Reportando asi suelos francos-arenosos, valores de M.O.
de 0.66% y 0.48%; Fe: 16.90y 14.70 (ppm); P: 3.0y 7.0 (ppm) y pH de 5.80 y 5.80 para fincas
en las comunidades de Santa Cruz Isidro y Los Aleo, respectivamente. Nuestro suelo de estudio,

ubicado en la comunidad de Bajo Bonito, Distrito de Capira presentd un suelo arcilloso con un
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pH de 6.31 por lo que se considera poco acido, en cuanto a los nutrientes esenciales tenemos

alto contenido de P (115 ppm) y medio de materia organica (3.04%) y el Fe (40 ppm).

Determinar la dosis optima del biol para el cultivo del culantro permite una mayor optimizacion
de los recursos para los productores (Cardenas y Hondoy, 2017) estudiaron para su trabajo de
graduacién el efecto del biol como fertilizante orgénico en tres cultivares de Pennisetum
purpureum, concluyendo que el uso de biol en combinaciones de Urea 25% o Urea 50% resultan
ser combinaciones méas eficaces que el uso de biol 100%. Presentando asi aproximaciones
cercanas a nuestros resultados, ya que una mayor cantidad de biol no asegura un mejor
rendimiento por cosecha. De igual manera es importante tener en consideracion que para nuestro
estudio se trabajé con un suelo libre de agroquimicos y las cepas encontradas en el biol son
nativas del area, lo que explica porque con el tratamiento 6 correspondiente al control (18 L de

agua) se obtuvieron buenos resultados de rendimiento.
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CONCLUSION

Las 34 cepas aisladas mostraron la capacidad de ser promotoras de crecimiento vegetal
en diferentes pruebas, resaltando en la produccion de sideroforos.

Se encontro similitud entre la estimacion cualitativa y cuantitativa de sideré6foros.

Las cepas positivas para la solubilizacion de fésforo mostraron indices altos.

En comparacion a otras investigaciones las cepas no mostraron valores altos en cuanto
la produccion de &cido indolacético.

De las cepas aisladas, 11 lograron crecer en medio Ashby libre de nitrdgeno, sin
embargo, su capacidad de fijar nitrogeno no fue cuantificada.

El suelo de estudio mostro tener un buen contenido de materia organica y nutrientes por
lo que se considera apto para el cultivo del culantro coyote (Eryngium foetidum L.)

Los tratamientos mostraron ser eficientes para aumentar el rendimiento del cultivo del
culantro coyote (Eryngium foetidum L.), sin embargo, con menor cantidad de biol se
obtuvieron los mejores resultados.

El tratamiento 5 con (100 mL de biol en 17.90 L de agua) resulté ser la dosis 6ptima

para la fertilizacion del culantro coyote (Eryngium foetidum L.).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda a los agricultores participar en proyectos relacionados a la aplicacion de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal en sus cultivos a través de parcelas
experimentales, esto con el fin de promover la implementacién de estas practicas

sostenibles en mas cosechas.

Evaluar los niveles de acido indolacético a aplicar segun el cultivo de trabajo, ya que
valores muy altos pueden tener un efecto positivo o tdxico, al punto de inhibir el

crecimiento de la planta.

Utilizar cepas nativas para la fabricacion de bioles para garantizar la sobrevivencia de

estas.

Implementar el uso de bioles como biofertilizantes y conservarlos en frascos herméticos

y bajo la sombra.

En el caso de futuras investigaciones, realizar las estimaciones cuantitativas en las

pruebas de solubilizacién de fosforo y fijacion bioldgica de nitrogeno.

Secuenciar molecularmente las cepas con mejores resultados con la finalidad de conocer

a que especie pertenecen.

Utilizar solo 100 mL de biol/ 17.90 L de agua al momento de fertilizar las parcelas de
culantro, ya que esto garantiza un mayor rendimiento de cosecha y un mejor uso de los

recursos.
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Anexo 1. Medios de cultivo

Medio agar tripticasa soya (Himedia®)

Ingredientes Gramos / Litro

Triptona 17.000

Peptona de soja 3.000
Cloruro de sodio 5.000
Dextrosa (Glucosa) 2.500
Fosfato de hidrogeno dipotésico 2.500
Agar 15.000

pH final 7.3+0.2

Medio Ashby Manitol Agar (Himedia®)

Ingredientes Gramos/ Litro

Manitol 20.000

Fosfato de hidrégeno dipotasico 0.200
Sulfato de magnesio 0.200
Cloruro de sodio 0.200
Sulfato de potasio 0.100
Carbonato de calcio 15.000

Agar 15.000

pH final 7.4+0.2

Medio Pikovskaya Agar (Himedia®)

Ingredientes Gramos/ Litro

Extracto de levadura 0.500
Dextrosa 10.000
Fosfato de calcio 5.000
Sulfato de amonio 0.500
sulfato de manganeso 0.0001
Sulfato de hierro 0.0001
Agar 15.000

pH final 7.0+£0.2

Anexo 2. Reactivo de Salkowski

HCIO4al 35% 49 mL
FeClzal 0.5 M 2 mL
Agua destilada 49 mL
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Anexo 3. Curva de calibracién

Tabla 17. Datos de la curva de

calibracién AIA

Concentracién  Absorbancia 530
AlA nm

1 0.029
5 0.088
10 0.202
15 0.339
20 0.497
30 0.773
40 1.198
50 1.369
60 1.753

CURVA CALIBRACION AIA

1.8

1.6

ABSORBANCIA 530 NM

0 10 20

Figura 11. Curva de calibracion AIA
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Anexo 4. Morfologia celular de las cepas

=

Figura 12. Tincién de Gram de las cepas 1-9
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Figura 13. Tincion de Gram de las cepas 10-18
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Figura 14. Tincién de Gram de las cepas 19-27



Figura 15. Tincion de Gram de las cepas 28-34

84



Anexo 5. Estimacidn cualitativa de la produccion de Sideroforos

Tabla 18. Medicion de la reaccion CAS

Cepa 5t dia 10m° dia  15Y° dia
1 1.3+0.1 1.2+0.2 2.3+1.6
2 0.8+0.3 5.7+6.4 6.5+6.5
3 3.3%1.5 7.0+4.4 23.0+£0.0
4 1.6+0.2 4.3+3.2 11.0£10.8
S 0.6+0.5 11.3+6.1 9.56.1
6 2.7+0.6 23.0+0.0 23.0+0.0
7 2.74#0.6  23.0+0.0 23.0%0.0
8 3.3+1.5 23.0+0.0 23.0+0.0
9 3.7+1.2 23.0+0.0 23.0£0.0
10 2.710.6 23.0+0.0 23.0+0.0
11 3.7+1.2 23.0+0.0 23.0£0.0
12 11+10.4 23.0+0.0 23.0+0.0
13 13+8.7  16.7+#5.7 21.0£35
14 7.0£1.5 23.0+0.0 23.0£0.0
15 15.0+9.3 18.048.7 23.0+0.0
16 22.0+1.2 22.7+0.6 23.0+0.0
17 6.0+4.4 9.0+5.3 23.0+£0.0
18 8.0+£5.0 23.0+0.0 23.0+0.0
19 8.0+7.8 23.0+0.0 23.0£0.0
20 10.748.1 23.0+0.0 23.0+0.0
21 7.0+6.9 19.045.3 19.0+5.3
22 5.0+4.4 19.7+29 19.7£2.7
23 10.0+6.8 19.0+7.5 19.0+£7.5
24 1.7+1.2 3.3%x15 8.3+2.5
25 7.0+£3.0 9.3+2.5 23.0+£0.0
26 0.8+0.3 1.0+£0.0 2.241.0
27 0.9+0.4 7.3+4.6 8.0+4.4
28 1.0+£0.2 5.3+4.0 17.318.1
29 1.4+0.8 17.3£8.1 17.3%#8.1
30 0.7+0.3 3.4+3.1 12.0+9.6
31 1.8+0.4 16.0+9.6 16.0+9.6
32 0.3+0.2 1.3+0.6 1.4+0.5
33 1.5+0.9 14.3+9.0 14.31£9.0

34 1.0+0.9 47+47 12.0+9.6

Los datos estan representados por la media de 3
repeticiones. + desviacion estandar
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Figura 18. Reaccion CAS de las cepas 7-9
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Figura 19. Reaccion CAS de las cepas 10-12
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Figura 20. Reaccion CAS de las cepas 13-15
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Figura 21. Reaccion CAS de las cepas 16-18
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Figura 22. Reaccion CAS de las cepas 19-21
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Figura 23. Reaccidon CAS de las cepas 22-24
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Figura 24. Reaccidon CAS de las cepas 25-27
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Figura 25. Reaccion CAS de las cepas 28-30
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Figura 26. Reaccion CAS de las cepas 31-33
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Anexo 6. Sintesis de AIA
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Figura 28. Produccion de AlA en 6 dias de crecimiento
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Anexo 7. Analisis estadistico
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Figura 29. Rendimiento total en 3 fechas de cosecha diferentes.
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Anexo 8. Cosecha de culantro

Figura 34. Parcela de culantro (Eryngium foetidum L.)
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