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RESUMEN

Los microorganismos solubilizadores de potasio (MSK) permiten convertir formas
insolubles 0 compuestos minerales de potasio a formas disponibles para las plantas, siendo
Bacillus mucilaginosus uno de los microorganismos que ha sido reportando como
solubilizador de potasio. Para cuantificar la cantidad de potasio solubilizado por ésta bacteria
y determinar el mecanismo que le permite hacerlo, se inoculé 1mL de una cepa enriquecida
de B. mucilaginosus en botellas conteniendo 50 mL de medio liquido modificado con
feldespato potésico como fuente de potasio insoluble. El periodo de incubacién fue de 10
dias, a una temperatura ambiente de 28 + 2°C. La cantidad de potasio soluble en cada frasco
fue medida por espectrofotometria de absorcion atomica. Ademas se midié la acidez titulable
y el pH de los filtrados. Con el objetivo de determinar el efecto de la inoculacion de éste
microorganismo sobre la extraccion de K y la produccion de biomasa se realizé un ensayo
bioldgico en el cultivo de frijol. Los parametros evaluados fueron: biomasa fresca y seca,
extraccion de K, peso de vainas y numero de vainas llenas. Los resultados encontrados
fueron analizados a través del disefio completo al azar con arreglo factorial de dos niveles
de K (0 y 500 mg/kg) y cuatro tratamientos en funcién a la combinacion del inoculo y una
fuente de materia organica (hidrolizado de gallinaza). Los resultados obtenidos en laprueba
de solubilizacion demostraron que la cepa de B. mucilaginosus trabajada produce la
liberacion de 23.85mg/L en el lapso que duro la prueba, de la mano con un descenso del pH
y aumento de la acidez titulable. . Sin embargo, esta capacidad no se vio reflejada en el
ensayo biolégico, ya que los tratamientos inoculados con la cepa no presentaron mas materia
seca ni una mayor extraccion de K por parte de las plantas. En cambio el hidrolizado de
gallinaza demostré los mayor valores en los pardmetros evaluados, sin embargo su
aplicacion junto a la cepa de B. mucilaginosus no tuvo el efecto potenciador de la actividad

solubilizadora que se esperaba.

Palabras clave: B. mucilaginosus, feldespato potasico, Hidrolizado, y Potasio.



ABSTRACT

Potassium solubilizing microorganisms (KSM) allow converting insoluble forms of
potassium in available forms for plants. The bacteria Bacillus mucilaginosus is a
microorganism that has been reporting as a potassium solubilizer. To quantify the amount of
potassium solubilized by this bacterium and determine the mechanism that allows it to do
so, ImL of an enriched strain of B. mucilaginosus was inoculated in bottles containing 50
mL of liquid medium modified with potassium feldspar as a source of insoluble potassium.
The incubation period was 10 days, at an ambient temperature of 28 = 2 ° C. The amount of
soluble potassium in each bottle was measured by atomic absorption spectrophotometry. In
addition, the titratable acidity and the pH of the filtrates were measured. To determine the
effect of the inoculation of this microorganism on the uptake of K and the production of
biomass, a biological test was performed on the bean crop. The parameters evaluated were:
fresh and dry biomass, K extraction, pod weight and number of filled pods. The results were
analyzed through the complete randomized design with a factorial disposition of two levels
of K (0 and 500 mg / kg) and four treatments based on the combination of the inoculum and
a source of organic matter (hydrolyzate chicken manure). The results obtained in the
solubilization test demonstrated that the strain of B. mucilaginosus releases 23.85mg / L in
the ten days of the test, with a decrease in pH and increase in titratable acidity. However,
this capacity was not reflected in the biological test, since the treatments inoculated with the
strain did not present more dry matter or greater extraction of K by plants. In contrast, the
hydrolyzate chicken manure showed the highest values in the parameters evaluated;
however, its application together with the strain of B. mucilaginosus did not have the

enhancing effect of the solubilization activity that was expected.

Key words: B. mucilaginosus, potassium feldspar and potassium solubilizer.



I. INTRODUCCION

El potasio (K) es uno de los elementos mas importantes en la nutricion de las plantas ya
que juega un rol importante en su crecimiento, metabolismo y desarrollo. Las plantas
carentes de un adecuado aporte de potasio presentan pobre desarrollo de raices,
crecimiento lento, mala calidad de semillas y bajo rendimiento (White y Karley, 2010),
ademas de una mayor susceptibilidad a enfermedades y plagas. La mayoria de los suelos
contienen cantidades considerables de potasio; sin embargo, solo una fraccion muy
limitada es disponible para la planta, por lo que este nutriente es mayormente

suministrado a través de fertilizantes.

Uno de los desafios de la agricultura en el futuro es hacer un uso mas eficiente de los
recursos para hacer frente al aumento de la demanda de alimento. Grandes &reas en el
mundo reportan baja disponibilidad de potasio debido a una disminucién en las reservas
en el suelo, resultante de una produccion agricola intensiva y una fertilizacion
desbalanceada (Zorb et al., 2014). Desde el 2011, el mercado mundial de fertilizantes
potasicos ha alcanzado a 38.8 millones de toneladas al afio, al tiempo que su precio ha
ido aumentado cada afio, alcanzando 215 USD por tonelada (InvestmentMine, 2016),
haciendo que la estrategia de incrementar el uso de fertilizantes potasicos no sea

sostenible.

El Pert importa mas de 100,000 toneladas de fertilizantes potasicos, de las cuales, el
cloruro de potasio representa 52,858 toneladas, seguido por el sulfato de potasio y el
sulpomag, con 36,589 y 13,793 toneladas respectivamente (INEI, 2015). El uso excesivo
de cloruro de potasio puede producir problemas, ya que presenta un elevado indice de
salinidad y aporta cloruros a la solucion suelo, lo que a la larga puede afectar la calidad
del suelo. Esto hace necesario desarrollar nuevos métodos de fertilizacion que nos

permitan realizar una agricultura sostenible para los cultivos y el medio ambiente.

Una alternativa para incrementar la sostenibilidad de la agricultura sustituyendo parcial o

totalmente a los fertilizantes potésicos, con ventajas ambientales y econdmicas, es la



inoculacion de microorganismos solubilizadores de potasio (MSK). Estos
microorganismos permiten convertir formas insolubles o compuestos minerales de
potasio a formas disponibles para las plantas (Meenaa et al., 2014). Entre esos, se incluyen
una lista de géneros de bacterias y hongos cuya capacidad solubilizadora de potasio ha
sido ampliamente evaluada en otras latitudes. La mayoria de estos estudios han sido
realizados en condiciones de laboratorio, siendo necesario profundizar en el
comportamiento de estos microorganismos en el suelo bajo condiciones de campo y de

como interaccionan junto a los cultivos.

Proponemos la hipétesis de que la inoculacion de una cepa aislada de Bacillus
mucilaginosus, especie que ha mostrado capacidad solubilizadora de potasio bajo
condiciones de laboratorio (Sugumaram y Janarthanam, 2007; Basak y Biswas, 2008;
Han et al., 2006; Han y Lee, 2005; Abou-el-Seoud y Abdel-Megeed, 2011) incrementa la
solubilidad del potasio de una fuente de baja solubilidad (feldespato potésico) asi como
también incrementa la produccion de biomasa (crecimiento) y la extraccion de potasio
por plantas cultivadas en un suelo con bajo contenido de potasio disponible. Es por ello
que se plantea el presente trabajo de investigacion a nivel de laboratorio y a traves de un

bioensayo en macetas con el frijol como cultivo indicador.
1. OBJETIVOS
1.1. Objetivo general

e Determinar el potencial de Bacillus mucilaginosus para la solubilizacién de potasio

mineral y su disposicion para la planta.
1.2. Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad solubilizadora de potasio de Bacillus mucilaginosus en forma
cualitativa, por crecimiento de colonias en dos medios de cultivo agarizados

(Pikovskaya y Aleksandrov modificado).

e Determinar la capacidad solubilizadora in vitro de B. mucilaginosus empleando el

medio liquido mas adecuado de los dos anteriores.

e Determinar el efecto de la inoculacién de B. mucilaginosus, la aplicacion de
feldespato potasico y una fuente organica liquida sobre el crecimiento y la extraccion

de potasio de plantas de frijol bajo condiciones de invernadero.



Il. REVISION DE LITERATURA

El potasio (K) es uno de los macronutrientes esenciales para las plantas junto con el
nitrogeno (N) y el fésforo (P). Los suelos minerales contienen 0.04 — 3 % de K. La
cantidad de potasio en la capa arable de los suelos agricolas (0.2 m) varia de 10 — 20 g/kg
estando en su mayoria (90 a 98 %) formando parte de la estructura de los minerales del
suelo, lo que hace que sea dificilmente disponible para las plantas (Meenaa et al., 2014).

2.1. Formas de potasio en el suelo

El K en el suelo se puede agrupar en cuatro fracciones dependiendo de su disponibilidad

para las plantas: en solucién suelo, intercambiable, no intercambiable y estructural.

El K en la solucién suelo esta directamente disponible para las plantas en forma de K*y
representa aproximadamente solo el 0.1 — 0.2 % de K del suelo (5 % de la demanda total

de la planta) y es el mas propenso a lixiviarse (Mclean y Watson, 1985).

El K intercambiable se encuentra unido electrostaticamente a la superficie a las arcillas y
a la materia orgénica del suelo, representa entre el 1 — 2 % del total de K y junto con el K
en solucién representan las principales reservas de donde las plantas pueden obtener K en
forma rapida. EI K no intercambiable es el que se encuentra fuertemente fijado en la zona
hexagonal de las arcillas micaceas, representando alrededor del 1 — 10 % del total deK 'y

puede considerarse una fuente de K a largo plazo.

La forma restante y la que representa la mayor cantidad de potasio en el suelo (90 — 98
%) es el K estructural que es el K que compone los minerales primarios como la
muscovita, ortoclasa, la biotita y los feldespatos (Zorb et al., 2014). Algunos de estos
minerales pueden liberar directamente K a la solucién suelo como los feldespatos
potasicos o pueden sufrir desgaste en su estructura y degenerar en secundarios que

representan fuentes potenciales de K para las plantas (Singh y Goulding, 1997).

Las fracciones predominantes de potasio en el suelo se presentan en la Figura 1.
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Figura 1: Interrelaciones entre las diversas formas de potasio en el suelo (Serrano et al.,
2014)

El contenido de potasio en el suelo puede expresarse como K elemental o como 6xidode
potasio (K20). La solucion suelo puede contener entre 5 y 15 ppm de K20 lo que
representa de 5 a 15 mg/L de K>O. Cabe recalcar que aunque se exprese el contenido de
potasio en K>O, en la solucion del suelo se encuentra Unicamente en forma ionica
(Urbano, 2003).

El potasio presente en la solucion del suelo es rapidamente consumido por las plantas y
los microorganismos y perdido por lixiviacion, es por esto que la fertilidad potésica
depende de la facultad del suelo para fijar y liberar el elemento y de los niveles de potasio
en la solucién del suelo. De tal manera que una adecuada nutricion vegetal de este mineral
se basa en la existencia suficiente de K intercambiable y el mantenimiento de estos niveles
(Brady y Weil, 1999).

2.2. El potasio en la nutricién vegetal

El potasio absorbido por la planta es el que se halla en forma idnica (K*) en las soluciones
de suelo o fijado sobre el complejo adsorbente. Su absorcion por las raices se produce
mediante mecanismos de difusion, facilitado por su baja carga y pequefio radio ionico.

La planta puede absorber cantidades importantes de potasio, méas del 1 % de su peso seco



(Urbano, 2003). El potasio es el catién que prevalece en las plantas y hay pruebas que
sugieren su implicacién en el mantenimiento del balance idnico de las células (Bidwell,
1993).

La planta puede absorber cantidades superiores a las requeridas, sin que esto represente
una mejora significativa del rendimiento en relacion al obtenido con cantidades menores
de potasio, mecanismo que es denominado “consumo de Iujo”. Por otro lado, en
situaciones de deficiencia de K* la planta puede sustituirlo absorbiendo Na,
interviniendo en aspectos fisicoquimicos como turgencia, hidratacion, presion osmotica

y no en aspectos bioldgicos (Urbano, 2003).

El potasio cumple funciones importantes en el desarrollo vegetativo, es asi que coadyuva
en la produccion proteica, el tallo y los pastos crecen con mayor dureza, por lo que se
reduce la necesidad de tutores; proporciona granos y semillas de mejor tamafio y
contenido; participa en condicion de esencial en la formacion y desplazamiento de
almidones y azUcares; interviene en el desarrollo de raices y tubérculos; y esta
involucrado en la formacion de antocianina, pigmento de color rojo azulado de las hojas
y frutos (Zorb et al., 2014).

La funcién de algunas enzimas implicadas en la sintesis proteica es ineficiente en ausencia
de potasio. Este elemento se enlaza de manera idnica a la piruvato quinasa, primordial en
la respiracion y el metabolismo de los carbohidratos (Bidwell, 1993). El potasio esta
relacionado con el funcionamiento de més de 60 enzimas involucradas con el crecimiento
de las plantas, con la produccion y con el transporte de metabolitos fotosintéticos hacia
semillas, tubérculos, raices y frutos. También esta involucrado con la economia del agua
y con el suministro de resistencia a distintas plagas, enfermedades, congelacion y sequia
(Sanchez et al., 2006)

Las carencias de potasio se pueden manifestar como una clorosis tipicamente moteada en
las hojas maduras que posteriormente, dada la movilidad de este elemento en las plantas,
se distribuye a las hojas jovenes. Otra caracteristica es la presencia de areas necroticas en
los bordes y puntas de las hojas, enroscandose de una manera caracteristica pudiendo
producirse ennegrecimiento general u hojas quemadas. También puede apreciarse por la
evolucion en roseta o achaparramiento. Como consecuencia se registra la reduccion del

crecimiento caulinar, el debilitamiento del tallo y la baja resistencia a patdgenos. Este



debilitamiento es muy evidente en los cereales que son facilmente acamadas (se tienden

ante la intemperie) y afectadas por enfermedades (Bidwell, 1993).
2.3. Solubilizacion microbiana de fuentes insolubles de potasio
2.3.1. Cuantificacién de solubilizacién de potasio

Los estudios sobre la dindmica de la solubilizacién realizada por los microorganismos, se
realizan en primera instancia en base al K liberado en el medio del cultivo teniendo como
unica fuente de K una fuente mineral, un compuesto insoluble. La tasa de solubilizacion
de potasio a menudo se estima restando la concentracion final de K de un medio inoculado
menos la concentracion de K de un medio no inoculado. Estd estimacion tiene la
limitacion de no tener en cuenta la K utilizado por las células durante el crecimiento de

las bacterias.

La eficiencia de solubilizacion de potasio por diferentes microorganismos varia segun la
naturaleza de los minerales potasicos utilizados, especificamente de su estructura y
composicion quimica. Segun Sheng et al. (2002), la liberacién del potasio de los

minerales sigue el siguiente orden:
[llita > Feldespato > Muscovita.
2.3.2.Mecanismos para la solubilizacién de potasio

La literatura reporta que diversos microrganismos (procariotas y eucariotas) presentan
capacidad para la solubilizacion de formas minerales poco solubles de potasio. Entre los
mecanismos mas frecuentemente reportados para explicar esta solubilizacién, pueden

mencionarse los siguientes:
2.4.2.1. Oxidoreduccion

En contraste con los eucariotas que utilizan oxigeno para la respiracion, algunos taxones
bacterianos destacan en el uso de aceptores de electrones alternativos para sus

necesidades energéticas y metabolicas.

La mayoria de estos aceptores de electrones son solubles, incluyendo nitrato y sulfato.
Por el contrario, otros aceptores, tales como el hierro contenido en minerales tales como
goethita o hematita, son insolubles y es por esto que existe la necesidad de un contacto
directo con la superficie mineral (Newman, 2001). En la goethita y hematita, el
mecanismo por el cual los electrones son transferidos todavia no es claro. Se sugirio que

esta transferencia puede ocurrir por excreciones y moléculas asociadas a la membrana
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como quinonas, cisteinas o heteropolimeros de melanina extracelular (Croal et al., 2004;
Hernandez et al., 2004). En teoria, la reduccion u oxidacion de un compuesto atrapado en
una estructura compleja deberia dar como resultado la inestabilidad del cristal mineral y,
por lo tanto, su disolucion. Sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencia clara que este
proceso induce por si solo el desgaste hecho por las bacterias en minerales complejos,
tales como silicatos.

2.4.2.2. Produccién de acidos organicos

En pruebas de laboratorio para determinar el impacto de las bacterias y de metabolitos
microbianos en la solubilizacion mineral, se encontré que el impacto en la disolucion
mineral de los &cidos organicos depende del tipo de ligando, de la concentracion del
ligando, del pH y de la composicién del mineral (Ullman et al., 1996). Sheng y He ( 2006
) reportaron que la solubilizacion de illita y feldespato por microorganismos esta
relacionada directamente con la produccién de &cidos organicos como el acido oxalico y
tartarico , acido gluconico, acido 2-cetogluconico, acido citrico, acido malico y acido
succinico. El &cido tartarico parece ser el agente mas frecuente en la solubilizacion de
potasio (Zarjani et al., 2013; Prajapati et al., 2012; Prajapati et al., 2013). Otros acidos
organicos, tales como &cido acético, lactico, propidnico, glicélico, malonico, fumarico,

etc, también se han reportado como solubilizantes de potasio (Wu et al., 2005).

Experimentos indican que la bacteria puede producir acidos organicos al menos por tres

diferentes mecanismos:

e La fermentacion: varios tipos de bacterias fermentativas producen acidos organicos
como ultimo subproducto metabolico. Los ejemplos clasicos de subproductos de la
fermentacion incluyen acido acético, acido lactico, y &cido butirico (Gottschalk,
1986). La fermentacion es generalmente limitada en los acuiferos y sedimentos en
las zonas donde los receptores de electrones alternativos (O,, Mn**, Fe*3, NO;, SO,
%) no son disponibles. Tales zonas no son infrecuentes en el subsuelo donde el flujo
de receptores de electrones se inhibe debido a limitaciones hidrologicas (McMahon
y Chapelle, 1991; McMahon et al., 1992; Murphy et al., 1992).

e EI catabolismo: la degradacion de macromoléculas tales como proteinas y
polisacéaridos complejos (por ejemplo, celulosa y lignina-celulosa) en ambientes

oxigenados también puede inducir la produccion de acidos organicos. Se cree que los



aminoacidos y un gran ndmero de subproductos organicos aromaticos que se

encuentran en las aguas naturales se producen por este mecanismo (Thurman, 1985).

e Excrecion de 4cidos organicos: los experimentos con bacterias aerobicas también
indican que los &cidos organicos pueden ser excretados cuando el crecimiento esta
limitado por la ausencia de un elemento nutriente esencial (Tempest y Neijssel,
1992).

Estos acidos organicos producidos pueden ser detectados por cromatografia liquida de
alta resolucion y métodos enzimaticos (Archana et al., 2012, 2013; Zhang et al., 2013).
Sin embargo, la acidificacion no parece ser el inico mecanismo de solubilizacién, ya que
la reduccidn del pH en algunos casos no se correlaciono con la capacidad de solubilizar
potasio (Zarjani et al., 2013; Rosa-Magri et al., 2012).

2.4.2.3. Produccion de sideroforos

En una investigacién sobre solubilizacién de la roca fosforica proveniente de tres minas
de Marruecos por parte de actinomicetos. Hamdali et al. (2007), no encontraron liberacion
de &cidos organicos ni descenso de pH. Esto demuestra un mecanismo de solubilizacion
diferente; en este caso se revela la excrecion de sustancias quelantes (tales como
sideroforos) que forman complejos estables con los adsorbentes mas comunes del fosforo:
aluminio, hierro y calcio (Watteau y Berthelin, 1994; Welch et al., 2002). Este mecanismo
ha sido observado en otros microorganismos como Aspergillus niger, Enterobacter sp., y
Erwinia sp. (Abd-Alla'y Omar, 2001; Zhao et al., 2002).

2.4. Inhibicion del mecanismo de solubilizacion

Las paredes celulares y polimeros extracelulares producidos por las bacterias pueden
afectar a la solubilidad mineral (Ullman et al., 1995). Estos compuestos u otros
subproductos metabolicos pueden, bajo ciertas condiciones, inhibir la disolucion de
minerales. Muchos compuestos organicos son capaces de adherirse de forma irreversible
sobre las superficies minerales y reaccionar con la superficie del mineral para producir
fases secundarias estables del mineral (precipitar), es decir esta adsorcion y precipitacion
pueden tener el efecto de limitar el intercambio entre la superficie del mineral y el fluido

circundante, reduciendo asi la tasa de solubilizacion.

Patel et al. (2011), realizaron un ensayo con dos strains de Pseudomonas aeruginosa para
determinar el grado de represion de la capacidad de solubilizacion de roca fosfatada (RP)

en presencia de acidos organicos (malato y succinato). Ambos aislamientos probaron
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tener una gran capacidad de solubilizacion si se tiene a la glucosa como fuente de carbono
ya que se relaciona con la produccién de acido gluconico, en cambio cuando se reemplaza
la glucosa por malato, succinato o una mezcla de ambos la capacidad de solubilizacion se
reduce en gran medida. Los resultados indican que la habilidad de solubilizar fosfatos se
pierde por la inhibicion de la enzima GDH encargada de la produccion de &cido gluconico

por parte de los &cidos organicos.
2.5. Factores que influyen en la actividad bacteriana

Un factor limitante es cualquier factor que en bajas o altas concentraciones puede limitar
o prevenir el crecimiento de una poblacién, aun cuando otros factores que influyan en su
crecimiento estén cerca o en el rango 6ptimo para su estimulo. Las especies pequefas
como las bacterias tienen un alto potencial biodtico, una cepa bacteriana puede
reproducirse cada 20 minutos, con lo que en teoria podria cubrirse la superficie de la tierra
con una capa de 0.3 metros en solo 36 horas, este desde luego no es un escenario real ya
que las poblaciones de bacterias rapidamente ven limitado su crecimiento poblacional
debido a limitaciones de recursos y competencia con otras especies. Los efectos de

algunos de estos factores sobre la actividad microbiana se presentan a continuacion:
2.5.1. Efecto de la temperaturay el pH

La temperatura del suelo influye en gran medida las tasas de procesos bioldgicos,
quimicos y fisicos en el suelo. Esto se describe tradicionalmente por la relacion Qio, €s
decir, el factor por el cual la actividad microbiana aumenta cuando la temperatura
aumenta en 10 °C. Dentro de un rango limitado de temperaturas, las tasas de procesos
bioldgicos y quimicos usualmente aumentan de dos a tres veces por cada 10 °C de

aumento de temperatura.

Muy pocos suelos mantienen una temperatura uniforme en sus capas superiores. Las
variaciones pueden ser estacionales o diurnas. Debido al alto calor especifico del agua,
las capas humedas estdn menos sujetas a grandes fluctuaciones diurnas de temperatura

que los suelos secos (Petterson, 2004).

Uno de los factores mas influyentes que afectan a la comunidad microbiana en el suelo
es el pH. Este influye fuertemente en la solubilidad y la ionizacion de los constituyentes
de la solucion suelo, la disponibilidad de carbono, la disponibilidad de nutrientes y la

solubilidad de metales pesados. También existe fuerte evidencia que el pH es



determinante en la estructura y diversidad de la comunidad microbiana (Fierer y Jackson,
2006).

2.5.2. Efecto de la estructura del suelo

El tipo y cantidad de arcilla presente en el suelo pueden afectar tanto la actividad como
la supervivencia de una bacteria. Una textura fina se traduce en mayor cantidad espacio
debido a la gran cantidad de microporos que esta contiene, ademéas de ayudar en la

formacion de agregados en el suelo haciéndolos mas estables.

Un suelo con alto contenido de arcilla posiblemente tenga una mayor cantidad de
microhabitats que serdn aprovechados por las bacterias. Estos microhabitats pueden
proteger a las bacterias de los protozoos predatores ya que son su fuente principal de

alimento.
2.5.3. Efecto de la disponibilidad de nutrientes

El déficit de carbono se ha determinado como el factor limitante mas comun en el suelo,
aunque se ha reportado otros nutrientes limitantes como el nitrégeno y el fosforo.
Demoling et al. (2007), estudiaron que nutrientes limitan la tasa de crecimiento bacteriano
en 28 suelos suecos, para lo cual utilizaron la técnica de incorporacion de timidina o
leucina después de incorporar distintas concentraciones de carbono organico (glucosa),
nitrdgeno y fosforo. Los resultados indicaron que a bajas concentraciones de glucosa en
el suelo el danico factor limitante es el carbono, mientras que a mayor concentracién de
glucosa el carbono permanece siempre como el principal limitante teniendo al nitrégeno

o fosforo como un factor limitante secundario.
2.6. Microorganismos solubilizadores

La zona estrecha de suelo que rodea directamente el sistema de raices se denomina
rizosfera, mientras que el término 'rizobacterias' se aplica a un grupo de bacterias que
colonizan el medio ambiente cercano a la raiz proporcionando soporte mecanico,
facilitando el acceso al agua y ayudando en la absorcion de nutrientes (Walker et al.,
2003).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), se caracterizan por los
siguientes caracteres intrinsecos: (i) Deben colonizar la superficie de las raices y el
espacio adyacente a estas; (ii) Tener la capacidad de sobrevivir, multiplicarse y competir

con otros microorganismos en el suelo, al menos durante el tiempo necesario para
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expresar su efecto en la promocion/proteccion en las plantas; y (iii) Deben promover el
crecimiento de las plantas (Kloepper, 1994).

Somers et al. (2004), clasifican a las PGPRs segun sus actividades funcionales como: (i)
Biofertilizantes (aumentando la disponibilidad de nutrientes a la planta); (ii)
Fitoestimuladores (promocion de crecimiento de la planta, generalmente a través de
fitohormonas); (iii) Rizoremediadores (degradar contaminantes organicos) y (iv)
Biopesticidas para el control de las enfermedades, principalmente por la produccion de

antibioticos y metabolitos antifungicos (Antoun y Prévost, 2005).

Las asociaciones de las PGPRs con las plantas varian en el grado de proximidad de la
bacteria con la raiz de las plantas y de acuerdo a la intimidad de la asociacion (Gray y
Smith, 2005). Segun esto las PGPRs se pueden clasificar en:

e Extracelulares (ePGPR): existentes en la rizosfera, en el rizoplano, o en los espacios
entre las células de la raiz. Algunos ejemplos de ePGPR son, Agrobacterium,
Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter,
Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas Yy

Serratia, etc. (Bhattacharyya y Jha, 2012).

e Intracelulares (iPGPR): existentes en células de la raiz, generalmente en estructuras
nodulares especializadas (Figueiredo et al., 2011). Del mismo modo, algunos
ejemplos de la iPGPR son Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,

Mesorhizobium y Rhizobium perteneciendo estos a varias familias.
2.6.1. Microorganismos solubilizadores de potasio (MSK)

Muchos microorganismos como hongos, bacterias, micorrizas, y actinomicetos han sido
reportados colonizando incluso la superficie de las rocas de las montafas (Groudev, 1987;
Gundala et al., 2013). Segun Aleksandrov et al. (1967), diversos aislamientos bacterianos
encontrados en tierras agricolas no solo demostraron la capacidad de liberar K sino que
también ayuda en la descomposicion de la materia organica y residuos de cosechas. Lo
que sugiere que juegan un papel importante en el ciclo de nutrientes en el sistema suelo-

planta.
2.6.1.1. Bacterias

Se han reportado diversos grupos de bacterias que tienen algun efecto en la conversion

de formas insolubles de K a formas mas disponibles para la planta. La primera evidencia
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de solubilizacién de minerales de potasio por parte de microorganismos fue demostrado
por Muentz en mil ochocientos noventa. Actualmente una amplia gama de
microorganismos rizosféricos han sido reportados como solubilizantes de potasio los
cuales incluyen: B. mucilaginosus y Arthrobacter spp. (Zarjani et al., 2013), B. edaphicus
(Sheng 2005), B. circulans (Lian et al., 2002), Burkholderia, Acidithiobacillus
ferrooxidans y B. mucilaginosus (Zhang y Kong 2014), Bacillus edaphicus (Sheng y He
2006), Enterobacter homaechei (Prajapati et al., 2013.), Paenibacillus mucilaginosus
(Liu et al., 2012; Hu et al., 2006), P. frequentans, Cladosporium (Argelis et al., 1993),
Aminobacter, Sphingomonas, Burkholderia (Uroz et al.,, 2007), y Paenibacillus
glucanolyticus (Sangeeth et al., 2012). Algunas de estas bacterias tienen amplias
aplicaciones en la mineria, la metalurgia, fertilizantes microbiana, y comida (Meena et
al., 2014; Zhang y Kong 2014).

2.6.1.2. Hongos

También se ha reportado que las micorrizas arbusculares pueden aumentar la solubilidad
de potasio mediante la liberacion de protones (H*) y acidos organicos como el citrato,
oxalato y malato. Prajapati et al. (2012) reportaron aislamientos de Aspergillus terreus y
Aspergillus niger, obtenidos en suelos ricos en K con una gran capacidad de solubilizar
fuentes insolubles de potasio. Siendo A. terreus el que demostré una mayor capacidad de

solubilizacién, asi como una mayor capacidad de produccion de acidos organicos.

Por otra parte, tanto como Rhizobium y Pseudomonas, simbiontes que fijan el nitrégeno
atmosférico han mostrado tener algunas la capacidad e solubilizar fuentes insolubles de

potasio y fosforo.
2.7. Efectos de la aplicacion de MSK en diferentes cultivos.

Existen un gran nimero de ensayos que prueban la capacidad solubilizadora de diversas
bacterias y su contribucion en el crecimiento vegetal, entre los cuales se encuentran los

siguientes:

Basak y Biswas (2009) realizaron un ensayo para determinar la influencia de Bacillus
mucilaginosus en la solubilizacion de una mica potasica en alfisoles y teniendo como
indicador a un pasto Sudan (Sorghum vulgare Pers), encontrando una mayor cantidad de
biomasa en las plantas, mayor liberacion de K por parte de la mica y una mayor captacion
de K por la planta en los tratamientos en los cuales se aplico la cepa de B. mucilaginosus

junto con la mica.
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Sugumaram y Janarthanam (2007) probaron la capacidad de solubilizacién de microclina,
ortoclasa y muscovita por parte de cinco aislamientos bacterianos con capacidad para
solubilizar K de formas no disponibles, usando al mani como cultivo indicador.
Determinando que la cepa MCRCpl correspondiente a B. mucilaginosus presenta los
mejores resultados en combinacion con la muscovita al aumentar la cantidad de Ky P
disponible en el suelo y aumentar la cantidad de materia seca en 125 % y el contenido de

aceite en 35.4 %.

Singh et al. (2010), evaluaron el efecto de B. mucilaginosus, Azotobacter chroococcum y
Rhizobium spp., en la solubilizacion de K a partir de residuos de micas y su absorcion por
el maiz y el trigo. La absorcion de K fue significativamente més alta en los tratamientos
inoculados, esto se tradujo en una mayor acumulacion de biomasa, mayor contenido de
clorofila y un mayor contenido de proteinas en el tejido vegetal. Entre las rizobacterias,
B. mucilaginosus demostré un mejor comportamiento que A. chroococcum y Rhizobium
spp.

Bacillus edaphicus es otra especie bacteriana con capacidad para solubilizar potasio en
combinacion con fuentes insolubles de potasio. Esta bacteria fue probada en algodén
(Gossypium hirsutum L.) y canola (Brassica napus L.) en un estudio realizado en macetas,
demostrando que la inoculacion de B. edaphicus a una concentracion de 3.15.x.10° UFC/g
aumenta la concentracion de K en un 30 % en algodon y 26 % en canola, ademas se pudo
observar un mayor crecimiento de brotes y raices, al igual que un mayor contenido de N
y P en las plantas (Sheng, 2005). En otro trabajo realizado en trigo, Sheng y He (2005)
probaron una cepa de Bacillus edaphicus, ademas de cuatro mutantes de la misma, para
determinar su capacidad de solubilizacion utilizando como fuente de potasio dos
minerales (feldespato y illita). Los resultados reflejaron que la illita se comporta como
una mejor fuente de K para las cinco cepas, del mismo modo se pudo determinar que el
acido oxalico es el principal agente involucrado en la solubilizacién de K. En el trigo se
reporta un aumento en el crecimiento de raices y brotes, ademas de aumentar la cantidad

de N, Py K en las plantas.

Zhang y Kong (2014), aislaron 27 cepas con capacidad de solubilizar potasio y las
identificaron mediante el método de comparacion de ADN ribosomal 16S, las especies
qgue se pudieron determinar fueron Klebsiella variicola, Enterobacter cloacae,
Enterobacter asburiae, Enterobacter aerogenes, Pantoea agglomerans, Agrobacterium

tumefaciens, Microbacterium foliorum, Myroides odoratimimus, y Burkholderia cepacia.
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Se probaron las cuatro mejores cepas (tres aislamientos de Klebsiella variicola y un
aislamiento de Enterobacter cloacae) en un experimento en macetas utilizando plantines
de tabaco como planta indicadora, ademas de usar feldespato como fuente Unica de
potasio. Los resultados obtenidos reflejan que los tratamientos inoculados con las cuatro
cepas tuvieron una mejor captacion de N, K y P, y un aumento en la materia seca de las
plantas, la combinacién de los indculos con el feldespato aumenta en mayor medida la

absorcion de N y K por parte del tabaco.

La coinoculacion de bacterias solubilizadoras de potasio (Bacillus mucilaginosus y B.
subtilis) y de fdésforo (B. megaterium var. phosphaticum), junto con fuentes pocos
solubles de fosforo y potasio, fueron analizadas en un cultivo de maiz (Zea mays) para
determinar si existe una mejora en la disponibilidad de P y K, un mayor crecimiento en
las plantas bajo condiciones limitantes de dichos nutrientes. Los resultados reportaron
que la co-inoculacion aumenta el crecimiento de la parte aérea y radicular del maiz en

suelos donde el P y el K son un factor limitante (Abou-el-Seoud y Abdel-Megeed, 2011).

Los mismos tratamientos fueron probados en pimiento (Capsicum annuum L.) y pepino
(Cucumis sativus L.) por Han et al., (2006). Los resultados reflejan que rocas fosforicas
y potasicas por si solas no mejoran la disponibilidad de dichos elementos lo que las hace
inadecuadas para su aplicacion directa. B. megaterium var. phosphaticum demostré tener
una mayor capacidad de solubilizar P que B. mucilaginosus disolviendo K, sin embargo
la aplicacion de ambas bacterias permite una disponibilidad de P y K significativamente
mayor que los testigos sin indculo. El contenido de N, P y K en los brotes y en las raices,
al igual que el crecimiento fueron mayores cuando se inocularon las bacterias, aunque el
efecto fue mas pronunciado con las inoculacién de B. megaterium var. phosphaticum. Los
mismos resultados fueron obtenidos en berenjena (Solanum melongena) por Han y Lee
(2005). Estas investigaciones nos sugieren un posible uso de estas bacterias como

biofertilizantes.

Badar et al. (2006) probaron la inoculacion de microorganismos solubilizadores de K en
tres tipos de suelos diferentes (arcilloso, arenoso, calcareo), como planta indicadora el
sorgo (Sorghum spp.). Los resultados reflejan un aumento en la materia seca de 48 %, 65
% y 58 %, el fosforo en planta aumento un 71 %, 110 % y 116 %, y el potasio aumento
un 41 %, 93 % y 79 % en cada suelo respectivamente. Mikhailouskaya y Tcherhysh
(2005) reportan un aumento en la produccién de trigo de hasta 1.04 t/ha, ademas de un

aumento en la produccién de materia seca. Este estudio fue realizado en suelos
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erosionados Yy los resultados son comparables con resultados vistos en suelos manejados

modernamente y con un grado de erosion moderado.

Prajapati et al. (2013) trabajaron con la bacteria Enterobacter hormaechei y el hongo
Aspergillus terreus ambos con capacidad solubilizadora de potasio, junto con la
aplicacion de feldespato potésico en el cultivo de ocra (Abelmoschus esculentus).
Encontrando un mayor crecimiento de brotes y raices en los tratamientos inoculados con
E. hormaechei, el potasio contenido en la planta aumento en los tratamientos inoculados
con alguno de estos microorganismos. Ademas se demostré un mejor efecto al inocular

las semillas y el suelo en los tratamientos.

Clark et al. (1999) reportan que la presencia de micorrizas arbusculares en pasto varilla
(Panicum virgatum) aumenté la captacidn de potasio en comparacion al de magnesio y
calcio. Hongos ectomicorriticos particularmente aislados como UFSC-PT22 y UFSC-
Pt186 han aumentado la eficiencia de minerales alcalinos como fuente de P y K en el
crecimiento de plantines de Eucalyptus dunnii, ademas también se reporta que después
de 90 dias, la altura de la planta, longitud de raiz, el peso seco, el contenido de potasio y
fosforo, y la colonizacion de micorrizas se incrementaron en comparacion con el control
(Alves et al., 2010).

La inoculacién de dos especies de HMA: Glomus intraradices y G. mosseae al suelo
mostrd incrementar la absorcién de potasio en maiz (Wu et al., 2005). Sin embargo, la
informacién de absorcion de macronutrientes por parte de micorrizas ha sido
relativamente inconsistente ya que en algunos casos aumenta, disminuye o no se reportan
ningun efecto (Clark y Zeto 1996). En el caso del potasio se ha visto que depende de las
condiciones del suelo, la naturaleza de la planta, la tasa de crecimiento y otras condiciones
(Clark y Zeto 2010).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

En el presente trabajo, la fase de evaluacion de la capacidad solubilizadora de potasio de
Bacillus mucilaginosus se realizé en el Laboratorio de Microbiologia del Suelo de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM). La prueba bioldgica se realizo en
el Laboratorio ¢ Invernadero de Fertilidad del Suelo, el cual se encuentra a 12°4°58”

Latitud Sur, 76°57° Longitud Oeste y una altitud de 244 m.s.n.m.
3.2. Cepa microbiana

Una cepa de Bacillus mucilaginosus fue empleada como microorganismo experimental.
Esta cepa fue proporcionada por la empresa FEEDCOR S.A. La presentacion del
producto es un sustrato granulado inerte, que de acuerdo a especificaciones, contiene 1 x

10 unidades formadoras de colonia (UFC)/g.
3.3. Medios de cultivo

En la prueba de solubilizacién se emplearon los medios de cultivo de Pikovskaya (PKV)
y de Aleksandrov modificado (ADVm). Ambos medios fueron usados en medio liquido
(Cuadro 1) y en s6lido mediante la adicion de 20 g/L de agar. Los medios solidos fueron
empleados para el recuento de la poblacion de Bacillus mucilaginosus. Posteriormente se
utilizé el medio méas adecuado para evaluar la capacidad solubilizadora in vitro de la

misma bacteria caracterizada como solubilizadora de potasio.

Para la preparacion del medio primero se agregaron las diferentes sales que lo conforman

y posteriormente se adiciono el feldespato potésico antes de esterilizarlo.
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Cuadro 1: Composicion de los medios nutritivos
Composicion (g/L)

Componente
Pikovskaya (PKV) Aleksandrov mod (ADVm)

Glucosa 10.0 5.0
(NH,4),SO, 0.5 0.5
MgS0,.7H,0 0.1 0.5
Extracto de levadura 0.5 0.5
NaCl 0.2
CaCO, 0.1
FeS0,.7H,0 0.002
FeCls 0.005
MnS0,.H,0 0.002
NaH,PO, 2.0 2.0
Feldespato potasico 3.0 3.0
pH 7.0

Fuentes: Pradhan y Sukla (2005); Parmar y Sindhu (2013)

3.4. Evaluacion de la capacidad solubilizadora de potasio de Bacillus mucilaginosus

en laboratorio

3.4.1. Materiales
- Micropipeta
- Tubos de 50 mL para centrifugacién
- Erlenmeyer de 250 mL
- Papel filtro
- Embudos
- Feldespato potéasico
- Balanza de precision
- Autoclave
.Incubadora
- Centrifuga de 5000 rpm

- Espectrofotdmetro (marca Thermo Scientific® HeAlOS5)
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- Camara de flujo laminar

3.4.2.Diluciones seriadas y conteo en medio solido

La determinacion de la poblaciéon de B. mucilaginosus en el inoculo sélido se realizd

mediante la técnica de dilucién sucesiva en placas. Para evitar la contaminacioén con

hongos, los medios de Aleksandrov mod (ADVm) y Pikovskaya (PKV) fueron

suplementados con 45 mg/L de fluconazol. Se tomaron tres muestras del indculo donde

se encuentra la cepa de B. mucilaginosus, para luego realizar las diluciones seriadas de

cada muestra en agua estéril, posteriormente se cultivaron en medio solido lasdiluciones

10,108 y 107; a partir de las cuales se realizd el conteo de colonias de B. mucilaginosus

que solubilizaron potasio, y en base a éste se determind la poblacion. Cada dilucién fue

repetida en tres placas de Petri.

La técnica de diluciones seriadas que se utilizo se describe a continuacion:

1

Se preparé una dilucion inicial de indculo-agua de aproximadamente 1/10 (10%)
afiadiendo 10 g de indculo a un frasco que contenia 90 ml de agua destilada estéril. Se
determiné previamente el estado de humedad del in6culo. El agua destilada contenia
9 g/L de NaCl.

La solucion fue agitada por 10 minutos sin dejar que las particulas de suelo

sedimenten.

Con una pipeta estéril se transfiri6 1 mL de la suspensién a un tubo de ensayo que
contenia 9 ml de agua destilada estéril y se agitd durante 1 minuto. Esta segunda

dilucion fue 1072

Se repitio este mismo procedimiento para las siguientes diluciones sucesivas: 103, 10°
4,10°,10%y 107,

Para realizar la siembra, se afiadi6 1 mL de la dilucion respectiva a cada placa
correspondiente y asépticamente se colocaron aproximadamente 15 mL de cada medio
de cultivo (ADV y PKV) de tal manera que se distribuyera de forma uniforme y forme
una pelicula de aproximadamente 2 a 3 mm. La temperatura ideal para el plaqueo es
cuando el medio se encuentra entre 42 — 45 °C, lo cual coincide cuando el medio se

encuentra liquido pero es manipulable sin causar quemaduras.

Luego que el medio solidifico, se invirtieron las placas para evitar que la humedad

condensada de las tapas cayera sobre el medio y disperse las colonias.
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7. Se colocaron las placas en la camara de incubacion a una temperatura de 28 °C (French
y Hebert 1980).

El potasio mineral fue adicionado a ambos medios a razén de 3 g/L, empleando como
fuente al feldespato potasico (10.1 % de K20), con lo cual se realiz6 una evaluacion de la
capacidad de solubilizar potasio de la cepa de B. mucilaginosus. Despues de
aproximadamente cinco dias de incubacion a 27 °C, se contabilizaron las colonias que

desarrollaron halos o zonas claras alrededor (Kumar y Narula, 1999).
3.5. Andlisis estadistico
3.5.1. Disefio experimental

Para la comparacion de medios, se emple6 un disefio de bloques completamente al azar
(DBCA) con arreglo factorial de dos tratamientos aplicados: Medio Aleksandrov
modificado y medio de Pikovskaya, con tres bloques y tres repeticiones. EI modelo

aditivo lineal es el siguiente:

Y ijk=p + Ti + Bj +eijk
Donde:

Yijk = Resultados obtenidos en el k-ésima placa que recibio el i-ésimo tratamiento en el

J- ésimo bloque

u = Efecto de la media general

i = Efecto del i-ésimo tratamiento
Bj= Efecto del j-ésimo bloque

gijk = Efecto debido a la k-ésima placa que recibi6 el i-ésimo tratamiento en el j-ésimo

bloque (error experimental).

Cuadro 2: Distribucion de grados de libertad por fuente de variacion.

Fuente de variacion Grados de libertad (G.L):
Tratamientos(A) A-1 1
Blogue (B) B-1 2
Error experimental (AxB)(R-1) 12
Total (AxBxR) - 1 17
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3.5.2. Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacion de variables en los diferentes tratamientos fueron
sometidos al analisis de varianza (ANVA). Los promedios fueron comparados mediante
la Prueba de comparacion de medias de diferencias minimas significativas (DLS) con un
nivel de significacion de 0.05. El anlisis estadistico fue realizado empleando el paquete
Agricolae del ambiente para computo estadistico R, version 3.1.1 (R Core Team, 2016).

3.6. Evaluacion de la capacidad de disolucion de potasio en medio liquido

Una vez que se determinaron las poblaciones de B. mucilaginosus en los medios se
procedio a enriquecer la cepa en medio liquido, para lo cual se utilizé el medio de cultivo
més adecuado de acuerdo a los resultados del conteo en medio sélido. Una vez que se
alcanz6 una concentracion de 2.3 x 10’/mL validada previamente mediante el método de
curvas de absorbancia, se inoculd 1mL en botellas conteniendo 50 mL de medio liquido
modificado con el feldespato potasico en las mismas cantidades que el ensayo en medio
solido. El periodo de incubacion fue de 10 dias a temperatura ambiente y a una

temperatura ambiente de 28 + 2 °C.

La cantidad de potasio soluble en cada frasco fue medida por espectrofotometria de
absorcion atémica. Para ello una alicuota de caldo microbiano fue centrifugada a 1500
rpm durante cinco minutos. Ademas se midid la acidez titulable por el método de Cerezine
etal., (1988) y el pH de los filtrados.

Se determinaron las concentraciones de potasio, el pH y la acidez titulable los dias 1, 3,
5, 7'y 10. El muestreo se realiz6 por descarte tomando una alicuota de 3 repeticiones por

tratamiento y dos blancos por cada evaluacion.
3.7. Ensayo biolégico de disponibilidad de potasio
3.7.1.Ubicacién

Se realiz6 una prueba bioldgica en el Laboratorio e Invernadero de Fertilidad del Suelo
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), empleando como planta
indicadora frijol Castilla (Vigna unguiculata L.). Se evalu6 la respuesta del frijol a la
inoculacion de la cepa de B. mucilaginosus con capacidad para disolver potasio insoluble,
a la aplicacion de feldespato potasico y un hidrolizado liquido de gallinaza llamado

Tecnofer-L.
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El promedio de temperaturas méximas y minimas anuales fue de 24 y 16 °C

respectivamente. La precipitacién acumulada anual fue 23 mm aproximadamente.
3.7.2. Materiales

— 40 macetas de pléastico con capacidad de 4 kg.
— Semillas de frijol, maiz, trigo y haba.
— Agua destilada.

—  Suspension microbiana.

—  Papel filtro.

— Tamiz de malla de cobre de 4 mm.

— Tijera de podar.

— Regla graduada o cinta métrica.

— Recipientes graduados de plastico.

— Balanzas mecénica y electrdnica.

—  Etiquetas adhesivas.

— Bolsas de papel reciclado.
3.7.3.Sustrato experimental

El sustrato empleado para el ensayo fue colectado en el distrito de Cieneguilla. El sustrato
fue seleccionado por presentar un contenido bajo de potasio disponible y alta
permeabilidad; esto fue importante para que el contenido de potasio en el sustrato no

influya en los tratamientos propuestos.

El sustrato presenta una clase textural arena, reaccion alcalina, es muy ligeramente salino,
y con un contenido bajo de materia organica. El contenido de potasio disponible es bajo.
La capacidad de intercambio cationico del suelo es baja, con contenido medio de calcio,
medio de magnesio y bajo sodio cambiables. El potasio cambiable es escaso. Las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, determinadas mediante el anélisis de

caracterizacion, se muestra en el siguiente cuadro.

La arena de rio fue comprada al proveedor del laboratorio de fertilidad de suelos,
posteriormente se realiz6 un lavado y secado para luego llevarla al laboratorio. La arena
fue almacenada en lugar fresco hasta su instalacién en las macetas. Antes de almacenar
la arena se tomo una porcion de cada saco para preparar una muestra compuesta de un

kilo de peso para el analisis quimico respectivo.
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Cuadro 3: Caracteristicas fisicas y quimicas del sustrato empleado en las macetas

Caracteristica Unidad Valor Clasificacion
Arena % 95.00 -

Limo % 5.00 -

Acrcilla % 0 -

Clase textural - - Arena

pH (H,0) -- 7.78 Ligeramente alcalino
CEuy dS/m 0.26 Muy ligeramente salino
CaCO, % 0.50 Bajo
Materia organica % 0.07 Bajo
Fésforo disponible ppm 4.10 Bajo

Potasio disponible ppm 58.00 Bajo

CIC meq/100g 6.40 Bajo

ca® meq/100g 5.30 Medio

Mg®* meq/100g 0.68 Medio

K* meq/100g 0.15 Bajo

Na* meq/100g 0.10 Bajo

AP+ H* meq/100g 0.00 --

PSB % 97.00 Elevado

Fuente: LASPAF-UNALM, 2015
3.7.4.Cepa microbiana

La cepa de B. mucilaginosus fue concentrada en medio liquido durante 11 dias llegando
a tener una concentracion de 2.x.10” UFC/mL validada previamente por el método de
curvas de absorbancia.

3.7.5. Feldespato potéasico

El feldespato potésico que se utilizd fue el feldespato SIP M-325® proveniente de la

empresa COMACSA. La composicién del producto se describe en el siguiente cuadro.

Cuadro 4: Composicion del feldespato potasico e emplearse en el experimento.

Caracteristicas Composicion (%)
SiO, 68.07
Fe,0O4 0.10
Al,O; 16.82
SOs 0.00
Na,O 3.08
K;0O 10.10

22



3.7.6. Fuente organica

La fuente organica que se empleo fue el hidrolizado liquido de gallinaza Tecnofer-L®
provisto por la empresa Tecnonatura S.A. Se trata de un liquido viscoso y denso, de color
pardo muy oscuro y olor sutil a azicar fermentada, de reaccion acida y altamente salino.
La cantidad de nutrientes que presenta es elevada. La composicion fisicoquimica del
producto se reporta en el siguiente cuadro.

Cuadro 5: Andlisis fisicoquimico del abono liquido Tecnofer-L®

Caracteristicas Valor
pH 4.20
Conductividad eléctrica (dS/m) 26.90
Densidad a 20 °C (g/cm®) 1.15
Solidos totales (g/L) 233.50
M.O. en solucidn (g/L) 137.70
N (g/L) 7.50
P20s (9/L) 4.90
K,0 (g/L) 11.10
CaO (g/L) 14.60
MgO (g/L) 2.20
Na (g/L) 1.30

3.7.7.Descripcion de los tratamientos
3.7.7.1. Cepas microbianas

Los cuatro tratamientos empleados para el ensayo fueron: la cepa de B. mucilaginosus, el
hidrolizado, la combinacién de ambos y un tratamiento sin inoculacion ni hidrolizado.
Todos los tratamientos fueron aplicados con una fertilizacion base de los principales

nutrientes menos de potasio.
3.7.7.2. Aplicacién de potasio inorganico

Dos niveles de K inorgéanico (0 y 500 mg/kg de suelo) fueron aplicados en forma de
feldespato potasico (10.1 % K20). Los tratamientos aplicados se resumen en el siguiente

cuadro.
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Cuadro 6: Tratamientos a ensayar en la prueba bioldgica

Tratamiento Definicion K mineral (mg/kg)
Fb Fertilizacion base: N-P-0-Ca-Mg 0
Bm FB + Bacillus mucilaginosus 0
Tec FB + Tecnofer-L 0
BmTec FB + B. mucilaginosus + Tecnofer-L 0
Fb+Feldsp FB 500
Bm+Feldsp FB + B. mucilaginosus 500
Tec+Feldsp FB + Tecnofer-L 500
BmTec+Feldsp FB + B. mucilaginosus + Tecnofer-L 500

El K mineral fue mezclado uniformemente con el suelo de la maceta a dosis de 0 y 500
mg/kg de suelo seco, empleando feldespato potéasico como fuente de K>O.

La inoculacién con B. mucilaginosus se realizé durante la siembra. Con una pipeta de 10
mL se procedio a colocar 10 mL de la suspensién de esporas alrededor de las semillas
que previamente habian sido sembradas, esto se realiz6 en cada una de las macetas.

3.7.8. Metodologia y procedimiento
3.7.8.1. Colecta, preparacion y muestreo del sustrato

La arena de rio fue comprada al proveedor del laboratorio de Fertilidad de Suelos,
posteriormente se realizé un lavado y secado para luego llevarla al laboratorio. La arena
fue almacenada en lugar fresco hasta su instalacién en las macetas. Antes de almacenarla
se tomo una porcion de cada saco para preparar una muestra compuesta de un kilo de peso

para el analisis quimico respectivo.
3.7.8.2. Preparacion de las macetas

Las macetas de plastico fueron lavadas y secadas al aire por dos a tres horas, luego fueron
esterilizadas con alcohol para después ser etiquetadas y llenadas con cuatro kilos del

sustrato experimental.
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3.7.8.3. Siembra y desahije

Una vez humedecido el sustrato se sembraron cinco semillas de frijol en cada maceta.
Cinco dias después de la germinacion se procedio al desahije, dejando dos plantulas por

maceta.
3.7.8.4. Fertilizacion y riego

La dosis de fertilizacion fue de 200 ppm de N, 200 ppm de P20s y 40 ppm de MgO
empleando nitrato de amonio, fosfato monoamdnico y sulfato de magnesio,
respectivamente. Cada uno de estos fertilizantes fue disuelto en 500 mL de agua destilada.
Luego, en cinco envases separados, se distribuyen 100 mL de cada producto disuelto,
estos envases con 300 mL fueron almacenados para luego ser usados. La aplicacion del
fertilizante se inici6 10 dias después de la germinacion y tuvo una duracién de cinco
semanas. Cada semana se aplicé los 300 mL de solucién en una mezcla de dos litros con
agua destilada, a cada maceta se aplicaron 25 mL de la mezcla alrededor de la planta. Las

macetas fueron regadas convenientemente y cultivadas por cinco meses.
3.7.8.5. Cosecha

Luego del periodo de crecimiento, se midi6 la altura de planta fue medida, las plantas
fueron cosechadas, el follaje fue cortado, pesado en fresco, posteriormente lavado con
agua corriente y luego con agua desionizada y secado a estufa a 70 °C hasta lograr un
peso constante para determinar el peso seco. El follaje fue sometido a analisis quimico
para determinacion del contenido de potasio.

3.7.9. Parametros en evaluacion

Peso fresco por planta: las plantas fueron cortadas al nivel del suelo, y luego pesadas en

una balanza de precision para obtener la materia fresca o biomasa por planta.

Peso seco por planta: Se pesaran porciones de la materia fresca anterior fueron pesadasy
secadas a estufa a 70 °C por 24 horas hasta peso constante. Posteriormente fueron

nuevamente pesadas obteniéndose el peso seco por planta y el porcentaje de materia seca.

Peso fresco de las vainas: las vainas fueron colectadas, y luego pesadas en una balanza

de precision para obtener la materia fresca o biomasa de las vainas por plantas.

Peso seco de las vainas: Se pesaran porciones de la materia fresca de las vainas anterior

fueron pesadas y secadas a estufa a 70 °C por 24 horas hasta peso constante.
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Posteriormente fueron nuevamente pesadas obteniéndose el peso seco de las vainas por
planta y el porcentaje de materia seca de las mismas.

Contenido de potasio, nitrogeno y fésforo en la materia seca: la materia seca de plantas

de frijol fueron homogenizada mediante una molienda.

Para el andlisis quimico de los tejidos vegetales se emplearon las metodologias seguidas
por el LASPAF-UNALM. Las muestras de follaje de frijol y las vainas luego de su
colecta, fueron lavadas con agua corriente y desionizada, para eliminar los residuos que

podrian encontrarse adheridos a la superficie de las hojas.

Las hojas fueron luego secadas a estufa a aproximadamente 70 °C hasta peso constante,
molidas y empaquetadas para su posterior andlisis. Las vainas del frijol fueron cortadas
en laminas delgadas, las que fueron secadas al aire por dos a tres dias, y posteriormente a

estufa a 70 °C hasta peso constante, para luego ser molidas y analizadas.

Las muestras fueron atacadas mediante digestion nitro-perclérica; en la solucion obtenida
se determinaron los contenidos de fésforo mediante colorimetria con el método amino-
naftol-sulfonico. El nitrégeno fue determinado por el método de micro-Kjeldahl
modificado. El potasio fue determinado por espectrofotometria de absorcién atomica en

el extracto anterior.

Adicionalmente se tomaron los datos del nimero de vainas llenas y vainas vanas por

maceta.
3.7.10. Analisis estadistico
3.7.10.1. Disefio experimental

En el presente experimento, se emple6 un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial de cuatro tratamientos aplicados: una fertilizacion base sin K,
inoculacion de B. mucilaginosus, aplicacién de Tecnofer-L e inoculacion de B.
mucilaginosus mas aplicacién de Tecnofer-L, por dos dosis de aplicacion de K mineral
(0 y500 mg/kg de suelo), con cinco repeticiones por tratamiento. El modelo aditivo lineal

es el siguiente:

Y ijk=p + 1i+ Bj+ (TP)ij *+eijk

Donde:
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Yijk = Resultados obtenidos en el k-ésima maceta que recibié el i-ésimo tratamiento y la

j-ésima dosis de potasio mineral.

u = efecto de la media general

i = Efecto del i-ésimo tratamiento

Bj= Efecto de la aplicacion de la j-ésima dosis de potasio mineral

(t.p) ij = Efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento por la j-ésima dosis de potasio

mineral.

&ijk = Efecto debido a la k-ésima maceta que recibio el i-ésimo tratamiento y la j-ésima

dosis de potasio mineral (error experimental).

Cuadro 7: Distribucion de grados de libertad por fuente de variacion.

Fuente de variacién Grados de libertad (G.L):
Biofertilizacion (A) A-1 3
Potasio mineral (B) B-1 1
Interaccion biofertilizacion (A) x potasio mineral (B) (A-1)(B-1) 3
Error experimental (AxB+1)(R-1) 36
Total ((AxB+1)R) -1 44

3.7.10.2. Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacion de variables en los diferentes tratamientos fueron
sometidos al anélisis de varianza (ANVA). Los promedios fueron comparados mediante
la Prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de significacion de 0.05. El
andlisis estadistico fue realizado empleando el paquete Agricolae del ambiente para

computo estadistico R, version 3.1.1 (R Core Team 2016).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Resultados de la comparacion de medios de cultivo de B. mucilaginosus

El andlisis de varianza demostré que los medios de cultivo produjeron efectos
significativamente diferentes, también se observé que no hubo diferencias significativas
entre los 3 muestreos realizados a la cepa de B. muculaginosus. Cabe sefialar que por la
naturaleza del método mediante el cual se obtuvieron las poblaciones microbianas en el
inoculo experimental y para realizar un andlisis estadistico mas preciso, se trabajo con el

logaritmo en base diez de las poblaciones microbianas.

La poblacién microbiana presento diferencias estadisticas (p valor < 0.005) entre los dos
medios ensayados (Aleksandrov mod. y Pikovskaya). Las medias de los tratamientos y
sus diferencias estadisticas segun la prueba de diferencias minimas significativas (LSD)

se presentan en el cuadro 8.

Cuadro 8: Recuento de poblacién de Bacillus mucilaginosus en dos medios de cultivo

Tratamientos Poblacion (Log n)
Aleksandrov mod. 7.46 a
Pikovskaya 7.29Db

40 -

O Aleksandrov
[0 Pikovskaya

30 | Ia
20 e

10 -

Poblacién Bacteriana (10°)

Medios de cultivo

Comparacion de medios

Figura 2: Efecto del uso de dos medios de cultivo sobre la poblacion de B. mucilaginosus
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La poblacion bacteriana del medio Aleksandrov modificado fue aproximadamente 50 %
mayor que la del medio Pikovskaya como se puede ver en la Figura 2.

Estos resultados permiten inferir que el medio optimizado de Aleksandrov se muestra
como el medio ideal para el cultivo de B. mucilaginosus. Entonces es necesario
determinar qué diferencias nutricionales entre ambos medios son las que producen estos
resultados.

Cuadro 9: Diferencias en la composicién guimica de ambos medios

Composicion (g/L)

Componente
p Pikovskaya (PKV) Aleksandrov mod.

(ADVm)

MgS0QO,.7H,0 0.1 0.5
CaCO; 0.1
FeCl; 0.005
Glucosa 10 5
FeSO,4.7H,0 0.002 ---
NaCl 0.2 ---
MnSQO,4.H,0 0.002 ---

Como se puede observar en el cuadro 9, el medio de PKV tiene el doble de dosis de
glucosa que el medio ADVm, y siendo esta la fuente principal de carbono en el medio, se
esperaria una mayor poblacién en el medio PVK. Sin embargo, los resultados reflejan una
mayor poblacion en el medio ADVm, pudiendo ser este un indicador de un efecto

inhibitorio del crecimiento en altas concentraciones de glucosa.

Los otros elementos al no encontrarse en grandes cantidades no pudieron ser un factor

diferencial entre ambos medios.

Pese a que literatura respalda al medio Aleksandrov como un buen medio para B.
mucilaginosus (Parmar y Sindhu, 2013; Diep y Hieu, 2013; Hu et al., 2006), el medio
Aleksandrov utilizado en este ensayo es una modificacion del medio original ya que
cuenta con 0.5 g/L de (NH,),SO, y 0.5 g/L de extracto de levadura, que son compuestos
ausentes en el medio original. Al realizar ensayos previos con el medio original no se
produjo una cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) que permitiera realizar
una prueba adecuada, esto también confirma la importancia de la adicion de nitrégeno

para el desarrollo de la bacteria.
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4.2. Prueba de solubilizacién in vitro en medio liquido

Los ensayos de solubilizacion exhibieron el comportamiento de la bacteria en medio
liquido, mostrando un cambio en el pH, acidez titulable y potasio disponible en el medio

inoculado.
4.2.1.Potasio soluble

La variacion temporal de la concentracion de K soluble en un medio inoculado y un

testigo sin inocular, puede apreciarse en la figura 3.

POTASIO SOLUBLE
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Tiempo (dias después de la inoculacién)

Figura 3: Variacion de la concentracion de K soluble en medio liquido de Aleksandrov
modificado con y sin inoculacion de Bacillus mucilaginosus.

La concentracion de K soluble en el medio no inoculado se mantuvo constante durante el
tiempo de incubacion (diez dias), con un valor medio de 30 mg/L de K. Esta cantidad
proviene del feldespato potéasico, el cual a pesar de haber sido sometido a lavados previos
al ensayo pudo haber liberado cantidades moderadas de K debido a la alta presion

alcanzada durante los procesos de esterilizacion en autoclave.

En la figura 4 se observa la variacion de K soluble debida solo a la inoculacion de la

bacteria al restar el K soluble de los testigos sin inoculo.
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Figura 4: Variacion de la concentracion de K soluble en medio nutritivo como resultado de
la actividad de B. mucilaginosus.

La mayor concentracién de K soluble (23.85 mg KJ/L) se alcanzo a los diez dias después
de la inoculacion. Es importante sefialar que aunque este valor fue alcanzado el Gltimo
dia de evaluacion, no se espera una mayor solubilizacién ya que la curva de concentracion
se va estabilizando en los dias siete y diez. También se registr6 un cambio en el K
disponible mas pronunciado en los primeros tres dias, lo que indica que la bacteria es mas

activa en solubilizar el potasio en ese lapso de tiempo.

La literatura reporta un amplio rango de K liberado por microorganismos solubilizadores
de potasio, por lo que nuestros resultados se encuentran dentro de lo reportado en ensayos
similares. Sugumaran y Janarthanam (2007) reportan 4.29 mg/L de K liberado en cuatro
dias de ensayo usando una cepa de B. mucilaginosus, Parmar y Sindhu (2013), reportan
rangos entre 15 - 48 mg/L en ensayos de diez dias para varias cepas sin caracterizar;
Prajapati et al., (2013) reportan 26 mg /L para Aspergillus terreus y 23 mg/L para A. niger
en siete dias de ensayo y Sheng y He (2006) reportan valores entre 5 — 70 mg/L para

cuatro mutaciones de B. edaphicus en 7 dias de ensayo.
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4.2.2.pH

La variacion del pH en el medio nutritivo con y sin inoculacion de B mucilaginosus

durante diez dias de incubacion, puede apreciarse en la Figura 5.
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Figura 5: Variacion del pH en el medio de Aleksandrov modificado con y sin inoculacion

de B. mucilaginosus.

El medio de cultivo mostrd un valor inicial de pH (antes de la esterilizacién) de 7.02;
después de la esterilizacion el pH disminuy6 a 6.80. EI pH en el medio no inoculado se
mantuvo constante en 6.83 a lo largo de los dias que duro el ensayo. En el medio
inoculado se observé una disminucién gradual del pH, alcanzando un valor minimo de
5.02 a los diez dias después de la inoculacion. Es importante mencionar que aunque el
pH mas bajo se registrd el ultimo dia de muestreo, no se espera una mayor disminucion
ya que los valores de pH se tornan asintoticos a partir de los siete dias después de la
inoculacion. La disminucion del pH fue mas pronunciada en los primeros tres dias, lo que

indica que la bacteria es mas activa en solubilizar el potasio en ese periodo de tiempo.
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En la siguiente figura se muestra la relacion entre el aumento del K soluble y el descenso

del pH durante la duracion del experimento.

Potasio soluble vs Acidez titulable
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Figura 6: Relacion entre la concentracion de K soluble y el pH en medio inoculado.
Como se puede observar en la Figura 6, el pH tiene una relacion inversa al K soluble, en
los tres primeros dias donde la bacteria solubiliza el K mas activamente, observamos un
descenso en el pH de 6.5 a 5.6, que es el descenso mas drastico que se pudo registrar en

el ensayo.

Estos resultados reflejan que el mecanismo que utiliza el B. mucilaginosus para
solubilizar K implica un cambio en el pH. Estos resultados van de acuerdo a lo presentado
por Sheng y He (2005), que reportan descensos en el pH hasta 4.84 —5.45 en 4 mutaciones
de B. edaphicus. Prajapati et al. (2013) reportan valores finales de pH de 2.3 y 3.0 para
A. terreus y A. niger, respectivamente. Hu et al. (2006) reportaron un pH final de 5.0 para

B. mucilaginosus en cuatro dias de ensayo.

33



4.2.3. Acidez titulable

La variacion temporal de la acidez titulable en un medio inoculado y un testigo sin

inocular, puede apreciarse en la siguiente figura.
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Figura 7: Variacion de la acidez titulable en el medio de Aleksandrov modificado con y sin
inoculacion de B. mucilaginosus.

La figura 7 permite observar un comportamiento diferente en acidez titulable cuando el
medio es inoculado. La acidez titulable en el medio no inoculado se mantiene en 10.96
meq/L durante los dias que duro el ensayo, este valor refleja el propio contenido de &cidos

provenientes de la misma composicion del medio de cultivo.

La cantidad de acidez titulable del testigo fue tomada como un valor base para a partir de

él calcular la cantidad de acidez titulable que genera la bacteria.
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Figura 8: Variacion de la acidez titulable en medio nutritivo como resultado de la
actividad de B. mucilaginosus.
La figura 8 nos permite observar la variacion en la acidez titulable debido solo a la

inoculacion de la bacteria. En el medio inoculado se observa gque la mayor cantidad de
acidez titulable producida por la bacteria fue de 12.61 meg/L. Se puede observar que el
pico de solubilizacién ocurrié el séptimo dia de ensayo en que se realizé el muestreo, el
ultimo dia de ensayo se registrd un ligero descenso que demuestra una reduccién de la
actividad de la bacteria. También se registr6 un cambio en la acidez titulable mas

pronunciado en los primeros tres dias.

Es importante relacionar el K soluble con la acidez titulable ya que nos permitira
determinar si la liberacion de &cidos por la bacteria es su principal mecanismo para

solubilizar K, la grafica comparativa se presenta a continuacion.
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Figura 9: Relacion entre la concentracion de K soluble y acidez titulable en medio
inoculado.

Relacionando la acidez titulable y el K solubilizado en el medio inoculado con la bacteria,
se observa una relacién directamente proporcional y muy evidente entre la cantidad de K
solubilizado y la AT; es decir, que a mayor cantidad de acidez titulable se observa mayor
concentracion de K solubilizado. Se puede apreciar que la linea de variacién del K soluble
en todo el periodo de evaluacion tiene el mismo comportamiento que la linea de variacién
de la acidez titulable. Por lo tanto la variable que mayor incidencia tiene sobre la
solubilizacion, o que explicaria de mejor forma la solubilizacion del feldespato potasico

es la acidez titulable.

Esto nos permite determinar que el principal mecanismo de solubilizacién que tiene B.
mucilaginosus es la produccion de acidos organicos. Zeng et al. (2012), reportan que B.
mucilaginosus produce principalmente acido oxalico junto con polisacaridos capsulares,
los mismos que también son reportados por Sheng y He (2005) para B. edaphicus. Sin

embargo no se descarta la accion de otros acidos.
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4.3. Ensayo bioldgico de disponibilidad de nutrientes.

En este ensayo el analisis de varianza demostro que los tratamientos aplicados produjeron
efectos significativamente diferentes, del mismo modo, se observaron diferencias
significativas para la interaccion Fertilizacion-Dosis potésica sobre las variables de
potasio, nitrégeno y fésforo en el follaje, asi como en el fosforo en vainas. Las fuentes de
K utilizadas presentaron diferencias significativas sobre él fosforo en el follaje.

4.3.1.Peso seco y numero de vainas

El andlisis de varianza demostrd que los tratamientos aplicados produjeron efectos
significativamente diferentes, también se observaron diferencias significativas para la
interaccion Fertilizacién-Dosis potésica sobre el peso seco total. Las fuentes de K
utilizadas presentaron diferencias significativas sobre el peso seco total y las vainas

vanas.

Los valores obtenidos de peso seco del follaje y las vainas no presentaron diferencias
significativas resaltantes. En cambio en el peso seco total, los mayores valores fueron los
del tratamiento BmTec con un valor de 26.69 mg/maceta. Mientras que en la fertilizacion
base se presentaron los menores valores con 25.57 mg/maceta. También se presentaron
diferencias significativas en cuanto al a fertilizacion potésica,, produciéndose en
promedio mas peso seco total (25.57 mg/maceta) en los tratamientos aplicados con el

feldespato en comparacion a los no aplicados (24.23 mg/maceta.

En cuanto al nimero de vainas llenas el tratamiento Tec presentd en promedio el mayor
namero con 16.30, mientras que, en promedio, el tratamiento Bm present6 los valores
mas bajos con 12.10. En relacion a las vainas vanas el tratamiento Tec presentd en
promedio la mayor cantidad de vainas vanas (4.3), mientras que el tratamiento BmTec
fue el que presentd la menor cantidad de vainas vanas (2.2). También se presentaron
diferencias significativas en la aplicacion de feldespato potésico produciéndose un mayor
namero promedio de vainas (3.55) en los tratamientos no aplicados con el feldespato en

comparacion a los aplicados (2.8).

Las medias de los tratamientos y sus diferencias estadisticas segun la prueba de

Tukey se presentan en el Cuadro
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Cuadro 10: Efecto de la inoculacion de una cepa de B. mucilaginosus en combinacion con un hidrolizado y de la aplicacion de feldespato
potésico sobre la materia seca y el nimero de vainas en plantas de frijol.

PESO SECO (g/maceta) NUMERO DE VAINAS
Tratamiento
Follaje Vainas Total Llenas Vanas
Fertilizacion
Fertilizacion base: N-P-0-Ca-Mg (FB) 1152 b 10.89 ab 2242 ¢ 14.60 b 3.10ab
FB + Bacillus mucilaginosus (Bm) 1430 a 10.02 b 24.33 be 12.10¢ 3.10ab
FB + Tecnofer-L (Tec) 14.02a 12.16 a 26.25 ab 16.30 a 430a
FB + B. mucilaginosus + Tecnofer-L 1538 a 11.30 ab 26.69a 14.67b 220
(BmTec)
Dosis de potasio
0 mg/kg 13.30a 10.85a 24.23 b 1470 a 3.50a
500 mg/kg 14.27a 11.33a 2557a 1410a 280D
‘Eertilizacion 7T oo T e e e
DP n.s. n.s. * n.s. *
Fertilizacion x DP n.s. n.s. * n.s. n.s.

Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P > 0.05), segln la prueba de comparacion
de medias HSD de Tukey.
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Figura 10: Efecto de los tratamientos propuestos y de la aplicacion de potasio sobre la
materia seca en plantas de frijol.
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Figura 11: Efecto de los tratamientos propuestos y de la aplicacion de potasio sobre el
namero de vainas llenas en plantas de frijol.
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4.3.2. Extraccion de potasio

Los mayores niveles de extraccion de potasio (Figura 10) en el follaje del frijol fueron
originados por la aplicacion de Tec y BmTec con valores de 335.39 y 317.39 mg/maceta,
respectivamente. Mientras que la fertilizacion base y Bm, presentaron niveles
significativamente menores de extraccion con 214.14 y 232.48 mg/maceta
respectivamente. Mientras que en las vainas se presentaron resultados similares en los
niveles de extraccion de K (Figura 11), presentando mayores niveles los tratamientos
BmTec y Tec ,con valores de 423.36 y 424.30 mg/maceta respectivamente. Mientras que
los tratamientos Fb y Bm, presentaron niveles significativamente menores de extraccion

con 357.24 y 330.61 mg/maceta respectivamente.
4.3.3. Extraccion de nitrégeno y fésforo

En lo referente a la extraccion de nitrogeno en el follaje se observa un mayor nivel en el
tratamiento Bm con 501.48 mg/maceta y el tratamiento que presento los valor mas bajo
fue el del a fertilizacion base. Mientras que en el fosforo el tratamiento con mayor
extraccion fue el de la fertilizacion base con 51.61 mg/maceta y el tratamiento con el
valor mas bajo fue el BmTec con 41.15 mg maceta™®, también se presentaron diferencias
significativas en la fertilizacion con potasio, produciéndose una mayor extraccion en los

tratamientos aplicados con el feldespato.

En lo que respecta a la extraccion en las vainas, el tratamiento con mayor extraccion de
nitrégeno fue el Tec con 965.23 mg/maceta y el tratamiento que present6 los valor méas
bajo fue el BmTec. Mientras que en el fosforo no se observaron diferencias significativas

en ninguno de los tratamientos.

Las medias de los tratamientos y sus diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey

se presentan en el Cuadro 11.
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Cuadro 11: Efecto de la inoculacion de una cepa de B. mucilaginosus en combinacidn con un hidrolizado y de la aplicacion de feldespato
potéasico sobre la extraccion de potasio, nitrogeno y fosforo por el follaje y vainas defrijol.

Tratamiento

Extraccion por el follaje (mg/maceta)

Extraccion por las vainas (mg/maceta)

N P K N P K

Fertilizacion

Fertilizacion base: N-P-0-Ca-Mg (FB) 441.51D 51.61la 21414 b 850.50 ab 73.32a 357.24b

FB + Bacillus mucilaginosus (Bm) 501.48 a 44.89 ab 232.48 b 726.20 b 71.56 a 330.61b

FB + Tecnofer-L (Tec) 456.85 ab 46.64 ab 335.39a 965.23 a 77.35a 423.36 a

(FBBn:TBeL: ;”“C"aginosus *Tecnofer-L— 4g1.734b 41.15b 317.39a 796.56 b 77.07a 42430 a
Dosis de potasio

0 mg/kg 470.98 a 40.60 b 272.73 a 874.50 a 73.33a 389.50 a

500 mg/kg 47049 a 51.80 a 273.90 a 794.75 a 76.32 a 378.26 a
Fertilizacion * * Fxk fole n.s. falalel
DP n.s. il n.s. n.s. n.s. n.s.
Fertilizacion x DP folaie * ** n.s. falaled n.s.

Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P > 0.05), segln la prueba de comparacién de

medias HSD de Tukey.
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Figura 12: Efecto de los tratamientos propuestos y de la aplicacion de potasio sobre la
extraccion de potasio por plantas de frijol.

500 —| O Sin Feldespato

ab

@ Con Feldespato
400 -{ _pb
)
8 L
c 300 —
£
D
=
¥ 200 —
100 —
0 -
FB BM

Tecnofer BM+Tecnofer

Tratamientos

Figura 13: Efecto de los tratamientos propuestos y de la aplicacion de potasio sobre la
extraccion de potasio por vainas de frijol.
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La inoculacion de B. mucilaginosus no produjo resultados significativos en la mayoria de las
variables evaluadas, tanto en la materia seca total y el K extraido por el follaje y las vainas.
En general, se observan mejores respuestas a la aplicacion de Tecnofer que a la inoculacion
de la bacteria. Esto resulta contrastante con la prueba de solubilizacion in vitro ya que se
demostro que la inoculacion de la bacteria aumenta la concentracion de K disponible en el
medio de la mano con una disminucién de pH y un aumento en la acidez titulable. Las razones
por la cual se genera esta diferencia pueden ser por las condiciones ideales que se maneja a
nivel de laboratorio, mientras que en condiciones a nivel de invernadero los azlcares no se
encuentran en formas tan disponibles, el pH y la temperatura del suelo experimental son
cambiantes, por lo que la inoculacion al sustrato experimental no produjo una colonizacion

exitosa por las condiciones adversas que se presentaron.

También es importante sefialar que los tratamientos inoculados con la bacteria presentaron
menor peso y produccion de vainas que los otros tratamientos. La diferencia entre los niveles
de extraccion de potasio del follaje no parece explicar de manera determinante estas
diferencias en la produccion de vainas ya que el tratamiento con menor extraccion (Bm) no
presento la peor produccidn de vainas. La extraccion de nitrogeno por el follaje por su parte,
si explica estos resultados ya que los tratamientos inoculados con la bacteria fueron los que
reportaron una mayor extraccion de nitrogeno. Esto indica que la bacteria fomento la
extraccion de nitrdgeno de la planta que sumada a la fertilizacion nitrogenada base produjo
mayor produccion vegetal dejando de lado la produccion de flores y vainas.

Hay varios factores que influyen en el desarrollo de la bacteria en un sustrato. En la eleccion
del sustrato se puso mucho énfasis en el poco K disponible que este debia tener, y se descuido
otros aspectos importantes para el desarrollo de los microorganismos como una buena
estructuracion del suelo, el porcentaje de arcilla fue de (0 %) y la materia organica (0.07 %)
lo que no permite generar espacios donde la bacteria pueda desarrollarse de manera adecuada.
Esto se reafirma en otros ensayos que mostraron efectos significativos en la aplicacién de la
misma bacteria, ensayos como el de Han y Lee (2005) al utilizar un Inceptisol como sustrato
con 1.8 % de materia organica, obtuvieron resultados significativos en el uso de la bacteria.
Otro factor importante que pudo verse afectado es la humedad del suelo. Voroney (2006)

resalta la importancia de mantener un potencial hidrico adecuado, ya que muchas
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comunidades microbianas pueden ver disminuida su actividad. Esto es especialmente
importante en las bacterias ya que son inmoviles en el suelo y dependen de procesos de

difusion para su nutricion.

La concentracion del inoculo utilizado fue de 2 x 107 UFC/mL, esta concentracion se
encuentra dentro del rango de 1.0 x 107 — 1.5 x 10® UFC/mL utilizado por Basak y Biswas
(2009) utilizando como planta indicadora pasto de sudan. Esto indica que la concentracion
utilizada en el ensayo deberia haber sido suficiente para asegurar el establecimiento de las

bacterias en la rizosfera y que la poca eficacia de este se debio a otros factores.

Originalmente la aplicacion de Tecnofer respondia a la necesidad de una fuente rica en
compuestos organicos y demas nutrientes para fomentar la actividad de la bacteria en la
rizésfera; sin embargo, a pesar que en el ensayo los mejores resultados fueron obtenidos con
la presencia del Tecnofer (Tec y BmTec) no hubo diferencias significativas entre ambos
tratamientos lo que refleja que el éste tuvo un efecto positivo en la planta (principalmente
asociado a su alto contenido nutricional) sin fomentar la actividad solubilizadora de la

bacteria en el sustrato.
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V. CONCLUSIONES

El medio de Aleksandrov modificado se muestra como un medio adecuado para el

desarrollo de colonias de Bacillus mucilaginosus.

La cepa de B. mucilaginosus demostré capacidad solubilizadora en condiciones de

laboratorio disminuyendo el pH y aumentando la acidez titulable del medio.

La inoculacion de B. mucilaginosus no incrementd la biomasa en frijol Castilla, ni la

extraccion de potasio por parte del mismo.

El Tecnofer-L no fomenta la actividad solubilizadora de B. mucilaginosus en la
rizosfera de la planta; sin embargo, su aplicacion incrementa la biomasa en frijol

castilla y la extraccion de potasio por parte del mismo.

A pesar de los resultados que se presentaron en laboratorio, en el bioensayo la

eficiencia de solubilizacion de potasio fue muy baja.

La capacidad solubilizadora de B. mucilaginosus y su aporte en la provision de
potasio depende de la existencia de factores fisicoquimicos adecuados dentro del

suelo.
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VI. RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos se recomienda trabajar con sustratos adecuados para el

desarrollo de microorganismos.

Se recomienda utilizar como fuente de carbono para los microorganismos compuestos
mas simples como azucares para que su aprovechamiento sea mas facil por los

microorganismaos.

Se recomienda trabajar con microorganismos nativos del suelo ya que estos estan

acostumbrados a las caracteristicas ambientales.

Se recomienda utilizar el medio de Aleksandrov modificado ya que demostré un buen
desarrollo de colonias.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: ANVA de logaritmo de la poblacién bacteriana

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. ValorF Significacion
Medio 1 0.136213 0.13621 18.0547 0.0008096 ***
Muestra 2 0.002786 0.00139  0.1846 0.8333919
Residuales 14 0.105622 0.00754

ANEXO 2: ANVA de extraccion de K/maceta en la biomasa aérea en frijol

Significacio
Fuente de V: G.L. S.C. C.M. ValorF n
Tratamientos 3 105813 35271 33.5  7.52e-10 ***
enmienda 1 185 185 0.176 0.67757
Tratamientos:enmienda 3 14812 4937 4,689  0.00818 **
Residuales 31 32639 1053

ANEXO 3: ANVA de extraccion de N/maceta en la biomasa aérea en frijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacion
Tratamientos 3 20936 6979 2.912 0.0499 *
enmienda 1 14 14 0.006 0.9395
Tratamientos:enmienda 3 82804 27601 11.519 3.08e-05 ***
Residuales 31 74283 2396

ANEXO 4: ANVA de extraccién de P/maceta en la biomasa aérea en frijol
Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacion

Tratamientos 3 566.4  188.8 3.034 0.043874 *
enmienda 1 1232.2 12322 19.804 0.000103 ***
Tratamientos:enmienda 3 568 189.3 3.043 0.043470 *
Residuales 31 1317.8 425

ANEXO 5: ANVA de extraccion de K/maceta en la biomasa de vainas en frijol
Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacion

Tratamientos 3 67394 22465 8.801 0.000212 ***
enmienda 1 1263 1263 0.495 0.486891
Tratamientos:enmienda 3 10427 3476 1.362 0.272141
Residuales 32 81684 2553
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ANEXO 6: ANVA de extraccion de N/maceta en la biomasa de vainas enfrijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién

Tratamientos 3 305160 101720 6.259 0.00182 **
enmienda 1 63593 63593 3.913 0.05659 .
Tratamientos:enmienda 3 87375 29125 1.792 0.16853
Residuales 32 520093 16253

ANEXO 7: ANVA de extraccion de P/maceta en la biomasa de vainas enfrijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacion

Tratamientos 3 243 81 1.084 0.369794
enmienda 1 89.3 89.3 1.194 0.282585
Tratamientos:enmienda 3 1690.3 563.4 7.54 0.000595 ***
Residuales 32 2391.1 74.7

ANEXO 8: ANVA de materia seca de la biomasa aérea en frijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Tratamientos 3 79.89 26.628 15.487 2.46e-06 ***
enmienda 1 6.68 6.682  3.886 0.0577 .
Tratamientos:enmienda 3 1252 4174 2.427 0.0842 .
Residuales 31 53.3 1.719

ANEXO 9: ANVA de materia seca de la biomasa de vainas en frijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién

Tratamientos 3 23.69  7.897 4.615 0.00857 **
enmienda 1 2.3 2.299 1.344 0.25496
Tratamientos:enmienda 3 9.15 3.05 1.782 0.17035
Residuales 32 54.76 1.711

ANEXO 10: ANVA de materia seca de la biomasa total en frijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Tratamientos 3 113.11  37.7 12.019  2.19e-05 ***
enmienda 1 19.54  19.54 6.23 0.0181 *
Tratamientos:enmienda 3 30.81 10.27 3.274 0.0341 *
Residuales 31 97.25 3.14
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ANEXO 11: ANVA de numero de vainas llenas enfrijol

Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Tratamientos 3 90.04 30.012 19.403 2.86e-07 ***
enmienda 1 3.3 3.303 2.135 0.154
Tratamientos:enmienda 3 10.15  3.382 2.187 0.109
Residuales 31 47.95 1.547

ANEXO 12: ANVA de numero de vainas vanas en frijol
Fuente de V: G.L. S.C. C.M. Valor F Significacion

Tratamientos 3 2227  7.425 7.157 0.000826 ***
enmienda 1 5.62 5.625 5.422 0.026366 *
Tratamientos:enmienda 3 6.67 2.225 2.145 0.113998
Residuales 32 33.2 1.038

Foto 2: a) Conteo de colonias en medio solido; b) Visualizacion del halo de solubilizacion de las
colonias solubilizadoras.
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Foto 3: a) Botellas con medio liquido; b) Medios de cultivo a punto de ser esterilizados en el
autoclave.

Foto 5: a) Titulacion del medio de cultivo; b) Diferencia de color por el indicador
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Foto 8: Emergencia de primeras pléulas de frijol
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Foto 9: Inoculacion de B.mucilaginosus a las plantulas de frijol.
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&

Foto 10: Plantas de frijol a 21 dias de la siembra

60



Foto 13: a) Vainas en crecimiento en planta; b) Comparacién de vaina llena y vaina vana
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Foto 14: Comparativo final antes de la cosecha.
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