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RESUMEN

En la presente investigacion se logré aislar bacterias identificadas como Enterobacter
agglomerans capaces de biosolubilizar el fosforo inorganico que se encontraba
inmovilizado en el suelo de la floricola Denmar S.A. La eficiencia de solubilizacion de
las bacterias se determind “in vitro” mediante el andlisis por espectroscopia de absorcion
atomica (EAA), usando tres diferentes concentraciones de fésforo C1=0.03 [M]; C2=0.05
[M]; C3=0.07 [M] en el medio liquido Pikovskaya modificado. Para la evaluacion en
campo se usaron las bacterias identificadas y se elabor6 a escala un biofertilizante, el
mismo que fue inoculado en un compost para ser incorporado en el suelo de ambas fincas.
Finalmente, las muestras de suelo a través de analisis fisico quimico mostraron mejoras
en el contenido de micro y macronutrientes, principalmente la reduccion de fésforo en

Marledian con 294.0 ppm a 23.9 ppm y Astroflores con 298.0 ppm a 20.9 ppm.

Palabras clave: Enterobacter, biosolubilizacidn, espectroscopia, biofertilizante, compost.



ABSTRACT

This investigation could isolate phosphate solubilizazing microorganisms identified as
Enterobacter agglomerans that may contribute to increase this element availability at the
soil of Denmar S.A. The microorganism’s solubilization efficiency was determined “in
vitro” by analysis of atomic absorption spectroscopy (AAS), using three different
concentrations of phosphorus C1 = 0.03 [M]; C2 =0.05 [M]; C3 =0.07 [M] in a modified
liquid Pikovskaya culture medium. For field evaluation the identified bacteria was used
to develope a biofertilizer which was inoculated into a compost to be incorporated into the
soil of both farms. Finally, soil samples through physical and chemical analysis showed
changes improving the content of micro and macronutrients, mainly the reduction of
phosphorus in Marledian of 294.0 ppm to 298.0 ppm and 23.9 ppm to a 20.9 ppm in
Astroflores.

Keywords: Enterobacter, biosolubilization, spectroscopy, bio-fertilizer, compost



INTRODUCCION

Planteamiento del problema

“El auge de la floricultura lleg6 al Ecuador en los afios 1980 con el inicio de las
exportaciones a los mercados mundiales, especialmente al estadounidense”. (La Hora,
2003, pag. 1).

“En el Ecuador, gracias a sus condiciones climatologicas, se cultivan muchas variedades
de flores de excelentes caracteristicas, por lo que inversionistas ecuatorianos y extranjeros
consideran a nuestro pais como lugar propicio para el desarrollo de la floricultura”.

(Centro de Informacidn e Inteligencia Comercial, 2009, pag. 25).

Actualmente los problemas que enfrentan las floricolas como Denmar S.A en el sector de
Tabacundo y Cayambe, son de caracter ambiental por el excesivo uso de pesticidas,
fungicidas y fertilizantes al momento de cultivar y exportar rosas inmaculadas sin
parasitos. La utilizacion desproporcionada de productos quimicos afectan a los recursos
naturales y de manera inhumana a los trabajadores, quienes se ven obligados a seguir
realizando sus actividades diarias bajo condiciones anti sanitarias. (Santillan, 2014, pag.
1).
En las ultimas décadas la agricultura basada en el uso indiscriminado de
agroguimicos esta siendo duramente cuestionada debido a sus efectos
negativos para el ambiente y la salud del productor. EI uso prolongado de
agroquimicos en los campos de cultivo ha traido efectos como: mayor
susceptibilidad a plagas y enfermedades, muerte de los microorganismos
benéficos contenidos y salinizacion en el suelo, factor que constituye un

limitante para el rendimiento y calidad de la flor. (Tutillo, 2011, pag. 2)

“El sector floricola en el Ecuador presenta varias problematicas, entre ellas la
disponibilidad de macronutrientes en el suelo para las plantas”. (Tutillo, 2011, pag. 3) En

el caso de Denmar S.A, de acuerdo a andlisis realizados se determiné altos niveles de



fosforo en el suelo, sin embargo, las flores son de tamafio pequefio, con tallos delgados y
manchas amarillas en las hojas, que son signos de baja disponibilidad de fésforo.

La alta disponibilidad de foésforo insoluble en el suelo es uno de los
mayores factores limitantes para la produccién de los cultivos, por lo que
la forma méas comun de incorporar este nutriente es mediante fertilizantes
quimicos. El uso indiscriminado de los mismos, ademés de resultar cada
vez mas costoso, altera significativamente el equilibrio de los suelos.
(Tutillo, 2011, pag. 3)

Por sondeo a los responsables de Denmar S.A se conoce que el uso de fertilizantes y
plaguicidas ha venido generando un costo anual aproximado de 4000 dolares, aplicando
un litro por semana a cada cama logrando aparentemente plantas mas vigorosas y no

causando inconvenientes a los cultivos.

Otra problematica que presenta la floricola es un mal manejo en el proceso de compostaje,
reflejado en bajos niveles de materia organica en el suelo y un pH &cido menor a 6 que no

contribuyen a la disponibilidad de fésforo en el suelo.

Tema

“Mejoramiento del estado nutricional del suelo a través de la adicién de compost
enriquecido con bacterias fosfato solubilizadoras en la finca Denmar. Tabacundo —
Ecuador.”

Obijetivos

Obijetivo general

Mejorar la disponibilidad de fosforo en el suelo a través de la adicion de compost

enriquecido con bacterias fosfato solubilizadoras en la finca Denmar en Tabacundo.

Obijetivos especificos

e Diagnosticar el estado nutricional actual del suelo y de compost de la finca

Denmar.



e Caracterizar la presencia de la bacterias fosfato solubilizadoras en el suelo de la

finca Denmar para su posterior aislamiento y caracterizacion.

e Evaluar la disponibilidad del fosforo del suelo y en el compost luego de la

inoculacién de las bacterias fosfato solubilizadoras.

Justificacion

La mayoria de fincas floricolas del Ecuador con el propoésito de obtener una
produccion de alta calidad y rentabilidad, se han inclinado por el uso de
fertilizantes quimicos, los cuales tienen efectos toxicos y contaminantes,
causando también problemas de salinizacion en el suelo, factor que
constituye un limitante para el rendimiento y calidad de lo que ahi se
cultiva. (Tutillo, 2011, pag. 2)

La finca “Denmar”, en su afan, de una mejora continua realiz6 una serie de analisis del

suelo y compost, arrojando entre sus resultados altos niveles de fosforo en el suelo. Sin

embargo las plantas manifiestan hojas con manchas amarillas y coloraciones rojizas, flores

pequefas y tallos finos que son signos de deficiencia de fésforo en la planta. Ademas se

observa niveles bajos de materia organica y arcillas. “Niveles bajos de materia organica y

arcillas influyen en una baja capacidad de intercambio cationico (CIC), lo que se ve

reflejado en un suelo poco fértil y bajo en nutrientes”. (Airam, 2012, p. 12)

Se sabe ademas que el compost manejado en la finca Denmar actualmente no es de buena

calidad, puesto que, no cumple con los factores que condicionan el proceso de compostaje

como son humedad, temperatura, pH y poblacion microbiana.

Una alternativa para mejorar la fertilidad de los suelos es el uso de
enmiendas enriquecidas con microorganismos. La inoculacion de
microorganismos eficientes contribuyen a acelerar la descomposicion de
los desechos organicos, lo cual incrementa la disponibilidad de nutrientes,
mejora la CIC, la estructura y equilibrio del suelo haciéndolo mas apto para

la produccion de rosas de calidad. (Higa, 2013, p. 2)



La presente investigacion es de interés en la finca Denmar, puesto que, con la produccion
de un compost rico en microbiota capaz de movilizar el fosforo insoluble en el suelo
agricola a formas solubles disponibles para las plantas, se mejoraria la sanidad del cultivo
y las propiedades del suelo de una manera natural. Ademas, el uso de técnicas biologicas
disminuiria el impacto ambiental, fitotoxicidad por mal manejo de dosis, y riesgos en la
salud de los trabajadores. Finalmente, la produccion de un buen compost es sustentable
para la finca Denmar ya que reduciria el destino de fondos para la compra de fertilizantes

y agroquimicos.

“Actualmente las flores ecuatorianas son consideradas como las mejores del mundo por
su calidad y belleza inigualables™. (Direccién de Inteligencia Comercial e Inversiones,
2013, pag. 1). Por lo tanto, es loable tratar de mejorar adecuadamente los suelos para que

sean sustentables y se mantenga la calidad de la flor por largos periodos de tiempo.

Hipdtesis de trabajo

e Hipotesis Alternativa: La adicion de bacterias solubilizadoras de fosfatos en el
compost, inoculado al suelo de la finca Denmar, tienen la capacidad de mejorar la

movilidad de fésforo en el suelo.

e Hipdtesis Nula: La adicidn de bacterias solubilizadoras de fosfatos en el compost,
inoculado al suelo de la finca Denmar, no tienen la capacidad de mejorar la
movilidad de fosforo en el suelo.

Variables

¢ Independiente: Actividad fosfatosolubilizadora de bacterias.

o Dependiente: Capacidad de intercambio cationico (CIC).

Indicadores

e UFC y % de minerales presentes en el suelo.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Suelo

El suelo, considerado como soporte de la mayor parte de la vida sobre la tierra, se
concibe mas que como un simple material relativamente homogéneo debido a su alto
contenido de organismos, asi como cantidades de agua y aire que pueden variar. El suelo
representa la inter fase entre las esferas atmosféricas, litologicas, bioldgicas e
hidrolégicas, es decir que “ el suelo es un consorcio de células vivas en una matriz
organico-mineral, con decenas a miles de millones de hongos y bacterias, ademas de miles

de diversas especies de plantas y animales”. (De la Rosa, 2008, p. 53)

De la Rosa (2008) informa que los horizontes mas o menos paralelos a la superficie
constituyen un suelo, es decir, que el medio natural para el desarrollo de las plantas se ve
influido por distintos procesos fisicos, biolégicos y quimicos. En su texto titulado
Evaluacion agro-ecoldgica de suelos para un desarrollo sostenible llega a la conclusion de
que el proceso de formacion del suelo es extremadamente lento y que este seria un recurso

no renovable. (pags. 321-323)

En ese sentido es de suma importancia el estudio de los microorganismos del suelo
por ser responsables del suministro de compuestos inorganicos nutricionales en las plantas
y por descomponer Yy mineralizar materia organica como una de sus principales
funcidnes. (Giardina, 2010, pag. 155)

1.1.1  Descripcion del suelo del Cantén Pedro Moncayo

En el canton Pedro Moncayo se observa un paisaje caracterizado
por cimas frias en las partes altas del volcan Mojanda, con pendientes
fuertes y suelos formados de ceniza volcanica. Descendiendo se encuentran

los flancos del volcan, con relieves y flujos de lava de pendientes variadas,



suelos negros y de formacion Cangahua. (Instituto Espacial Ecuatoriano,
2013, pag. 3)

Los drdenes de suelos que forman el canton Pedro Moncayo se pueden observar

en latabla 1.

Tabla 1.

Ordenes de suelos del Cantén Pedro Moncayo

Orden de Suelos | Orden de Suelos (%)
USDA 2006 USDA 2006 (ha)
Andisol 14 805,74 44,09
Entisol 7002, 08 20,85
Inceptisol 1278,43 3,81
Molisol 9 787,94 29,15
No aplicable 672,38 2,00
Tierras miscelaneas 34,51 0,10

Nota: El orden Andisol tiene un alto porcentaje de concentracion 44,09%.
Tomado de (Instituto Espacial Ecuatoriano, 2013, pag. 33)

1.1.2  Bacterias del suelo

Se caracterizan por vivir en forma libre o en simbiosis con las plantas, se estima que
en el suelo se pueden hallar 109x101° UFC g~! suelo. En los primeros 15 cm de
profundidad la biomasa bacteriana del suelo puede variar de 350-7000 kg ha™?!

aproximadamente. (Osorio & Osorno, 2011, pag. 42)

Osorio y Osorno (2011) afirman que entre los géneros mas abundantes (aerdbicos o
anaerdbicos), que llegan a representar entre el 75%-90% de la poblacion presente en el

suelo se encuentran Arthrobacter, Pseudomonas y Bacillus. (pag. 43)

Se puede establecer la siguiente clasificacion de bacterias de acuerdo a la

disponibilidad de nutrientes:



e Rhizobium: Reduce N, atmosférico y establece asociaciones
simbioticas con leguminosas.

e Anabaena: Reduce N,, forma asociacion simbiotica con el helecho
Azolla.

e Azotobacter: Reduce N, atmosférico sin establecer asociaciones
simbidticas.

e Azospirillum: Reduce N, atmosférico sin establecer asociaciones y
estimula el crecimiento vegetal.

e Nitrosomonas: Oxida NH, + para formar NO, —.

e Nitrobacter: Oxida NO, — para formar NO; —.

e Acidithiobacillus thiooxidnas: Oxida S y sulfuros para formar SO, —.

e Acidithiobacillus ferrooxidnas: Reduce Fe; + a Fe, +.

e Pseudomonas: Forma sideréforos que quelatan Fe, +.

e Bacillus: solubiliza compuestos fosfatados del suelo.

e Geobacter: reduce Mn0O, a Mn, +.

e Cellulomonas: descompone celulosa. (Osorio & Osorno, 2011, pég.
74).

1.2 Compostaje

El compostaje es un proceso de transformacion microbiana de la materia organica.
Dicho de otra manera el compostaje constituye un proceso biotenolégico que combina
fases mesdfilas y termdfilas para la descomposicion y estabilizacion de la materia organica
como consecuencia de la actividad metabdlica de microorganismos, cuyo crecimiento
depende de la temperatura de la masa, porcentaje de humedad, concentracidn de oxigeno

y de la naturaleza del sustrato. (lglesias, 2009, pag. 1)

Asi pues se puede definir el proceso de composteje como “la descomposicion
bioldgica oxidativa aerobia de la amteria orgénica en condiciones controladas de
temperatura, humedad y aireacién, seguida por una estabilizacién y maduracion del

producto o compost”. (Iglesias, 2009, pag. 1)



El compost 0 producto a su vez se define como “ la mezcla de productos humicos,
usados como enmienda organica no como abono natural, y otros subproductos, que
permiten un aprovechamiento de esta fraccion organica de los residuos, asi como la
reduccion hasta un 30% del volumen inicial”. (Editorial Vértice, 2008, pag. 98) Los
métodos y pardmetros para evaluar la madurez de un compost deben considerar aspectos
fisico- quimico, bioquimico y microbioldgico del proceso de compostaje. (Iglesias, 2009,

pag. 1).

1.2.1  Importancia del compost

Un analisis de los beneficios del compost a través de experiencias en Latinoamerica
evidencia la correlacion entre la diversidad de composicion del suelo con la
descomposicion de animales, plantas y microorganismos y el mejoramiento de proceso de
descomposicion contribuyen a constituir la materia organica  (Romén, Martinez, &
Pantoja, 2013, pag. 63).

De acuerdo a informacién obtenida del deposito de documentos digitales del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), importantes contribuciones del compost

sobre las propiedades fisicas son:

e Mejora las estructuras plasticas y agrega las arenosas en beneficio de
la estructura.

e Laporosidad de los suelos beneficia el drenaje interno.

e La eficiencia del riego se da debido al aumento de la capacidad de

retencion de humedad del suelo.

Las principales contribuciones del compost sobre las propiedades fisicas

son:

e Hay posibilidades de nutricion de las plantas porque se aumenta la

capacidad de intercambio catidnico.



e Hay un control respecto al alivio del agua de lluvia o de riego con
retencion y facilita la absorcion de nutrientes por las plantas.

e Hay una estimulacion del crecimiento debido al aporte de los enzimas
lo que influye en el crecimiento de las plantas. Aumenta la
disponibilidad de micro y macro elementos.

e Hay facilidad de absorcién por la planta debido a que hay formacion
de compuestos orgénicos con el hierro (Fe), manganeso (Mn), cinc
(Zn), cobre (Cu) y otros.

Las principales contribuciones del compost sobre las propiedades

bioldgicas son:

e Estimulacién en el crecimiento y actividad de la microbiota del suelo.

e Una mayor facilidad para la oxidacion en la formacion de compuestos
que asimilan las plantas.

e Lamanera en se produce la germinacion de las semillas mejora.

e Hay una fuente de energia para microorganismos heterétrofos y
mejoramiento de los procesos de intercambio energético.

e Aumenta el rendimiento de los cultivos.

e Larespiracion radicular se ve favorecida.

e Favorece el estado sanitario de los drganos subterraneos.

e La presencia del CO, que se desprende se ve favorecido por la
solubilizacion de compuestos minerales.

e Laactividad enzimatica se ve modificada.

e Hay una actividad de la rizogénesis.

e Lanutricién mineral se ve mejorada. (CSIC, 2000, pag. 2)

1.2.2 Técnicas de compostaje

De acuerdo al CSIC (2000) existen ciertas técnicas de compostaje de acuerdo al tipo

de sistemas sean estos abiertos, cerrados, a continuacién un resumen de lo propuesto:



a) Sistemas abiertos: La forma de amontonamiento del material es muy variado (pilas,

mesetas, zanjas, etc.). Entre sus técnicas se encuentran:
Compostaje en pilas por volteo

Consiste en un sistema donde los subproductos se disponen en grandes pilas que
son oxigenadas mediante volteos mecanicos (palas excavadoras o, volteadoras
especializadas) (AgroWaste, 2013, pag. 1). “La frecuencia del volteo depende del tipo de
material, de la humedad y de la rapidez con que interesa que sea realizado el proceso”.
(CSIC, 2000, pag. 14)

Compostaje en pilas estaticas con ventilacion forzada

La gran diferencia con el sistema de pilas por volteo reside en que en el sistema
estatico la ventilacion, ella ser realiza mediante aire que ingresa al interior mediante un
sistema de ventilacion de tuberias perforadas para asegurar el ingreso de oxigeno y la

salida de CO2, sin que se mueva la pila de material organico.
Compostaje en pilas estaticas con aireacion natural

El compostaje es el sistema mas antiguo que se conoce y se realiza en pilas, de altura
reducida, y no se mueven durante el compostaje. La caracteristica radica en que es natural
en lo que a ventilacion se refiere a través de los espacios de la masa a compostar. (CSIC,
2000, pag. 13)

b) Sistemas cerrados o compostaje en reactores: “Utilizan un reactor o digestor, contando
como sus principales sistemas cerrados de compostaje en tambor, en tdnel, en contenedor

y en nave”. (Solans, Alonso, & Gadea, 2001, pag. 2).
Compostaje en tanel

“Tiene lugar en un tanel cerrado estatico, fabricado generalmente en hormigén, con
una via de ventilacion controlada por impulsion o aspiracion, para el aporte de O2, que

es de vital importancia para los micro organismos”. (Villapudua & Sainz, 2007, pag. 2)
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Compostaje en contenedor

El compostaje en contenedor es una técnica pareja a la anterior, solo que se diferencia
en que el compostaje se realiza en contenedores de acero, en tlneles de hormigén en
menor tamafo. “A menudo es un proceso continuo, con carga del material a compostar

en la parte superior y descarga por la parte inferior” (Villapudua & Sainz, 2007, pag. 2).

Compostaje en nave

El compostaje total del area de la nave se mueve por medio de grias, las plantas
modernas estan totalmente automatizadas y equipadas con volteadoras. “El proceso de
compostaje tiene lugar en una nave cerrada. La ventilacion se realiza mediante una placa
en la base y/o con ayuda de diferentes tipos de unidades rotativas (volteadoras)”
(Villapudua & Séinz, 2007, pag. 2).

1.2.3 Parametros de calidad del compost

Las variables o parametros de seguimiento que son medidos mediante procesos
afectan los sistemas de compostaje por ello “sus valores deben estar en los intervalos
considerados correctos para cada fase del proceso” (Jeris & Regan, Controling

Environmental Parameters for Optimum Composting, 1973, pag. 153).

Ello lo propusieron por primera vez Jeris y Regan (1973) en su investigacion
relacionada con los parametros por un dptimo compost en el control del medio ambiente,

en caso de ser necesario.

En cuanto a los parametros relativos a la naturaleza del sustrato Madejon, Diaz, Lopez
y Cabrera Alvarez (2002) encontraron que deben ser medidos y adecuados a sus valores
correctos fundamentalmente al inicio del proceso y que incide en el mismo (Madejon,
Diaz, Lopez, & Cabrera, 2002, pag. 275).
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1.2.3.1  Parametros de seguimiento

Luego de la revision de distintos criterios de varios autores, se toma la propuesta de
Romén, Martinez, & Pantoja (2013) en su Manual de Compostaje del Agricultor
Experiencias en América Latina, debido a ser la mas actualizada y menciona que los
parametros de seguimiento del compostaje estdn relacionados con la temperatura,

humedad, ph, aireacién, espacio del aire libre.

e Temperatura

La temperatura varia en funcion del proceso y cuando el compostaje inicia a una
temperatura ambiente que puede subir hasta los 65°C sin necesidad de ninguna actividad
antrdpica (calentamiento externo), para llegar nuevamente durante la fase de maduracion

a una temperatura ambiente como se ilustra en la figura 1.

Temperatura en el proceso de compostaje

Temperatura Degradocién Degrodocion de coros Degrodacién Reacciones
de oxicares y hemicelulosas de polimeros ',.c(uudunm do
, degradocidn
70
50 Bacteri
3( S Badlerias
40 Hongos
30
(]
20
10
Acidificacién Estabilizacion
Foses Mesofilica Termofilica Mesofilica Moduracién
e ‘ . .
Duracién: 2 - 5 dios | - 3 semanas 2 - 5 semanos 3 - 6 meses

Figura 1. Variacion de temperatura en cada fase del proceso de compostaje.
Fuente: (Roméan Martinez & Pantoja, 2013, pag.25)
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En ese sentido, para cada fase del compostaje, es deseable que la temperatura no
decaiga demasiado rapido, ya “que a mayor temperatura y tiempo, mayor es la velocidad

de descomposicion y mayor higienizacion” . (Roman, Martinez, & Pantoja, 2013, pag. 28)

e Humedad

La humedad es un parametro estrechamente vinculado a los
microorganismos, ya que, como todos los seres vivos, usan el agua como
medio de transporte de los nutrientes y elementos energéticos a través de

la membrana celular (Roman, Martinez, & Pantoja, 2013, pég. 28).

La humedad oOptima para el compost aunque varia dependiendo del
estado fisico y tamafio de las particulas, asi como sistema que se seleccione
en la realizacion del compostaje, se sitda alrededor 55%, en cambio, si la
humedad esté por debajo del 45%, disminuye la actividad microbiana, ello
contribuye a que no se tenga tiempo a completar todas las fases de
degradacion, lo que provoca que haya inestabilidad bioldgica en el
producto. Si la humedad es demasiado alta (>60%) el agua saturara los

poros e interferird la oxigenacion del material.

opH

El pH del compostaje depende de los materiales de origen y varia en
cada fase del proceso desde 4.5 a 8.5. En los primeros estadios del proceso,
el pH se acidifica por la formacion de acidos organicos. En la fase
termofila, debido a la conversidn del amonio en amoniaco, el pH sube y se
alcaliniza el medio, para finalmente estabilizarse en valores cercanos al

neutro. (Roman, Martinez, & Pantoja, 2013, pag. 29)

El pH define la supervivencia de los microorganismos y cada grupo
tiene pH oOptimos de crecimiento y multiplicacion. La mayor actividad

bacteriana se produce a pH 6,0- 7,5, mientras que la mayor actividad
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fangica se produce a pH 5,5-8,0. El rango ideal es de 5,8 a 7,2. (Roman,
Martinez, & Pantoja, 2013, pég. 29)

Aireacion

El compostaje es un proceso aerobio y se debe mantener una aireacion
adecuada para permitir la respiracion de los microorganismos, liberando a
su vez, dioxido de carbono (CO2) a la atmosfera. Asi mismo, la aireacion
evita que el material se compacte o se encharque. Las necesidades de

oxigeno o varian durante el proceso, alcanzando la mayor tasa de consumo

durante la fase termofilica.

Se recomienda que la saturacion de oxigeno en el medio no baje del 5%,

recomendando un nivel 6ptimo del 10%. Debido a que un exceso de aireacion provocaria

el descenso de temperatura con una pérdida de la humedad por evaporacion, para que el

proceso de descomposicidn no se detenga por falta de agua; una baja aireacion, impide la

suficiente evaporacion de agua, ello ocasiona exceso de humedad y la sustitucion de

microorganismos aerobios por anaerobios. Los malos olores y acidez se producen debido

a el &cido acético, acido sulfhidrico (H2S) o metano (CH4) en exceso. (Roméan, Martinez,
& Pantoja, 2013, pégs. 25-26)

Espacio de aire libre

Schulze, introdujo el concepto de Espacio de Aire Libre (Free Air Space,
FAS), adoptado de la ciencia del suelo, para establecer una relacion entre
los contenidos de humedad (H), la densidad aparente (Da), la densidad real
(Dr) y la porosidad (P). Con relacion a lo propuesto por este autor, se

destaca la importancia de la estructura fisica de los residuos.

El FAS, calculado por la Ecuacion 1, da idea de las cantidades relativas

de agua y aire existentes en la masa en compostaje.

FAS = P (1 - i) [1]

100
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Donde:

P = 100 (1 - %) [2]
Por tanto:
FAS = 100 (1 - %) (1 - %) [3]

Tanto las expresiones FAS, P como la H se expresan en porcentaje y Dr

y Daen gcm-3.

Al estudiar diferentes residuos, se establece que el proceso de
compostaje ocurre con mayor rapidez (mayor consumo de oxigeno) cuando
el valor de FAS es de 30-35%, independientemente de la naturaleza del
residuo. Por lo tanto, conocidos los valores de Da y Dr puede ser

encontrada la humedad éptima para el residuo estudiado.

Un andlisis realizado por Moreno y Moral (2011) en relacion al compostaje, determina
que a la densidad real es una constante para cada producto, también se debe considerar
que en una pila de compostaje, la Da puede aumentar o disminuir dependiendo del grado
de humedad de la mezcla. En el caso de que la humedad sea alta, disminuye el FAS y el
producto se compacta, por el contrario cuando los valores se presentan bajos de humedad
los espacios intersticiales estan ocupados por aire, la densidad aparente aumenta. (Moreno
& Moral, 2011, pags. 100-101).

1.2.3.2 Parametros relativos a la naturaleza del sustrato

e Tamafio de particula

Las particulas demasiado grandes presentan poca superficie de contacto para ser
metabolizadas por los microorganismos haciendo que el tiempo de procesamiento se
alargue. El Programa de Apoyo a la Formacion Profesional para la Insercién Laboral en

el Per Capacitate Perd (APROLAB) como parte de un estudio centrado en parametros
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relativos a la naturaleza del sustrato y lo relacionado con el proceso de compostaje,
determiné que el tamafio ideal de las particulas debe ser de 3 a 6 cm (APROLAB, 2007).
“Por lo tanto, el desmenuzamiento del material facilita la accion de los microorganismos

y aumenta la velocidad del proceso.” (Roméan, Martinez, & Pantoja, 2013, pag. 30)

e Relaciones C/Ny C/P

Cuando de velocidad del proceso y la perdida de amonio durante el compostaje se trata,
se debe pensar en la relacion C/N como un importante factor; si la relacion C/N es mayor
a 40 la actividad bioldgica disminuye y los microorganismos deben oxidar el exceso de
carbono con la consiguiente ralentizacion del proceso, todo ello debido a que la

disponibilidad de N es deficiente para la sintetizacion protéica de los microorganismos.

Para un correcto compostaje en el que se aproveche y retenga la mayor parte del C y
del N, la relacion C/N del material de partida debe ser la adecuada. “Los microorganismos
utilizan generalmente 30 partes de C por cada una de N; por esta razén se considera que
el intervalo de C/N tedricamente 6ptimo para el compostaje de un producto es de 25-35”
(Jhorar, Phogat, & E., 1991, pag. 297).

Si el residuo tiene una alta relacion C/N, pero la materia organica es poco
biodegradable, la relacion C/N disponible realmente para los microorganismos es menor
y el proceso evolucionara rapidamente, pero afectard s6lo a una proporcion de la masa
total. Si larelacion C/N es muy baja el compostaje es mas rapido y el nitrégeno en exceso
se desprende en forma amoniacal, generandose una autorregulacion de la relacién C/N del

proceso.

“La relacion C/N ideal para un compost totalmente maduro es cercana a 10, similar a
la del humus. Estas pérdidas, si bien no afectan negativamente al compostaje, suponen un
derroche, porque el N es el nutriente fundamental” (Moreno & Moral, 2011, pags. 101-
102). Finalmente, es importante que los microorganismos cuenten con un adecuado
suministro de fosforo. “La relacion carbono/fosforo 6ptima es cualquiera comprendida

entre 120:1 y 175:1” (CICA, 2004, pag. 4).
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e Nutrientes

La composicion elemental es la caracteristica quimica més relevante de los sustratos
debido a que la utilidad agronémica de residuos que tengan posibilidad de ser
compostados, dependen de los elementos nutritivos que estén disponibles o estén
incluidos. Los microorganismos sélo pueden aprovechar compuestos simples, en ese
caso “lo que ocurre es que las moléculas mas complejas se rompen en otras mas sencillas,
este es el caso de las proteinas que se transforman en aminoacidos y estos en amoniaco
para poder ser asimiladas” (Castaldi, Alberti, Merella, & Melis, 2005, pag. 209).

Entre los elementos quimicos que componen el sustrato destacan el C, N, y P, que son
componentes macronutrientes fundamentales para el desarrollo microbiano (Moreno &
Moral, 2011). Como se demuestra en la tabla 2 relacionada con el contenido de nutrientes
totales en cuatro tipos de residuos distintos se observa que los resultados expresados en

base hiUmeda asumiendo 20% de humedad.
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Tabla 2.
Contenido de nutrientes totales en cuatro tipos de residuos

MATERIAL

ELEMENTO | DYeoin | fesios | Resio | Resuo o

Humedad (%) 20,0 20,0 20,0 20,0
UNIDADES %

Nitrégeno (N) 0,90 1,72 1,60 0,85
Fosforo (P20s) 1,12 1,38 0,07 0,47
Potasio (K20) 0,98 2,96 0,06 0,76
Calcio (CaO) 1,68 6,04 1,30 3,87
Magnesio (MgO) 1,16 1,06 0,25 0,50
Azufre (S) 0,29 0,37 0,19 0,20
Hierro (Fe) 0,90 0,76 0,59 1,48
Manganeso (Mn) 0,036 0,040 0,029 0,015
Cobre (Cu) 0,002 0,005 0,002 0,004
Zinc (Zn) 0,014 0,015 0,042 0,014
Boro (B) 0,002 0,003 0,003 0,003
Sodio (Na) 0,100 0,070 0,017 0,206

Nota: Resultados expresados en base himeda asumiendo 20% de humendad
Tomado de (AGRILAB LTDA., 2004, pag. 46)

Se comprueba que, en general, entre el inicio y el final de la incubacion se produce un
aumento de las concentraciones de los distintos nutrientes, provocada por la pérdida de
materia organica de la masa a compostar (Diaz, Jiménez, Cabrera, Bertoldi, & M.D, 2004,
pag. 42).

Ademas de C, N y P existen otros nutrientes presentes en menor cantidad
(micronutrientes), pero no por ello menos importantes en la sintesis de las enzimas, en el
metabolismo de los microorganismos y en los mecanismos de transporte intra y

extracelular. (Moreno & Moral, 2011, pag. 82).
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e Materia organica

El descenso de materia organica en el proceso de compostaje transcurre en dos etapas
fundamentalmente. En la primera se produce un rapido decrecimiento de los carbohidratos
dando lugar a los compuestos humicos. Durante el compostaje la materia orgénica tiende
a descender debido a su mineralizacion y a la consiguiente pérdida de carbono en forma
de anhidrido carbonico; los porcentajes de pérdidas que se consideran pueden llegar hasta

casi el 20% en peso de la masa compostada (Zucconi & De Bertoldi, 1987, pags. 56-61).

Haug, R.T (1993) destacé en su investigacion publicada en ingles The
practical Handbook of Compost Engineering, lo que ocurria en la segunda
etapa una vez consumidos los compuestos labiles, otros materiales mas
resistentes como las ligninas se van transformando y degradando en

compuestos humicos.

Algunos compuestos provenientes de la materia orgénica son
transformados en anhidrido carbdnico y agua por los microorganismos.
“Estos materiales tienen propiedades que son diferentes de los materiales

originales lo que da a la masa caracteristicas quimicas y fisicas distintas”

(pag. 8).

La velocidad de transformacién de materia organica depende de su
naturaleza fisica y quimica, ademas de las condiciones fisico-quimicas
como la humedad, aireacion, temperatura y pH) del proceso de los
microorganismos que intervienen (Michel, Pecchia, & Rigot, 2004, pag.
323).

La celulosa en un periodo de unos 200 dias se degrada entre un 23-54%,
dependiendo de la mezcla; las celulosas y hemicelulosas son facilmente
degradables, los compuestos lipidicos tienen una degradabilidad limitada
y las ligninas no se degradaban en absoluto. De acuerdo a lo propuesto en
la tabla 3 que muestra la degradabilidad de algunos componentes de los

residuos organicos (Haug, 1993,pag. 3).
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Tabla 3.

Degradabilidad de componentes orgénicos

Componente Degradabilidad (%6)
Celulosas 70

Hemicelulosas 70

Otros azucares 70

Ligninas 0

Lipidos 50

Proteinas 50

Nota: Degradabilidad de los principales componentes
organicos de los sustratos. Tomado de (Haug, 1993, pag.3)

Conductividad eléctrica (CE)

La naturaleza y la composicion del material de partida influyen
en la conductividad eléctrica, debido principalmente a su
concentracion de sales y a la presencia de iones amonio o nitrato en
menor grado que se forman en el proceso (Sanchez, Roig, Paredes,
& Bernal, 2001, pag. 8).

La CE tiende generalmente a aumentar durante el proceso de
compostaje por la mineralizacion que se produce en de la materia
organica, cabe recalcar que ello se debe a un descenso de la CE
durante el proceso que se atribuye a una humectacién excesiva de la
misma lo que puede deberse a fendmenos de lixiviacion en la masa.
(Moreno & Moral, 2011, pag. 93)

La dosis de compost que puede afadirse a un suelo debe ser
proporcional a la CE del compost. Un exceso de salinidad en la
solucion del suelo dificulta la absorcion de agua por las raices de las
plantas, de modo que en algunos casos, en esas condiciones, sélo

prosperan las especies resistentes (Moreno & Moral, 2011, pag. 94).
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1.3 Fosforo

En un orden de no menos importancia que el nitrogeno, estd el fosforo que es un
nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas asi como de los
microorganismos, “sin embargo, el fésforo soluble es un nutriente limitado para la
produccién de biomasa en un ecosistema natural” (Hameeda, Harinni, Rupela, Wani, &
Reddy, 2006, pag. 234).

Dependiendo del tipo del suelo, se puede decir que entre el 50- 60% corresponde a
fraccion organica, mientras que el resto se encuentra en forma inorganica. Las plantas
absorben el fésforo en forma inorganica en estado insoluble, pero cuando se introduce al
suelo, mas del 90% de éste pasa rapidamente a formas solubles no disponibles. “El fosforo
tiene como su principal funcion fisiologica la intervencion en los procesos de
acumulacién y liberacién de energia durante el metabolismo celular” (Conney, 2000, pag.
115).

Cuando un suelo es incapaz de suministrar este elemento segun afirma Alexander
(1980), este debe ser adicionado externamente de acuerdo a lo que los vegetales necesiten
en forma de fertilizantes quimicos o naturales. “De esta manera gran parte de los
fertilizantes fosfatados que se aplican no son utilizados por las plantas, si no que se

almacenan en el suelo” (Alexander, 1980, pag. 491).

Fernandez atribuye que estos indices bajos del nutriente resultan de la reaccion de
iones como el calcio, el hierro, o el aluminio con el fésforo soluble que provocan
precipitacion o fijacion, disminuyendo la disponibilidad para los vegetales. “Las plantas
deben absorber el elemento del suelo, donde se encuentra en muy baja concentracion,

normalmente en niveles que varian entre 5 y 30mg/kg” (Fernandez, 2005, pag. 32).

1.3.1 Fisiologia del fosforo en la planta

El fésforo es un componente esencial de las plantas, alcanzando concentraciones (en

forma de H,PO,) entre ¢l 0,5 al 1% de la materia seca. “Se encuentra, en estado mineral,
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y en forma de compuestos organicos fosforados como fosfolipidos, fitina, nucleétidos y
acidos nucleicos” (Milthope & Moorby, 1982, pag. 259).

Rodriguez (1982) en su investigacion relacionada con nutricion vegetal afirma que,
la mayor absorcion de los fosfatos por parte de las plantas depende de los siguientes tres

factores:

e Capacidad de solubilizar de las raices: Las raices excretan
permanentemente, por sus funciones metabdlicas, bioxido de carbono
(CO,), por tanto, una especie que tenga buena produccion de CO,, tiene

mayor capacidad de solubilizar el fésforo asimilable.

e Tamario de la raiz: Un sistema radicular bien desarrollado permite mayor

extraccion de nutrientes, especialmente de los pocos mdviles.

e Capacidad de absorcién de la planta: Algunas especies tienen una mayor
capacidad para la absorcion de fosfatos de calcio que otras; las especies
exigentes en calcio extraen mucho este elemento del suelo provocando
indirectamente una mayor solubilizacion de los fosfatos (Rodriguez, 1982,
pag. 362).

Una vez absorbido como monobésico PO,H=, y el bibasico PO,H; el fésforo circula
y se traslada al vegetal como fosfato monobasico, siendo interiormente un elemento muy
movil, ademas de que interviene en la formacion de las nucleoproteinas, &cidos nucleicos
y fosfolipidos, y en aspectos como la division celular, la respiracion y la fotosintesis,
sintesis de azUcar, grasas y proteinas, la acumulacion de energia (en los compuestos ATP
y NADP), en los fenémenos de fosforilacion y en la regulacién de pH de las células (sus
acidos y sus sales de “metal fuerte” forman soluciones “Buffer” que regulan el pH de las

soluciones celulares), y otros.

Este elemento se acumula principalmente en los tejidos activos (sintesis, respiracion),
los meristemas (puntos de division celular), semillas y frutos; su carencia produce varios

trastornos fisioldgicos como:
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e Falta de sintetizacion de las uniones peptidicas de las proteinas

debido a la falta de energia.

e No se establece un equilibrio entre los azlcares y almidones,
acumulandose los primeros y formando una sustancia rojiza, la

antocianina.

A partir de los conceptos desarrollados, una deficiencia de fosforo tiene

la siguiente sintomatologia:

e Lento crecimiento y desarrollo de la planta.

e Floemay xilema poco desarrollados.

e Menos peso y tamafio.

e Pobre floracion y fructificacion.

e Retraso de maduracion.

e Las hojas toman un color verde oscuro y a veces con matices rojizos

(antocianinas).

En cambio, los efectos positivos que conlleva una buena disponibilidad

de fésforo son:

e  Mayor desarrollo radicular.

e Mayor crecimiento y desarrollo general de la planta.

e Aceleracion de la floracion y fructificacion.

e Mayor resistencia a las condiciones adversas (clima, enfermedades,
etcétera (Rodriguez ,1982, pag.367)

1.3.2 Fésforo en el rosal

En fertilizantes aparece como fosfato aprovechable (P,0s). Estimula la pronta
formacion de las raices y su crecimiento. En el caso de las plantas fortalece a su

crecimiento y particularmente fortalece el rosal cuando se dan el caso de las heladas.
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Es importante indicar ademas que favorece el desarrollo de los tejidos reproductores y
esto afecta a la floracion. La deficiencia de fosforo reduce el crecimiento vegetativo y
radicular, en ese sentido las hojas se tornan opacas y se caen, lo que no ocurre con las
hojas jovenes. Los nematodos, mal drenaje y exceso de agua, se cuentan entre los factores
que pueden limitar la absorcién del fésforo, como son: “Con exceso puede también inhibir
el calcio y aluminio. Existe sinergismo con el nitrogeno y el magnesio” (Fainstein, 1997,

pags. 44-45).

1.3.3 El fésforo en el suelo

El fosforo puede estar presente de manera inmdévil o de diversas formas fuera de la
rizosfera, la cantidad del mismo en el suelo puede ser alta. Asi por ejemplo, en algunos
suelos, mas del 80% del fésforo aplicado se vuelve inmovil, y la consecuencia es que no
es asimilable para la absorcion por parte de las plantas. “Entre el 20 al 80% del fosforo
del suelo estd en forma organica, el remanente se puede encontrar en la fraccién
inorganica, contenido en cerca de 170 formas minerales de fosforo” (Reyes, 1991, pag.
397).

El fosforo aparece en el suelo bajo la forma de ortofosfatos en ciertos minerales, como
los fosfatos de calcio insolubles, asi como aquellos que se absorben en las superficies de
los 6xidos de hierro y aluminio hidratados. Se puede encontrar el fésforo en el suelo en
forma de fluoropatita, que de forma fina se divide en hidroxiopatita o cloropatita como se
explica en mayor detalle en la Tabla 4, 0 en combinacion con particulas de suelo; se puede
encontrar también en combinacion con el humus y otras fracciones organicas. (Reyes,
1991, pag. 398)

El suministro a las plantas esta determinado por el equilibrio y tasa de liberacién de los
iones H,PO,, de los compuestos de calcio, hierro y aluminio, con los que se relacionan, y

de la materia orgénica en descomposicion.

Cuando se agrega al suelo una forma soluble como el fosfato monocalcico

(Ca(H,P0,),), este se transforma de manera rapida en la forma di célcica
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CaHPO,, que queda absorbida en los minerales arcillosos. Ello provoca que
se mantenga una concentracion de iones H, PO, en la solucion del suelo de
0.003 a 3 mg/kg, todo ello sujeto al tipo de suelo del que se trate. (Reyes,
1991, pag. 398)

De acuerdo a anélisis estadiscticos se estima que Unicamente del 10-20% del fosforo
que es aplicado como fertilizante es aprovechado en el suelo durante el primer afo, ello
sobre todo debido a que la mayor parte es rapidamente fijado o precipitado a formas de
baja solubilidad. (Vance, 2001, pag. 390)

Tabla 4.

Compuestos mas comunes de fésforo en el suelo

Compuestos que contienen calcio Compuestos que contienen aluminio y

hierro

Fluor apatito: (P0O,),CasF,Ca Variscita: P0O,AL. 2H,0

Carbonato apatito: (P0,),Cas.C0;Ca Stremgita:P0O,Fe.2H,0

Hidroxi-apatito: (P0,),Cas.Ca(OH), Vivianita: Fe(P0,),8H,0

Oxi-apatito: (P0,),Cas.Ca0 Dufrenita:PO,Fe, (OH);

Fosfato tricalcico: 3Ca(PO0,), Wavellita: (P0,),Al;(OH)3.5H,0

Fosfato bicalcico: CaHPO, Taranakita: (P0O,)gHgAlsK3.18H,0

Fosfato monocalcico: Ca(H,P0,),

Nota: compuestos de fosforo que poseen calcio, alumino y hierro en su composicién. Tomado de
(Navarro, 2003, pag. 197).

a) Faosforo organico

Los principales reservorios de fosforo organico son las plantas, animales y
microorganismos, los cuales al descomponerse liberan al medio los fosfatos organicos.
(Eweis, 1999, pag. 14)
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El fosforo orgénico es de caracter insoluble y se halla contenido en la
materia organica y la biomasa microbiana en un porcentaje estimado del
20 al 80% del fosforo que esta presente en la superficie del suelo, el fésforo
organico se encuentra en forma de inositol aportando del 1 al 62% del P
organico del suelo, como acidos nucleicos aportando entre un 0.2 2 1.8% y
fosfolipidos y otras moléculas representando menos del 5% de fosforo
organico. En razon de ello se estima que del 30 al 50% restante puede ser

de los microorganismos una parte estructural (Valero, 2003, pag. 120).
b) Fésforo inorgéanico

De acuerdo a Brady (2000) en su analisis sobre los elementos de la naturaleza y
propiedades del suelo los compuestos de fosforo inorganico se clasifican en dos
importantes tipos: Los que contienen calcio y los que se componen de hierro, aluminio y

en frecuencias menores manganeso (Tabla 5). (pag. 392).
Al respecto el autor afirma que:

Los fosfatos inorganicos son totalmente insolubles en agua. Los fosfatos
de calcio (minerales de apatita), son estables e insolubles a condiciones de
pH alto, mientras que los fosfatos que contienen hierro y aluminio
(estrenuita y variscita) son estables en suelos con pH bajo.

(Brady, 2000, pag. 392).
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Tabla 5.

Principales formas de fosforo inorganico en el suelo

Tipo de fosfato Denominacion Composicion Caracteristicas
) o Mayor
Hidroxiapatita 3Ca3(P0,4)3.Ca(0OH), )
abundancia
Oxipatita 3Ca(P04),Cal
. Mayor
Fluoropatita 3Ca3(P0,4),CaF, )
abundancia
Fosfatos de Calcio Carbonatoapatita 3Caz(P04),CaCO05
Fosfato tricalcico 3Ca(P0,),
S Mayor
Fosfato bicélcico CaHPO, .
solubilidad
o Mayor
Fosfato monocalcico Ca(H,P0O,), .
solubilidad
Vivianita Fe(P0,),8H,0
Fosfatos de Hierro i (PO4),8H,
Estrengita FePO,2H,0
Fosfatos de Aluminio Variscita AlPO,2H,0

Nota: Denominacién, composicion y caracteristicas de de los tipos de fosfato contenidos en el suelo.
Tomado de (Navarro, 2003, pag. 197).

1.3.4 Factores que afectan la solubilidad de fésforo en el suelo

Rodriguez (1982),

en sus investigaciones sobre nutricion vegetal relacionada con

fertilizantes detalla ciertos factores que afectan la solubilidad de fosforo en el suelo. El

fosforo no asimilable por las plantas y retenido por el suelo depende de los siguientes

factores:

pH del suelo: El pH 6ptimo esta entre 5.5y 7.0.

Temperatura: Temperaturas elevadas incrementan las reacciones
quimicas y el grado de absorcion de las plantas, y la solubilidad de
los quimicos se incrementa.

Humedad: Cuando la cantidad de agua, o humedad, aumenta en el

suelo ocurre un incremento de iones fosfato en solucion.
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e Materia organica: que favorecen de igual manera la disponibilidad
del fésforo en el suelo y a la asimilacion del fosforo.

e Textura: Afecta principalmente a la disponibilidad en el suelo
(humedad), ya que determina cuanto puede retener para que el
fésforo se encuentre en solucidn. Las texturas pueden ser gruesas o
finas dependiendo el contenido de agua y de la caracteristica de

absorcion de aniones (texturas finas). (pag.367).

La fertilizacion consiste en:

e Aumentar la concentracion de fosforo soluble en la solucion, cerca de su
saturacion.

e Localizacion del fésforo en la aplicacion para contrarrestar su poca movilidad.

e Las fertilizaciones deben ser constantes, ya que se inmoviliza de manera rapida
este elemento (Rodriguez, 1982, pags. 369-371).

1.3.5 Ciclo del fésforo

El ciclo del fésforo esta basado en reacciones bioldgicas y quimicas, cuando las raices
y los microorganismos lo absorben y convierten el fésforo en compuestos organicos
dentro de sus organismos, el proceso biolégico del fésforo es inmovilizado. Al final una

cantidad significativa de fosforo organico se encuentra en el suelo.

Debido a que la tasa de mineralizacion de compuestos organicos es muy alta, los
microorganismo mineralizan el fésforo organico, y ello provoca que se libere de nuevo

el H, PO,-(ortofosfato) a la solucion del suelo.
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Ciclo del Fésforo.
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Figura 2. Reaccidn del ion fosfato con otros iones en la solucién del suelo.
Fuente: (Brady, 2000, pag. 392)

Respecto a la reaccion del ion fosfato con otros iones en la solucion del suelo, se
advierte de acuerdo a la figura 2 que el ion fosfato reacciona rapidamente con otros iones
en la solucién del suelo resultando en precipitacion y absorcion a coloides minerales; al

final el fésforo se convierte en un elemento fijo y no disponible.

Como resultado final 1a mayoria de los iones fosfato provenientes de la mineralizacién
pueden ser transformados en una forma no disponible antes que las plantas tengan la
oportunidad de absorberlo y antes que pueda ocurrir su perdida por lixiviacion. (Foth H. ,
1990, pags. 162-163)

1.35.1 Dinamica del fosforo

La cantidad de fosforo disponible para las plantas, esta condicionado a la modificacién
del equilibrio dindmico que mantiene la disolucién con los compuestos inorganicos
insolubles o fijados por una parte, y la formacién y descomposicién de la materia organica.
Por lo tanto las cantidades que se puedan asimilar dependeran de la modificacion del
equilibrio dinamico que mantenga la disolucién con los compuestos inorganicos

insolubles que contiene.
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Movilidad de nutrientes en el suelo.
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Figura 3. Movilidad de nuetrientes en el suelo

Para explicar la movilidad de nutrientes del suelo, se utilizara una Figura 3 que explica

ello en detalles desde el uso del fertilizando hasta la Gltimas parte de fijacion y absorcion

para demostrar que “el factor que influye directamente en el equilibrio es el pH, ya que

condiciona el tipo de reacciones que haran que los compuestos fosfatados Ileguen a las

plantas” (Navarro, 2003, pag. 197).

1.3.6 Biosolubilizacion del fosforo

1.3.6.1 Ciclo microbiano

El ciclo microbiano del fésforo implica la transformacion del fosforo

entre los depdsitos orgédnicos e inorganicos, asi como entre las formas

insolubles y solubles. La cantidad de fdsforo disuelto en el suelo en

cualquier momento varia entre 0,1 y 1 kg por hectarea (Coney, 2000, pag.

416).

Los microorganismos juegan un papel primordial en la solubilizacion, la

inmovilizacion y la mineralizacion.
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a) Solubilizacion: Existen algunos mecanismos bésicos para solubilizar el fésforo

mineral y hacer que resulte méas disponible:
v" Produccion de acidos organicos

“La solubilizacidon ocurre gracias a la produccion de acidos organicos tales como el
acido nitrico (producidos por agentes nitrificantes), el &cido sulfarico (producidos por los
tiobacilos) y el &cido carbdnico (H,C05) por accién microbiana” (Coney, 2000, pag. 416).
Estos &cidos organicos actdan sobre los compuestos insolubles del fésforo inorganico
como: fosfato tricalcico, fosfato dicélcico, hidroxiapatita y roca fosforica. Aunque acidos
organicos de bajos pesos moleculares como el oxalico, citrico, lactico, succinico y acético
se producen en los suelos gracias a la descomposicion de la materia organica, y cada
microorganismo degradara un tipo y una cantidad de estos acidos; se detecta que estos
estan presentes cuando el pH en el suelo disminuye hasta valores aproximados a 2.

“Las bacterias que solubilizan activamente el fosforo representan un 10% de la
poblacion microbiana” (Coney, 2000, pag. 416). Se trata fundamentalmente de
organismos de la rizosfera, como Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas

y algunos hongos.

Ca3 (PO4)2 + C204H2 4 2C3HPO4 + Cazoz

Fosfato tricalcico + Acido oxalico — Fosfato dicélcico + Oxalato de calcio

De acuerdo a la reaccién quimica anterior, un foésforo inorganico como el fosfato
tricalcico en presencia de un acido organico de bajos pesos moleculares como el acido

oxalico, da como resultado fosfato dicalcico mas un oxalato.
v Quelacion

Los compuestos organicos fabricados por los microorganismos, como el &cido

oxalico, pueden quelar (unir) Ca?*, Mg?*yFe3*, desestabilizando asi el mineral fosfato y
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solubilizando el fosforo. Hay que considerar que el hierro ferroso (Fe?*)es mas soluble

que el férrico (Fe31).

En consecuencia, todos los minerales en los que quepa encontrar Fe2* se disuelven

finalmente. Asi, por ejemplo, desde el punto de vista anaerobio:
H,S + Fe(P0,), — FeS + 2HP0O?~

El fosforo disponible es mayor en los suelos secados al aire que en los suelos anegados
con agua, con una excepcion: cuando se examinan los compuestos de fosfato de hierro
(Garcia, 2003, pag. 49).

b) Inmovilizacion: Es otra transformacion microbiana del fosforo, en el cual el P, es
aprovechado en componentes celulares, ello implica la incorporacion en la biomasa de los
microorganismos, formando acidos nucleicos, fosfolipidos y otras sustancias de tipo

protoplasmaticas (Garcia, 2003, pag. 50).
v" Oxidacion y reduccién del fosforo.

“Los estados de oxidacién del fosforo van desde -3 (fosfina) hasta +5 (ortofosfato).
Los microorganismos al utilizar fosfitos pueden transformarlo en fosfatos en el interior
de la célula, aunque este proceso puede ser reprimido por inhibidores bioldgicos como el
tolueno” (Garcia, 2003, pag. 50). A través de este proceso se provoca la solubilizacion del

fosforo al reaccionar con los iones del suelo

+5 + 3 +1 -3
H;PO, - HsPO3 —  H3PO; —  PHs < Egiado de oxidacion
Fosfato Fosfito Hipofosfito  Fosfina

c) Mineralizacion: “La mineralizacion microbiana esta fuertemente influenciada por
parametros medioambientales como el pH, ya que a un pH ligeramente alcalino esta
relacion se ve favorecida, considerando que la mineralizacion de la mayoria de los

compuestos organicos se presentan por la accion de enzimas fosfatasas” (Garcia, 2003,
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pag. 51). Ello implica que catalizan hidrdlisis de ésteres y anhidridos de H;PO,; estas
enzimas se segregan fuera de la membrana plasmatica, las cuales al ser liberadas acttian
sobre componentes de alto peso molecular, como el DNA que no puede penetrar al
interior. Otras enzimas son las fitasas que liberan fosfatos a partir del acido fitico o sus
sales de calcio, magnesio Y fitina, extrayendo los fosfatos para producir penta, tetra, di y

monofosfatos y finalmente inositol libre.

v Produccion de fosfatasas

El término fosfatasas se emplea para designar a un amplio grupo de enzimas que
catalizan la hidrdlisis de ésteres y anhidridos de acido fosforico. En la rizosfera, existe la
presencia de un gran depdsito de fésforo organico, el cual no puede ser utilizado por las
plantas, “enfatizandose el papel de la flora microbiana en la produccion de diferentes
enzimas, las mismas que estan involucradas en la mineralizacion del fosforo, y al parecer
estan reguladas por la expresion de varios genes” (Bobadilla & Rincdn, 2008, p. 12). “Las
fosfatasas pueden ser sintetizadas, tanto por las raices de las plantas (fosfatasas acidas),
como por ciertos grupos de bacterias y hongos capaces de producir fosfatasas acidas y
alcalinas” (Ridge & Rovira, 1971, pag. 159).

Las fosfatasas que actan sobre enlaces de tipo éster se dividen en: monoesterfosfato
hidrolasa, diesterfosfato hidrolasas, trifosfato monoéster hidrolasas, difosfato monoester

hidrolasas y triester fosfato hidrolasas.

Dentro del grupo de monoesterfosfato hidrolasas se encuentran las fosfatas
alcalinas y 4acidas conocidas como fosfomonoesterasa alcalina y
fosfomonoesterasa acida, enzimas inespecificas que catalizan la ruptura
hidrolitica del fésforo organico del enlace éster (C-O-P), dejando el fésforo
inorganico disponible para que pueda ser asimilado (H,PO;,HPO;?)
(Figura 4). (Begonia, Begonia, Miller, Guilliard, & Young, 2004, pags.
274-275)
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Las enzimas se diferencian por su pH optimo de accion. “Las fitasas catalizan la
hidrélisis de uno de los seis grupos fosfato del hexofosfato de inositol, asi como otras
inositol fosfatas, que catalizan la hidrdlisis de uno de los grupos fosfato de inositol que
poseen entre uno y cinco fosfatos” (Garcia, 2003, pag. 52). Se incluyen también las
nucleotidasas (hidrolisis de nucleétidos) liberando una molécula de fosfato, o las azlcar
fosfato fosfohidrolasas (hidrolizan azUcares fosfatos) liberando un fosfato.

Reaccion catalizada por la enzima fosfatasa

0O 0O

| |
R—=O0—P—0 +HO = R—OH + OH—P—0O

| Il

O 0

Figura 4. Reaccién catalizada por la enzima fosfatasa
Fuente: (Pant H., 2000, pag.1).

“Las fosfatasas acidas (excretadas por las raices de las plantas) y los microorganismos
hidrolizan el fésforo organico liberando ortofosfatos que se quedan en la rizosfera como
fosforo disponible” (Pant H., 2000, pag. 1). Estas fosfatasas juegan un papel importante
en el incremento del fésforo disponible y el pH Optimo para la actividad de la fosfatasa
acida, el cual es aproximadamente de 3.5 a 4.5. Las fosfatasas alcalinas actdan con un pH

Optimo entre 9 all.

Otro grupo de fosfatasas son las diesterfosfato hidrolasas (fosfodiesterasas), en este
grupo se pueden encontrar las nucleasas que catalizan la hidrolisis de acidos nucleicos
(ribo y desoxirribonucleico) liberando nucleétidos, y fosfolipasas que catalizan la
hidrolisis de fosfolipidos. El triesterfosfato hidrolasas o fosfotriesterasas como el aril-
alquil-fosfatasa degrada compuestos organofosforados como el paraoxon.

Las monoesterfosfato hidrolasas (fitasas y monoesterasa) son las fosfatasas mas

estudiadas, debido a que “la mayoria de fosforo organico presente en el suelo estd en forma
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de fosfatos de inositol. Los microorganismos productores de estas enzimas son:
Rhizobium sp., Antrobacter sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp” (Onthong, Gimsanguan,
Pengnoo, & Nilnond, 2007, pag. 1).

1.4 Bacterias solubilizadoras de fésforo

Si se trata de obtener un mejoramiento del estado nutricional del suelo a través de
la adicién de compost enriquecido, “los microorganismos solubilizadores de fosforo
desempefian un rol importante en la nutricion de las plantas, constituyendo asi, la Gnica
manera posible para incrementar el fosfato disponible para las plantas” (Boonkerd, 2000,
p. 113), considerando que “los microorganismos solubilizadores de fésforo a menudo
constituyen el 30% de la poblacion de microorganismos de la rizosfera” (Rodas, 2006, pp.

13-27).

A decir de Bebenko y otros (1995) existe una gran variedad de bacterias fosfato
solubilizadoras, que incluyen bacterias Gram negativas y positvas, incluso algunas
especies de streptomicetos con capacidad de disolver fosfatos insolubles; dentro de los
cuales se pueden encontrar: “Streptomyces griseus, Bacillus licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. atrophaseus, Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus,
Xanthobacter agilis, Enterobacter aerogens, E. taylorae, E. asburiae, Kluverya
cryocrescens, Pseudomonas stutzeri, Chryseomonas luteola, Bacillus circulans, Bacillus
brevis, B. megaterium var. Phosphaticum, B.polymixa, B. sphaericus, B. thurigensis,
Xantomonas maltophilia, Pseudomonas aureofaciens, P. fluorescens, P. savastanoi,
Agrobacterium radiobacter, Arthrobacter sp. y Enterobacter agglomerans” (Babenko,

Tyrygina, Grigoryev, Dolgikh, & Borisova, 1994, p. 533).

Datos de estudios relacionadas con bacterias fosfato solubilizadoras muestran que
las especies de los géneros Rhizobium, Pseudomonas y Bacillus son las que presentan
mayor actividad solubilizadora de fdésforo (Rodas, 2006, p. 13). Sin embargo otras
especies de los géneros Pseudomas sp, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas gladioli,

Xanthomonas sp, Xanthomonas malthofilia, Enterobacter agglomerans vy
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Chromobacterium sp, constituyen nuevos reportes como bacterias solubilizadoras de
fosfato. (Useche, 2003, pag. 157)

Ademas, debido a que muchas bacterias solubilizadoras de fosforo que se
encuentran presentes en el suelo no estan en un numero suficiente para competir con las
bacterias que se encuentran ya establecidas en diferentes rizosferas es necesario
inocularlas en una alta concentracion para obtener una alta solubilizacion de fésforo
(Rodas, 2006, p. 13), solo de esta manera sera posible obtener un mejoramiento del estado

nutricional del suelo a través de la adicion de compost enriquecido.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Denmmar, es una finca especializada en la produccion y comercializacion de rosas
ubicada en San Juan de Tabacundo, cantdén Pedro Moncayo en la provincia de Pichincha
(Fig.6). Fue ampliada en el afio de 1994 dividiéndose asi en 3 fincas: Denmmar, Marledian
y Astroflores. Para llevar a cabo la investigacion se trabajo en las fincas Marledian y
Astroflores, tanto para la toma de muestras, como para las pruebas en campo.

Localizacién de DENMMAR S.A.

DENMAR S.A

’

Figura 5. Sector Cantanvalle, Tabacundo, provincia de Pichincha.
Fuente: (Google maps, 2014).
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2.1 Tipo de investigacion

La investigacion que se realizé fue de tipo experimental; ya que se aislaron bacterias
capaces de transformar el fosforo insoluble del suelo a fésforo soluble in vitro y en suelo.

Esta divida en dos fases que son: Fase de campo y Fase de laboratorio.

2.2 Fase de campo

Comprendié el muestreo de suelo y compost para los respectivos analisis de
laboratorio, que fueron analizados en la Estacion Santa Catalina del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Asi como la formacion de dos pilas estéticas de
compost en cada finca (ensayo 1, y ensayo 2) por lo que se realizaron cuatro ensayos en
total. Finalmente el compost maduro fue distribuido en los bloques 12 (Marledian) y 6

(Astroflores) respectivamente.

2.2.1 Areadel lugar de muestreo

En Marledian las muestras de suelo fueron recolectadas del bloque 12, mientras que,
en Astroflores se tomaron muestras del bloque 6. Las muestras de compost se tomaron de

los ensayos 1y 2 ubicados en las composteras de las dos fincas (Fig.12).
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Croquis de las fincas Astroflores y Marledian.
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Figura 6. Areas de recoleccion de muestras de suelo y compost
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014.

2.2.2 Recoleccion y muestreo de suelo y compost

Las muestras fueron recolectadas de las dos fincas, siguiendo el protocolo descrito por

INIAP, 2006, y que recomienda tomar de 15 a 20 submuestras, en cada area, no mayor a

5 hectéreas, siguiendo un recorrido en zig- zag al azar. El &rea de muestreo fue de 5000m2,

por lo que, se tomaron 10 submuestras de suelo de cada bloque, y 3 submuestras de cada

ensayo de compost.

El procedimiento que se siguio fue el siguiente:

o Recorridas las plantaciones fue delimitada el area de muestreo de suelo a dos

bloques. En el blogue 6 de (Astroflores), se observaron plantas de rosas de 1 afio

de edad, mientras que el bloque 12 de (Marledian), era un invernadero nuevo de

suelo virgen. Las muestras de compost, fueron tomadas de los ensayos 1y 2 de

ambas fincas.

o Se tomo las muestras al azar recorriendo en zig- zag.

o Se limpié la superficie del suelo para evitar cualquier material vegetal.
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. Se hizo un hoyo en forma de “V” de 20 a 30cm de profundidad, muy cerca de la
raiz. De uno de sus lados se tomo una porcion de 2 a 3cm de espesor.

o Con un cuchillo se quito los bordes dejando una submuestra de 5¢cm de ancho.

o Se deposito las submuestras en un balde.

o Se mezcl6 las submuestras manualmente para homogeneizar.

o Se tomo del balde 1 kg (2.2 libras) de muestra para enviar a los laboratorios del
INIAP- Estacion Santa Catalina, y 1kg para los laboratorios de Ciencias de la Vida
de la UPS y se depositaron en fundas plasticas con su respectiva tarjeta de
identificacion. Para las muestras de suelo se tomo en cuenta el nimero de bloque,
de muestra y su laboratorio de destino de la siguiente forma:

Tarjeta de identificacion: B6.M1.INIAP

Para las muestras de compost se sefiald: niUmero de ensayo, numero de muestra,

finca de origen y laboratorio de destino de la siguiente forma:

Tarjeta de identificacion: ~ [E1.M1.AST. INIAP)
|E1. M1.MAR.INIAP|

Tabla 6.

Nomenclatura y origen de las muestras de suelo

Muestras de Suelo
Ndmero de Muestra Hora de .
- Bloque Finca
muestras recoleccion
5 B6.M1.INIAP 8:00 am 6 Astroflores
B6.M2.LCV 8:00 am 6 Astroflores
5 B12.M1. INIAP 8:00 am 12 Marledian
B12.M2.LCV 8:00 am 12 Marledian

Nota: Hora de recoleccidn y origen de las muestras de suelo
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2014).

1 LCV: Laboratorios de Ciencias de la Vida
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Tabla 7.

Nomenclatura y origen de las muestras de compost

Muestras de Compost
Ndmero de Hora de
Muestra B Ensayo Compostera
muestras recoleccion
) E1.M1.AST.INIAP 8:30 am 1 Astroflores
E2.M1.AST.INIAP 8:30 am 2 Astroflores
) E1.M1.MAR.INIAP 8:30 am 1 Marledian
E2.M1.MAR.INIAP 8:30 am 2 Marledian

Nota: Hora de rcoleccion y origen de las muestras de compost
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2014).

2.2.3 Formacion de pilas de compost (Ensayo 1 y Ensayo 2)

Para la formacién de las pilas de compost se sigui6 las indicaciones del Dr. Hugo
Astudillo, asesor de Denmmar S.A, que consistio en formar dos pilas en cada finca que se
identificaron como Ensayo 1, que es el compost con el que ha venido trabajando Denmmar
S.Ay Ensayo 2, que es el compost propuesto en la investigacion. Las dimensiones de cada
pila fueron de 2.50 m de alto por 2.50 m de ancho. Se encontraron descubiertas y
delimitadas por barreras hechas en madera y plastico de invernadero con dos tuberias en

la parte central para permitir aireacion y eliminaciéon de CO2. El procedimiento que se

siguié para su edificacion se divide en primera etapa, volteo y segunda etapa:

v' Primera etapa (Ensayo 1y 2)

Formacion de cubos

. Se delimito el area de formacidn de las pilas, tomando en cuenta para su ubicacion,
el espacio y las facilidades de transporte del material vegetal.
o Se utiliz6 palos de madera de 2.50m de largo y plastico de invernadero para la

formacion de los cercos (Fig.7).
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Formacion de cubos.

Figura 7. Dimensiones y materiales de los cercos:
2.50m de alto x 2.50m de ancho con madera 'y
Pléstico.

Fuente: (Fuertes y Jarrin, 2014)

Formacion de pilas

Se colocd 10 cm de compost semilla (compost producido por DENMAR S.A.) con
la ayuda de una pala y rastrillo (Fig 8. a).

Se tritur6 material vegetal fresco (flores, tallos y hojas), proveniente de
invernadero y poscosecha hasta completar 50 cm de alto sobre el compost semilla
controlando que el tamafio de las particulas no sea a mayor a los 5 0 6 cm de largo
(Fig. 8. b).

Se prepard 5 litros de una solucién de Bioearth (Anexo 3.) (20cc/L) y se disperso
homogéneamente con una mochila de boquilla de 115mm de diametro sobre el
material verde picado (Fig. 8.c).

Se colocé nitrato de amonio (1.7 kg) de forma homogénea mezclando con un
rastrillo.

Se colocaron firmemente en el centro de la pila dos tubos de PVC de 2.50m de
largo y con un taladro se hicieron varias perforaciones de un diametro de 2cm.
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Formacion de pilas de compost

Figura 8. a) compost semilla; b) material vegetal picado; c) Aspersion de
Bioearth .
Fuente: (Fuertes y Jarrin, 2014).

Se repitio el mismo procedimiento hasta completar cuatro capas (2.50 m de altura)
(Fig. 9).
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Esquema de las pilas de compost
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Figura 9. Formacion de capas de las pilas de compost
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014

Terminada la pila, se cierra el cubo, dejando descubierta la parte superior por
donde los tubos de PVC permiten el ingreso de O2 y la salida de CO2 (Fig.10).

Pilas conformadas

Figura 10. Cubos cerrados descubiertos en la parte
superior
Fuente: (Fuertes y Jarrin, 2014).

Se dejé madurar el compost por un tiempo de 3 semanas durante el cual se llevo

un registro diario de temperatura y humedad (Anexo 6).
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v" Volteo (Ensayo 1y 2)

. Se desarmo los cubos y se procedio con el volteo con la ayuda de rastrillos, 3

semanas después de la conformacion de las pilas (Fig.11).

Volteo de pilas

Figura 11. Tres semanas después de la formacién
de pilas.
Fuente:(Fuertes y Jarrin, 2014)

v Segunda etapa (Laboratorios de Ciencias de la Vida)?

Con el proposito de comparar la actividad biosolubilizadora de fosforo de las bacterias
en estudio en funcion de los productos actualmente utilizados por DENMAR S.A se

procedié de la siguiente manera:

Recoleccion de muestras

o Siguiendo el protocolo descrito por INIAP, 2006, para la recoleccién de muestras
de suelo, se tomaron en total 20 kg de suelo y 9 kg de compost de Denmar S.A, es
decir, 10 kg de suelo y 4 kg de compost de cada finca (Astroflores y Marledian). 1

2 Por inconvenientes gerenciales en Denmar S.A no fue posible continuar la segunda etapa en la finca, por
esta razdn el estudio se llevé a cabo a escala en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la UPS.
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kg de compost fue utilizado para la obtencion del té de compost. Las muestras de
suelo fueron recolectadas del bloque 6 y las muestras de compost de los ensayos 1
y 2 en el caso de Astroflores, mientras que en Marledian las muestras de suelo se

tomaron del bloque 12 y las muestras de compost de los ensayos 1y 2.

Conformacion de cajones M1, M2, Aly A2

o Se armaron 4 cajones de madera, dos que representan a Astroflores (Aly A2) y
dos que representan a Marledian (M1 y M2), de 50 cm de largo, 30 cm de ancho

y 50 cm de alto (Fig.12)

Cajoén de madera

t

50 cm

$

‘ﬁ""’& . fam 50cu mmp

Figura 12. Dimensiones de los cajones de madera
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015

o Los cajones fueron cubiertos con plastico negro y se coloc6 5kg de suelo en cada
uno (Fig. 13.a).
o Se sembrd un rosal en cada cajon para evaluar los resultados finales de acuerdo al

estado de los botones, tallos y hojas de las plantas (Fig. 13.b).
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Montaje de experimentos 1y 2

Figura 13. a) Cajones de madera con 10 kg de suelo cada uno; b) cajones con plantas de rosas:
M1=Marledian experimento 1; Al= Astroflores experimento 1
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015

Preparacion del té de compost

o Se colocd 1kg de compost dentro de una funda perforada en su base y se filtré
1000 ml de agua (Fig. 14.a)

. Se midi6 con un vaso de precipitacion 120 ml del biofertilizante (524.4 x 109
UFC), se afadio al té de compost y se dejo reposar por 15 min (Fig. 14.b).

o Se colocaron 8 kg de compost en un recipiente y se afiadié la mezcla de té +
biofertilizante con una regadera manual de boquilla perforada (Fig.14.c).

. Se determind manualmente la consistencia del producto final tomando en cuenta

que su humedad no sea mayor al 60% (Fig. 14. d).
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Preparacion del té de compost

Figura 14. a) Filtracién de 1000 ml de agua en 1kg de compost; b)
biofertilizante més té de compost; ¢) Riego de té en 8kg de compost;
d) Determinacion manual de la humedad del producto final
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015

Adicion de compost inoculado

o Se adicion6 1 kg del compost inoculado con bacterias solubilizadoras de fésforo
(Enterobacter agglomenrans) en cada ensayo 1 a nivel de raices con la ayuda de
una pala (Fig.15), mientras que en los ensayos 2 se incorporé el compost sin el

biofertilizante.
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Adicion de compost

Figura 15. Se puede observar la adicion de
composta nivel de raices.
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015

o Se espero 4 semanas antes de realizar los anlisis de suelo en INIAP para evaluar

su estado actual (Fig. 16)

Experimentos terminados

Figura 16. Experimentos N° 2: Coost utilizado por las fincas actualmente

Experimentos N° 1: Con compost inoculado con bacterias solubilizadoras de fosfatos
Enterobacter agglomerans

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015
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2.3 Trabajo en Laboratorios de Ciencias de la Vida- UPS

2.3.1  Preparacion de Medios de cultivo

Equipos de laboratorio

. Autoclave
. Céamara de flujo laminar
. Balanza analitica

o Agitador
Materiales de laboratorio

o Frascos de 500 y 1000ml
o Papel absorbente

. Mechero de bunsen

. Mandil

o Guantes

° Mascarilla
Reactivos

. Medio Triptona Soya Agar (TSA) + acronistina
. Medio Estandar (ME)

. Medio Brain Heart Infusion (BHI)

o Medio Agar Sangre (AS)

o Medio Pikovskaya (PVK)

o Muestras de suelo

. Agua estéril

Procedimiento para medio TSA + Acronistina

. Se pes6d 10.4g de TSA en la balanza analitica y se suspendié en 260ml de agua

destilada.
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Se mezcldo de manera homogénea y calentd sobre una plancha térmica, con
agitacion constante hasta que se observo la disolucion completa

El medio preparado se autoclavo a 121°C por 45 min. Finalmente sobre el medio
estéril a 40°C se coloco 1ml de Acronistina.

Se encendid y desinfecto la camara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendio el mechero antes de introducir los materiales.

Se dispenso en cajas Petri para su posterior uso.

Procedimiento para medio Estandar Enriquecido (MEE)

Se pes011.7g de medio estandar y 509 de suelo en la balanza analitica y se
suspendi6 en 500ml de agua destilada.

Se calentdé de manera homogénea sobre una plancha térmica con agitacion
constante hasta que se observé la disolucion completa.

Se llevo el medio listo a la autoclave a 121°C por 45 min.

Se encendid y desinfecto la camara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendio el mechero antes de introducir los materiales.

Se dispenso en cajas Petri para su posterior uso.

Procedimiento para medio BHI

Se pes6 52g de BHI en la balanza analitica y se suspendié en 1000ml de agua
destilada.

Se mezclé de manera homogénea y calentd sobre una plancha térmica con
agitacion constante hasta observar la disolucion completa.

Se llevo el medio listo a la autoclave a 121°C por 45 min.

Se encendié y desinfecto la camara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendié el mechero antes de introducir los materiales.

Se dispenso en cajas Petri para su posterior uso.
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Procedimiento para medio AS

Se pesd 40g de Agar Sangre en la balanza analitica y se suspendio en 1000ml de
agua destilada.

Se mezclé de manera homogénea y calentd sobre una plancha térmica con
agitacion constante hasta observar la disolucion completa.

Se llevé el medio listo a la autoclave a 121°C por 45 min.

Se encendié y desinfecto la cAmara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendio el mechero antes de introducir los materiales.

Se dispenso en cajas Petri para su posterior uso.

Procedimiento para medio PVK Modificado

Se pesoO en la balanza analitica 4g de glucosa, 0.001g de cloruro de sodio, 2.5g de
fosfato de sodio, 29 de extracto de levadura, 2.5mg de sulfato de magnesio, 2.5mg
de sulfato de zinc, 15¢g de agar y 6ml de azul de bromofenol y se suspendio en
1000ml de agua destilada.

Se mezclé de manera homogénea y calentd sobre una plancha térmica con
agitacion constante hasta observar la disolucion completa.

Se llevé el medio listo a la autoclave a 121°C por 45 min.

Se encendid y desinfecto la camara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendio el mechero antes de introducir los materiales.

Se dispenso en cajas Petri para su posterior uso.

2.3.2  Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fésforo

Técnicas de diluciones seriadas (Tortora, Funke, & Case, 2007, pags. 159-214).

Equipos de laboratorio

Autoclave
Céamara de flujo laminar

Céamara de Neubauer
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. Balanza analitica
o Agitador
o Micropipeta

. Incubadora

Materiales de laboratorio

o Tamiz

J Frascos de 150ml

o Micropipetas de 1ml
. Cajas petri

. Papel absorbente

. Mechero de bunsen
o Mandil

J Guantes

. Mascarilla

Reactivos

. Medio TSA+ Acronistina

. Medio estandar enriquecido (MEE)
. Suero fisioldgico

. Agua estéril

o Muestras de suelo (Marledian-Astroflores).

Procedimiento:

o A partir de las muestras de suelo tomadas de cada finca (Tabla 6), se tamizo para
eliminar cualquier sustancia extrafia como rocas, plasticos, metales, etc.

o Se peso6 10g de la primera muestra de suelo (B6.M2.LCV).
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Se encendio y desinfectd la camara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%

y se encendio el mechero antes de introducir los materiales.

o Se coloco los 10g de muestra en un matraz de Erlenmeyer de 150ml que contenia
90ml de suero fisiolégico estéril para obtener la primera dilucién 1071, Se agitd
durante 15 minutos. Se repiti6 el procedimiento con la segunda muestra de suelo
(B12.M2.LCV).

o Para la preparacion de diluciones seriadas se tomé con la micropipeta 1 ml a partir
de 10-1 y se colocd en un tubo que contenia 9ml de agua peptonada, y de esta
nueva dilucion se preparo la siguiente, siguiendo el mismo patron hasta obtener la
dilucion 107°. Se etiquetd los tubos empezando desde la primera dilucién D.1
hasta D.6 para una facil identificacion.

o Se prepar6 12 cajas con medio TSA (Anexo 7. A) + Acronistina, y 12 cajas con
Medio estandar enriquecido (Anexo 7. A).

o De cada una de las diluciones se tom6 1ml con una micropipeta y se coloc6 en
cada caja Petri.

. Se codificd las cajas segun el medio y numero de dilucion. (TSA.1 hastaTSA.6) y
se incubd a 37°C durante 48h.

. De las cajas con medio TSA se aislo las mejores colonias en medio estandar
enriquecido por el método de agotamiento en superficie, (consiste en tomar una
pequefia muestra del indculo con la ayuda de un asa estéril y realizar una estria por
toda la caja petri) y se codificé las cajas segun el medio y nimero de dilucién
(MEE.1 hasta MEE.6).

. Se incubd las cajas a 37°C durante 48h.

o Se contd las colonias de cada caja con la ayuda de una camara de Neubauer

tomando en cuenta su color y forma.

Método de siembra por estria para cultivos puros

Para un manejo adecuado de las bacterias estudiadas se realizo cultivos puros, usando

el método de siembra por estria.
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Equipos de laboratorio

. Céamara de flujo laminar
o Incubadora

. Congelador

Materiales de laboratorio

. Asa de inoculacién
. Mechero de Bunsen
. Cajas Petri (estériles)

e  Tubos con tapa rosca

Reactivos

o Medios de cultivos: BHI y AS

Procedimiento

. Se encendié y desinfect6 la cdmara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendid el mechero antes de introducir los materiales.

. Se prepar6 24 cajas con medio BHI (Anexo 7.B), y 24 cajas con AS (Anexo 7.B).

o Realizar el rayado en cada caja Petri. Se esterilizo el asa flameando, y una vez fria,
se tomd una pequefia muestra de las cajas MEE.1 hasta MEE.6.

o Se realizé el rayado en las cajas con medio BHI y AS y se codific las cajas segun
el medio y nimero de dilucién (BHI.1 0 AS.1).

o Se Incubd las cajas a 37°C durante 48h.

o Para la conservacion de las bacterias puras se tomo de cada caja petri (BHI.1-
BHI.6/AS.1-AS-6), una coloniay se coloco en tubos de tapa rosca que contienen

10ml de medio estandar enriquecido y se congel6 a -20°C.
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o Después de las 48 horas de incubacion se realizd minuciosamente la tincion Gram
de cada una de las colonias. Finalmente las cajas que no presentaron

contaminacion (cultivo puro) se refrigeraron a 4°C.
Tincion Gram (Forbes, Sahm, & Weissdeld, 1998, pags. 253-256)

En las cajas petri (BHI1-BHI6/ AS1-AS6), se nombrd las colonias que presentaron
caracteristicas macroscopicas distintas con letras mayusculas y a continuacion se realizo

la coloracion Gram para identificar las colonias positivas o negativas.

Materiales de laboratorio

. Asa de inoculacion
. Mechero de Bunsen
. Porta objetos

. Microscopio

Reactivos

o Violeta- cristal

o Lugol

. Alcohol- Cetona
o Safranina

. Agua destilada

Procedimiento

o Se desinfectd la mesa de trabajo con cloro y alcohol al 70% y se prendio el

mechero.
o Se coloco una gota de agua sobre el porta objetos con la ayuda de un gotero.
. Con el asa de inoculacion estéril se tomé un indculo de las cajas Petri que se

prepararon en el procedimiento anterior y se disolvid en la gota de agua.
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o Se fijo la muestra flameando la placa sobre el mechero de Bunsen.

o Se agregd 1 gota de azul violeta, se dejo reposar un minuto y se enjuagé con
agua destilada.

o Se agreg6 1 gota de lugol, se dejé reposar un minuto y se enjuagd con agua
destilada.

. Se coloco 1 gota de alcohol- cetona y se dejé reposar por 30 segundos antes de
enjuagar con agua destilada.

. Se coloco una gota de safranina y se dejo reposar por 30 segundos antes de
enjuagar con agua destilada.

. Finalmente se flameo cuidadosamente el porta objetos par afijar y se observo bajo
el microscopio con el lente 10x, 40x y el de inmersién 100x con aceite mineral
para mirar detalladamente la morfologia de las bacterias.

o Se identifico y codificé las bacterias de acuerdo a su reaccién positiva 0 negativa

(Gram + 0 Gram -).

2.3.3  Seleccion de cepas bacterianas solubilizadoras de fosforo

Técnica de enriquecimiento selectivo (Tortora, Funke, & Case, 2007, pags. 159-161)

Equipos de laboratorio
. Céamara de flujo
. Balanza analitica
. Mechero de Bunsen

. Incubadora

o Incubadora con agitacion orbital

Materiales de laboratorio

° Matraces de 150ml

J Cajas Petri
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. Asa de inoculacién

o Tubos con tapa de rosca

Reactivos

o Medio minimal s6lido PVK (Anexo 7.C)
o Medio minimal liquido PVK (Anexo 7.C)

Procedimiento

. Se procedio a sacar del congelador los 12 tubos (BHI.1-BHI.6/AS.1-AS.6) que
contenian las colonias puras.

. Se encendid y desinfecto la camara de flujo laminar con sablén y alcohol al 70%
y se prendio el mechero antes de introducir los materiales.

. Se prepar6 12 cajas de PVK para BHI.1- BHI.6 y 12 cajas de PVK para AS.1-
AS.6.

. Dentro de la camara de flujo con el asa estéril, se transfirio un indculo de cada
tubo a las cajas Petri preparadas por el método de estriado y se codificaron segun
el medio de origen, nimero de dilucion y el medio de destino de la siguiente
manera: (BHI.1.PVK; AS.1.PVK)

. Se incub6 a 24°C durante 48h.

o Se seleccionaron las cepas con halos de crecimientos mas grandes y se codificaron
con las iniciales de los apellidos de las investigadoras y con el niamero de dilucion
respectivo (JF.1-JF.6)

o Se prepar6 6 matraces de 150ml con 100ml de medio minimal liquido PVK (Anexo
5) y se codificaron de la misma manera como se hizo para las cepas que presentan
halos de crecimiento méas grandes (JF.1-JF.6)

o Se inocularon las colonias con un asa estéril en cada matraz y se incubaron los
mismos a 24°C durante 96 horas.

o Se tomaron muestras cada 24, 48, 72 y 96 horas.
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Cinética del crecimiento microbiano de microorganismos solubilizadores de fésforo
(Skoog, Holler, & Nieman, 2000, pags. 410-411)

Se utiliz6 la técnica de Andlisis en Espectroscopia para determinar las fases de
crecimiento, utilizando un método que relacione la biomasa con la absorbancia de luz en

una muestra de cultivo liquido minimal PVK.

Equipos de laboratorio

. Céamara de flujo laminar
. Micropipetas de 1ml

. Espectrofotémetro

Materiales de laboratorio

. Celdas de cristal de cuarzo
. Mechero de bunsen

. Papel de arroz

Reactivos

) Muestras JF.1-JF-6
. Agua destilada
° Alcohol al 70%

Preparacion del equipo y analisis de la muestra

o Se verifico que el espectrofotometro, se encuentre en buen estado. Se encendié y
esperd 15 minutos antes de ajustar a la longitud de onda a 640nm (longitud de
onda para el fosforo).

o Se lavd con alcohol al 70% y secé cuidadosamente la celda de cuarzo de volumen
de 3ml con papel de arroz para evitar la presencia de huellas digitales.

o Se calibro el equipo con el blanco (medio minimal liquido PVK).
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o Con el porta celda vacio se ajusté 0.0% de transmitancia, para bloquear el haz de
luz y evitar que llegue radiacién al detector.

o Con la celda con 0.75ml de agua destilada, ajustar al 100% de transmitancia para
eliminar interferencias debido al blanco.

o Se tomd con la micropipeta 2ml de cada muestra (JF.1 a JF.6) y se colocé dentro
de la celda de cuarzo previamente lavada.

o Se elabord una gréafica de concentracidn vs tiempo (cinética). Las concentraciones
que se obtuvieron de fosforo soluble se expresaron en mg/L.

o Se realizd el mismo procedimiento de las muestras a las 24, 48, y 72 horas.

2.3.4 Inoculacion de cepas para la cuantificacion in vitro de fésforo

Las bacterias que han sido identificadas previamente se usaran para cuantificar la

cantidad de fosforo solubilizado en un medio minimal PVK liquido.

Equipos de laboratorio

. Cémara de flujo

. Balanza analitica

Materiales de laboratorio

. Cajas Petri

J Tubos falcon 50ml
o Asa de inoculacion
. Pipetas

o Mechero de bunsen
o Estufa

° Frascos huecos

Reactivos

o Medio minimal PVK liquido y sélido.
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o Colonias aisladas de microorganismos (JF1, JF2, JF5)
o Fosfato de sodio

o Agua destilada

Procedimiento

o Se prepar6 una solucién madre uno molar, la cual se compone de Fosfato de sodio
como reactivo mas agua destilada. De la solucion madre se elabor6 distintas
concentraciones que sirvieron para realizar la cuantificacion del fésforo
solubilizado por cada bacteria.

o A partir de la solucion madre, se realizd tres diferentes concentraciones (C1=0.03;
C2=0.05; C3=0.07) las cuales se adicionaron a cada medio liquido.

o Se preparé medio minimal liquido (Anexo 7.C), para cada concentracion.

. Se dispensd por cada concentracion 3 tubos (63 en total): 1.5ml en cada tubo
(solucién madre) para C1=0.03; 2.5ml para C2=0.03; 3.5ml para C3=0.07 y aforar
a 50ml con el medio PVK liquido.

o Se inoculd en medio liquido las bacterias candidatas JF1, JF2, JF5 (Anexo 8.B),
obtenidas con anterioridad, de forma independiente (Tabla 6) y en forma de
consorcio (Tabla 7).

o Se incubo a 25°C/7 dias.

Tabla 8.

Bacterias independientes en medio liquido PVK

Concentraciones Molaridad
Colonias
C1 C2 C3
JF1 3 3 3
JF2 3 3 3
JF5 3 3 3

Nota: Cepas JF1, JF2 y JF5 a diferentes concentraciones.
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2014)
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Tabla 9.

Bacterias en consorcio en medio liquido PVK

Concentraciones Molaridad

Colonias

Consorcio | C1=0.03 | C2=0.05 | C3=0.07
JF1-2 3 3 3
JF1-5 3 3 3
JF2-5 3 3 3

Nota:Colonias en consorcio a diferentes concentraciones
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2014)

Cuantificacion de Fosforo solubilizado por las bacterias candidatas por espectrofotometria
de absorcién atomica (EAA)

Se utilizd la técnica de Andlisis en EAA para determinar la concentracion de fosforo

insoluble (inmdvil) en muestras de cultivo liquido minimal PVK.

Equipos de laboratorio

. Cémara de flujo laminar

. Espectrofotémetro de absorcion atomica

. Materiales de laboratorio
. Mechero de bunsen
. Vasos de precipitacion

. Balones aforados

Reactivos

) Muestras JF1-JF6
o Agua destilada
° Alcohol al 70%
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Preparacion del equipo y andlisis de la muestra

o Se tomo los 21 frascos falcon preparados con anterioridad (que contenian las
muestras). (con las bacterias obtenidas en medio liquido PVK a diferentes
concentraciones), cada frasco falcon (muestra) se centrifugo para obtener el medio
minimal liquido libre de bacteria, por lo que seguido a la centrifugacion se
procedi6 a filtrar cada muestra.

o Se diluyd las muestras que estaban a diferentes concentraciones hasta 10, dado
que la concentracion de fosforo que presentaba cada uno no permitiria la lectura
en el espectrofotometro de absorcion atdmica.

o A continuacion se preparo soluciones estandar con NaCl para realizar la curva de
calibracion del equipo a: 25, 50, 100, 400, y 500ppm.

o Finalmente se encendié el equipo y se calibr6 con las soluciones estandar

preparadas y se procedio a la lectura de cada muestra.
2.3.5 Identificacion bacteriana para bacterias solubilizadoras de fosforo
Pruebas MICROGEN GN ID. (Microgen GN ID, 2013, pags. 5-31)
Esta prueba ayudara a identificar las cepas bacterianas seleccionadas con anterioridad
las cuales presentan las mejores capacidades de solubilizar fosforo.

Equipos

° Incubadora

Materiales de laboratorio

o Mechero de Bunsen

o Asas bacteriologicas

o Micropipetas 100-1000pl
. Tabla de identificacion

o Carta de color para leer los resultados
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Reactivos

o Tiras GN A

J Aceite mineral

. Reactivos Voges-Proskauer | (VP 1) y Voges-Proskauer 11 (VP I1)
o Reactivo Triptéfano desaminasa (TDA)

o Reactivo Kovac's

. Solucion salina estéril 0.85%

o Agua estéril

Procedimiento

o Se emulsificé una Unica colonia obtenida de un cultivo de 18-24 horas (JF1-JF6)
en 3 ml de solucion salina estéril 0.85% para la tira GN A. Se mezclo bien.

. Se quitd la lamina adhesiva que sella los pocillos cuidadosamente sin tirar.

o Con una micropipeta con puntas estériles, se afiadié 4 gotas (aproximadamente
100ul) de la suspension bacteriana a cada pocillo de la tira(s).

o Para comprobar la pureza del indculo, se transfirio 1 gota de la suspension
bacteriana a una placa de medio no-selectivo. Se incubd la placa aer6bicamente a
35°C durante 18-24 horas.

. Después de la inoculacion, se revistio los pocillos 1,2 y 3 con 3 gotas de aceite
mineral. Estos pocillos se encontraban marcados con un circulo negro alrededor
para facilitar su identificacion.

o Se sellé la parte superior de la tira(s) con la cinta adhesiva que se habia retirado
antes y se incub6 a 35°C.

o Las tiras GN A se leyeron después de 24 horas de incubacién para las
Enterobacteriaceae, y tras 48 horas para los aislados oxidasa positivos.
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Lectura y adicidn de reactivos Tira GN A

Se retird la cinta adhesiva y anoto todas las reacciones positivas con la ayuda de la

carta de color (incluida) (Fig.17). Se anoto6 los resultados en la hoja de resultados

proporcionada.

Se afnadio los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

2 gotas de reactivo Kovac's al pocillo 8. La lectura y apunte de resultados se realizé

después de 60 segundos.

1 gota del reactivo VP |y 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10. La lectura y

apunte de resultados se realizd después de 20 minutos.

1 gota del reactivo TDA al pocillo 12. Su lectura se llevé a cabo después de 60

segundos.

Se anoto los resultados adicionales en la hoja de resultados proporcionada (Anexo

9).

Cartilla de color GN A

Colour chart/Furbtafel/Tableau ‘de coulenrs

Micregm™ GN A ID
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Figura 17. Carta de color para lectura resultados de Tira GN A
Fuente:(Manual Microgen GN ID, 2013. pags. 5-31).
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2.3.6  Produccion de Biofertilizante
(Anexo 8)

Produccion del in6culo

Se prepard 10 cajas Petri con medio sélido PVK.

Se sembro sobre las cajas, las cepas seleccionadas que presentaron mayor poder
de solubilizacion de fosforo (JF1). Se incubo por 48h/25°C.

Se preparé 1000ml de medio liquido PVK y con la ayuda de un asa se inocul6 las

cepas previamente obtenidas.

Fermentacién discontinua

Posterior al tiempo de incubacion y de verificar la pureza de la cepa mediante
coloracion Gram, se realizo el proceso de fermentacion discontinua a escala de
laboratorio de la cepa JF1.

Se prepar6 1000 ml de medio liquido PVK.

Se calibr6 el Fermentador New Brunswick Bioflo/CelliGen 115 (Fig.18), bajo
condiciones de prueba: temperatura 25°C a 150 rpm, pH 7, demanda de oxigeno
(DO) 8.5% y 72 horas de fermentacién. Se trabajé con fermentadores con

capacidad para 2000 ml.

Biofermentador New Brunswick

Figura 18. Produccién de biofertilizante
Fuente: (Fuertes y Jarrin, 2014).
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Se adiciond a través de dos mangueras el medio liquido con el in6culo y el medio
liquido sin bacterias.

Se envaso 2 litros de producto final para su posterior inoculacion al compost
(Beltran, 2005, pag. 105).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Diagnéstico del estado nutricional del suelo (Astroflores y Marledian)

Se diagnostico el estado nutricional del suelo y compost de las fincas Denmar-
Marledian y Denmar- Astroflores mediante andlisis realizados por el INIAP- Estacion
Santa Catalina (Anexos 1-3).

Segun la tabla 10, basada en los andlisis de suelo realizados por el INIAP (anexo 1), el
contenido de P en el suelo de las fincas Marledian y Astroflores es alto con valores de
294 ppm y 284 ppm respectivamente. Los niveles dptimos de contenido de P en el suelo
de la sierra del Ecuador van de 10.0 a 20.0, valores mayores a 20 son considerados muy
altos (INIAP, 2011).

Por otro lado el alto contenido de fosforo (P) en el suelo de la finca, puede deberse a
la capacidad propia del tipo de suelo de inmovilizar este nutriente. Espinosa, (2006)
afirma que, una de las caracteristicas mas importantes de los Andisoles (suelos derivados
de zonas volcanicas) es su capacidad para inmovilizar fosforo (P) y que ademas, la fijacidn

del mismo en el Ecuador esta estrechamente relacionada con el contenido de C en el suelo.

En Marledian (anexo 1) el nivel de macronutrientes como N y Ca son medios con 55.0
ppm y 8.10 ppm. Para S, Ky Mg el nivel es alto con 88.0 ppm, 0.99 meqg/100ml y 2.40
meq/100 ml respectivamente. En la Finca Astroflores el nivel de N es bajo con 29.0 ppm
y alto para S, K, Ca'y Mg con 131.0 ppm, 3.10 ppm, 18.20 meq/100ml y 2.90 meq/100ml

respectivamente.

Los niveles dptimos de contenido de N en el suelo de la Sierra del Ecuador van de 30.0

a 60.0ppm, los niveles de Ca de 4.0 a 8.0ppm, los de S de 10.0 a 20.0ppm, los de K de
0.2a0.4ppm, y los de Mg de 1.0 a 2.0ppm. (INIAP, 2011).

El nivel bajo de N en Astroflores posiblemente es debido a la textura de suelo, que

de acuerdo al INIAP es franco arenoso lo que hace que se lixivie o se pierda rapidamente.
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Otra razdn puede ser que durante el proceso de compostaje el material vegetal utilizado
para la enmienda proveniente de invernaderos y poscosecha estaba compuesto en gran

parte por restos vegetales viejos que tienen alto contenido de carbono y bajo de nitrogeno.

Los suelos francos arenosos tienen una mayor cantidad de particulas de
arena (>60%), lo cual significa que este tiene particulas més grandes que
aquellos que son menos arenosos. De acuerdo a la Universidad de Georgia
(2010), estas tienen un didmetro de 0.05 a 2.0 milimetros que le da gran
porosidad y por ende mayor drenaje que aquellos con mas particulas
pequefias por lo que no mantienen bien los nutrientes (Rodriguez, 1982,
pag. 367).

Los niveles altos de micronutrientes como Zn, Cu, Fe, Mn y B, pueden ser el resultado
de que la finca fertiliza de lunes a sdbado causando acumulacion de los mismos y a un
bajo indice de microorganismos que ayuden a su movilizacion en el suelo y absorcion por

parte de las plantas.

En cuanto al pH, en la Tabla 10 el nivel de pH registrado del blogue 6 en Astroflores
fue de 7.15 que de acuerdo al INIAP (2011) es considerado como practicamente neutro y
alto para un cultivo de rosas. Esto posiblemente se deba a que en la finca haya realizado

alguna enmendacidn con calcio antes de los analisis.

En el caso de Marledian, el nivel de pH registrado del bloque 12 fue de 5.22 que de

acuerdo al INIAP es acido por estar por debajo de 5.5.

Los niveles éptimos de pH para cultivos de rosas en el Ecuador estan entre 5.5 y 6.
(Fainstein, 1997, pags. 30-31). Por otro lado Gonzélez, Ordéfiez, Espejo y Peregrini, 2003,
en su estudio de cambios del pH de un suelo cultivado, recomiendan evitar afadir calcio

0 magnesio con los abonos para no exagerar asi el efecto acidificante.

La conductividad eléctrica (C.E) en los bloques de ambas fincas de acuerdo al INIAP

(2011), determina un suelo ligeramente salino por encontrarse dentro de un rango de 2.0
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a 4.0 mmmhos/cm. Marledian present6 una C.E de 2.18 mmhos/cm y Astroflores una C.E
de 3.64 mmhos/cm.

De acuerdo a Bustillo (2011), la C.E dptima para el cultivo de rosas esta en un rango
entre 0,8 a 1,5 que determinaria que el suelo de Denmar S.A, es altamente salino ya que
sobrepasa el limite de CE recomendado. Ademas afirma que, si se mantiene alrededor de
1 con un equilibrio adecuado en la fertilizacion, se tendrén hojas grandes y un buen botdn.

Otro aspecto que puede influir en el alto contenido de sales en el suelo de ambas fincas
es una mala fertilizacion. Richard (1973), indica que la presencia de excesos de sales en
los suelos puede ser consecuencia de la fertilizacion que plantea dificultades en los suelos
de invernadero fuertemente abonados y en las bandas en que se aplican los fertilizantes.

La capacidad de intercambio cationico (CIC), de acuerdo a los analisis del INIAP
(2011), en el suelo de las fincas son de 10.8 meq/100g suelo en Marledian y 17.2

meq/100g suelo en Astroflores.

“El CIC para un suelo franco arenoso puede ir de 3 a 10, por lo tanto los niveles de
CIC en Marledian y Astroflores son altos. Los suelos con alta CIC son considerados méas

fértiles, ya que pueden retener mas nutrientes” (Airam, 2012, pag. 12).

En cuanto al contenido de materia organica segun los andlisis realizados por INIAP,
Marledian tiene 2.60% que por ser menor a 3 es considerado bajo y de 3.90% en
Astroflores que por estar dentro de un rango de 3.0 a 5.0% se encuentra en un nivel medio.

“La materia orgénica (MO) representa, aproximadamente, el 5% en el volumen de un
suelo ideal. A pesar de ser un porcentaje relativamente pequefio, su presencia es altamente
importante en el crecimiento de las plantas”. (Molina, 2010, pag. 1) Por lo tanto se
determind que el porcentaje de materia organica en ambas fincas es bajo, lo cual puede
ser debido a que es un monocultivo, a un mal manejo del suelo en cuanto a su

fertilizacion o a la forma superficial en que se aplica el compost en el campo.

El nivel de MO depende del clima, suelo y del manejo del mismo (labranzas,

rotaciones, fertilizacion). La intensificacion de la actividad agricola y la falta de rotaciones
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con pasturas ha producido un deterioro de los niveles de MO (Sainz, Echeverria, &
Angelini, 2010, pag. 1).
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Tabla 10.

Analisis de suelos

Interpretacion

B

A

A

A

A

A

A

PN

LS

Macro nutrientes Micro nutrientes pH (mm&)i/cm) (meC(:JI/(iOOg 'Eﬂ/())
suelo) °
N (ppm) P S (ppm) K Ca Mg Zn Cu Fe Mn B
m meq/100ml meq/100ml meq/100ml m m m m m
(ppm) (megq ) | (meq ) | (meq ) | (epm) | (ppmM) | (PPM) | (pPM) | (PPM) o o o e
Marledian 12 55.00 | 294.00 | 88.00 0.99 8.10 2.40 78.00 | 21.20 | 447.00 | 29.40 1.40
Interpretacion M A A A M A A A A A A Ac. LS B

Nota: B= bajo; M= medio; A= alto; Ac= acido; PN= practicamente neutro; LS= ligeramente salino.

Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015)




3.2 Diagnéstico del estado nutricional del compost (Astroflores y Marledian)

Tabla 11.

Anélisis de compost

COMPOST
oH R C.E %
Finca C/N | (dS/m) N TOTAL P | MO
Marledian | 8.08 | 8.32 571 2.70 0.33 | 36.85
Astroflores | 8.48 | 10.1 3.59 3.67 0.46 | 64.10

Nota: R= Relacion; C/N= Carbon/ Nitrogeno; C.E= Conductividad Eléctrica
P= Fésforo; M.O= Materia organica
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015).

La tabla 11, basada en los analisis realizados por INIAP (2014) del compost de cada
finca (anexo 2) se observa que el pH en Marledian es de 8.08 y en Astroflores de 8.48, es
decir pH alcalino, datos que no son favorables para bacterias que se desarrollan a pH
acidos como es el caso de Enterobacter agglomerans, solubilizadora de fésforo. Cafiamas
et al; 2007.

Sin embargo, Roman, Martinez y Pantoja (2013), indica que los valores de pH pueden
variar, debido a que un compost atraviesa diferentes fases, en las que intervienen muchas
reacciones quimicas y biolégicas que hacen que el pH incremente o disminuya
considerablemente; por tal manera, determinan que el pH éptimo de un compost de origen
vegetal puede estar entre 4.5 a 8.5 en su etapa final; es importante determinar la fase en la
que el compost tenga pH bajo, es decir &cido, para poder inocular las bacterias,

permitiendo que se adapten en el medio y crezcan sin problemas.

En cuanto a la relacion C/N, los analisis muestran valores de 8.32 para Marledian y

10.0 para Astroflores.

Segin Moreno & Moral (2011) indican que la relacion C/N ideal para un compost

totalmente maduro es cercano a 10, similar al del humus.
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Por lo que se podria determinar, que la relacién C/N para Astroflores es la adecuada,
mientras que para Marledian no, ya que su valor se encuentra por debajo de los niveles

recomendados.

En Marledian, la relacion C/N puede ser baja, debido al tipo de material vegetal usado
para la conformacion de las pilas, y como se indicd anteriormente se trat en gran parte
de material vegetal fresco que afecta la relacion C/N, ya que son residuos altos en carbono
y bajos en nitrégeno, de igual manera el manejo de las pilas es de suma importancia, dado
que si no existe un adecuado monitoreo el compost se lo puede cosechar inmaduro lo que

traeria con él, grandes riesgos en las plantaciones.

Los restos vegetales frescos como hojas, frutas, verduras, tubérculos, etc son ricos en
nitrogeno (N) y pobres en carbono (C). Los restos vegetales mas adultos como troncos,
ramas, tallos, etc son menos ricos en nitrogeno y aportan carbono y a la estructura
(Valencia, 2012, pp. 1-4).

Respecto a la conductividad eléctrica (CE), los valores fueron de 5.71 dS/m para
Marledian y 3.59 dS/m para Astroflores.

Segun la norma de calidad de compost de Chile, 2000, mencionan gue todo compost
debera cumplir con rangos Optimos para conductividad eléctrica, los mismos que son
menores o iguales a 5 dS/m, por tanto se puede mencionar que Astroflores se encuentra
dentro de los valores recomendados, mientras que Marledian no se encuentra dentro de

los rangos.

“La CE tiende generalmente a aumentar durante el proceso de compostaje debido a
la mineralizacion de la materia organica”. (Moreno & Moral, 2011, pag. 106)

Por otro lado, los resultados obtenidos de N y P fueron de 2.70% y 0.33%
respectivamente para Marledian y de 0.33% y 0.46% para Astroflores. De acuerdo a
Agrilab (2004) los rangos de porcentaje adecuado de N total en un compost de origen
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vegetal es de 1-2.5%, y de P es de 0.40-1.2%. De acuerdo a esto, Marledian presenta
exceso de N y baja cantidad de fosforo, mientras que en Astroflores el porcentaje de N es
bajo y el de P se encuentra dentro de los rangos recomendados. Esto, como se habia
indicado puede deberse al tipo de material vegetal utilizado en la conformacion de pilas,

si es fresco 0 viejo, 0 a un exceso de fertilizantes o a una baja carga microbiana.

Finalmente, los valores obtenidos de materia organica (MO) se encuentra en un

porcentaje de 36.85 % en Marledian y en 64.10% en Astroflores.

Y segln la Norma de Calidad de Compost de Chile (2000), se sefiala que los rangos
optimos que debe tener un compost de calidad para materia organica estan entre el 30 y
60%, datos que permiten asegurar que el compost de ambas fincas en cuanto a este

pardmetro cumplen con los valores recomendados. (pag. 6).

“La velocidad de transformacion de materia organica depende de su naturaleza fisica
y quimica, carga microbiana y a las condiciones fisico-quimicas del proceso (humedad,

aireacion, temperatura y pH)”. (Michel, Pecchia, & Rigot, 2004, pag. 323)

Aqui se puede observar que existe una gran diferencia entre ambas fincas, la misma
que pudo deberse a un mal manejo del proceso de compostaje y que las condiciones fisico-
quimicas como aireacion, humedad, temperatura y pH variaron de acuerdo a los registros

diarios realizados en cada finca, ademas del tipo de suelos. (anexo 6).
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3.3 ldentificacion macroscopica y microscopica

3.3.1  Caracterizacion fenotipica por siembra en medio especifico

Tabla 12.

Criterios de identificacién macroscopica

Apariencia|% | Color |% Forma |% |Superficie |% |Bordes |%

Brillante 50 |Blanco|66,6 |Circular |100 |Convexa |50 |Lisos 100

Seca 50 |Crema |33,3 Plana 50

Nota: Identificacién macroscépica de cepas aisladas en medio PVK
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015).

De acuerdo a la tabla 12, la identificacion macroscopica de las 6 cepas que
presentaron crecimiento en medio minimo PVK, segun los criterios de caracterizacion se
establece que el 50% de las bacterias son de apariencia brillante, el 66.6% es de color
blanco, el 100% de las cepas es de forma circular, el 50% posee una superficie convexa,

y los bordes lisos representan el 100% del total de las cepas aisladas.

Tabla 13.

Descripcion macroscopica de JF1

Vista macroscopica de JF1 Descripcion macroscopica
- o

Apariencia:  Brillante

Color: Crema
Forma: Circular
Superficie:  Convexa
Bordes: Lisos

Fuente: Fuerte y Jarrin (2015)
Nota: Descripcion de JF1 en medio PVK.
Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015).
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La tabla 13, muestra la descripcion y comparacién morfoldgica de la cepa JF1 que
presentd crecimiento en el medio minimo PVK, presenta colonias brillante, color crema,
forma circular, superficie convexa y bordes lisos.

Tabla 14.

Descripcion macroscopicca de JF2

Vista macroscépica de JF2 Descripcion macroscépica

Apariencia: Seca

Color: Blanca
Forma: Circular
Superficie: Plana
Bordes: Lisos

Fuente: Fuerte y Jarrin (2015)
Nota: Descripcion de JF1 en medio PVK
Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015).

La tabla 14, muestra la descripcion y comparacién morfolégica de la cepa JF2 que
presentd crecimiento en el medio minimo PVK, presenta colonias seca, color blanca,
forma circular, superficie plana y bordes lisos.

Tabla 15.

Descripcion macroscépica de JF3

Vista macroscopica de JF3 Descripcion macroscépica

Apariencia: Seca

Color: Blanca
Forma: Circular
Superficie:  Convexa
Bordes: Lisos

Fuente: Fuerte y Jarrin (2015)
Nota: Descripcion de JF3 en medio PVK
Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015).
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La tabla 15, se muestra la descripcion y comparacion morfoldgica de la cepa JF3 que
presento crecimiento en el medio minimal PVK, presenta colonias seca, color blanca,

forma circular, superficie convexa y bordes lisos.

Tabla 16.

Descripcion macroscopica de JF4

Vista macroscépica de JF4 Descripcion macroscépica

Apariencia: Seca

Color: Crema
Forma: Circular
Superficie:  Convexa
Bordes: Lisos

Fuente: Fuerte y Jarrin (2015)
Nota: Descripcion macroscépica de JF4 en medio PVK
Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015).

La tabla 16, se muestra la descripcion y comparacion morfoldgica de la cepa JF4 que
present6 crecimiento en el medio minimal PVK, presenta colonias seca, color crema,

forma circular, superficie convexa y bordes lisos.

Tabla 17.

Descripcion macroscépica de JF5

Vista macroscopica de JF5 Descripcion macroscépica

Apariencia: Brillante

S Color: Crema

R Forma: Circular

D Superficie: Plana

o Bordes: Lisos
Fuente: Fuerte y Jarrin (2015)

Nota: Descripcion macroscopica de JF5 en medio PVK
Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015)
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La tabla 17, se muestra la descripcion y comparacion morfoldgica de la cepa JF5 que
presento crecimiento en el medio minimo PVK, presenta colonias brillantes, color crema,
forma circular, superficie plana y bordes lisos.

Tabla 18.

Descripcion macroscopica de JF6

Vista macroscopica de JF6 Descripcion macroscépica

Apariencia:  Brillante

Color: Crema
Forma: Circular
Superficie: Plana
Bordes: Lisos

A S
Fuente: Fuerte y Jarrin (2015)

Nota: Descripcion macroscépica de JF6 en medio PVK.
Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015)

La tabla 18, se muestra la descripcion y comparacion morfoldgica de la cepa JF6 que
presento crecimiento en el medio minimal PVK, presenta colonias brillantes, color crema,

forma circular, superficie plana y bordes lisos.

La identificacibn macroscépica permite diferenciar entre las caracteristicas
morfologicas de las colonias aisladas para la obtencidn de cepas puras. Por esta razon, es

importante tener en cuenta los factores que influyen en el crecimiento de las bacterias.

Datos de estudios muestran que las especies de los géneros Rhizobium, Pseudomonas
y Bacillus son las que presentan mayor actividad solubilizadora de fésforo (Rodas, 2006,
p. 13).

Finalmente, estas cepas se presumen que son bacterias solubilizadoras de fosforo por
las caracteristicas antes mencionadas, ya que segin menciona Lara (2013) “las bacterias
solubilizadoras de fosforo se caracterizan en la identificacion macroscopicas por presentar
colonias circulares, color blanco o crema, bordes elevados, superficie suave y brillante”.
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Ademas, Patifio (2010) afiade que “el medio de cultivo Pikovskaya modificado,
enriquecido con fosfato de sodio, es especifico para bacterias solubilizadoras de fosforo”.

Por tanto es un buen criterio para afirmar que la identificacion macroscépica fue bien
realizada y apoya a la investigacion.
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3.3.2

Tabla 19.
Tincion Gram (100X)

Identificacion microscopica de cepas bacterianas

Fuente Fuertesy Jarrln (2015) '

Fuente Fuertes y Jarrin (2015)

Fuente: Fuertes y Jarrin (2015)

de didametro, y tincion rojiza.

Descripcion microscopica: Abundantes bastones de forma alargada aproximadamente de 1um

Vista microscopica de bacteria solubilizadora de fosforo Enterobacter sp.

CRrE o g% :
: “Nde )
| ” ! ' A
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!-> ’ =
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Fuente: (Bobadllla & Rincén, 2008)

Nota:comparacién microscopica

de cepas aisladas con Enterobacter sp.

Elaborado por Fuertes y Jarrin (2015).
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En la tabla 19, se observa los resultados obtenidos en la identificacion microscéopica
de las bacterias JF1, JF2, JF3, JF4, JF5, y JF6 que presentaron caracteristicas

macroscopicas similares a las bacterias solubilizadoras de fésforo.

Mediante el uso de tincion Gram, se evidencio que el 100% de las bacterias aisladas
corresponden al grupo Gram negativo por presentar coloracion rojiza. Ademas se observo
que las células presentan forma de bastones alargados, aproximadamente de 1um de
diametro. Estos resultados concuerdan con la descripcién y fotografia dada por Bobadilla

& Rincén (2008), que corresponde a Enterobacter sp.

3.4 Evaluacion de halos de solubilizacion de fosfato

Tabla 20.

Diametro de Halos de solubilizacién de fosforo en medio PVK

Halos de Solubilizacién (mm)

Muestra 24h 48h 72h 96h 120h
JF1* 3 7 7.5 8.8 9
JF3 1.9 2.2 24 3.8 4.2
JF4 15 1.7 2 24 2.6

Nota: Medidas de halos de solubilizacion de JF1, JF3 y JF4 a diferente tiempo
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2014).
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Halos de solubilizacion de cepa JF1 en medio PVK

Figura 19. Halo de solubilizacion de JF1 de 9mm
Fuente: Fuertes y Jarrin (2014)

Una vez realizadas las pruebas de caracterizacion micro y macroscopica, se tomo en
cuenta la formacion de halos de solubilizacién de las bacterias aisladas (JF1-JF6) en medio

minimo PVK para apoyar la investigacion.

De las 6 cepas descritas anteriormente, se seleccionaron 3 por haber presentado halos

de solubilizacion en diferentes periodos de tiempo.

Los resultados tras la medicion de los halos de solubilizacion de las cepas
seleccionadas JF1, JF3, JF4, difieren por sus diametros. En la tabla 20 se observa, que de
24 hasta 120 horas; la cepa JF1 es la mejor cepa por haber alcanzado un diametro igual a
9mm, superior a las otras cepas; mientras que JF4 es la cepa con menor tamafio de halo

de solubilizacion con un diametro de a 2.6mm.

Beltran, Chen y Reyes (2006) mencionan que la diferencia de didmetro entre los halos
de solubilizacién de las cepas aisladas JF1, JF3 y JF4, se puede deber a diferentes factores,

como al tipo de microorganismo aislado, a cambios en el metabolismo de la bacteria, al
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medio de cultivo empleado, a las condiciones del ambiente en el que se desarrollan como

pH, temperatura, y otros.

Por tanto, el didmetro del halo de solubilizacion es otro criterio, que permite

seleccionar a JF1 (Fig. 22) como la mejor cepa solubilizadora de fésforo, por haber

presentado el mayor didmetro de solubilizacion a diferencia de las cepas JF3 con diametro

4.2mm y JF4 de 2.6mm, descartando a JF2, JF5 y JF6 por no haber presentado halo de

solubilizacion.

3.5 Caracterizacion bioquimica de bacterias solubilizadoras de fosforo

Tabla 21.

Identificacidn de cepas bacterianas segun su reaccién bioguimica (API)

Reaccién Bioquimica

(0]
N. 1.2 3 45 6 |7 8 9 10 11 12
Pocillo
s | .E Sl sl =g 2 | «
Cepas | S| 2| Q| 8/ = 8 o 8§ ©| o S |5 Identificacion
el E|lT| S| s|E1Z2 8> | =&
= = =
JF1* | - = -+ + |+ + + -+ - - Enterobacter
agglomerans
JF2 1+ - -+ |+ ]+ + + + )+ - = | Kleibsiella oxytoca
JF3* S I I [ T e T R R B e - - Enterobacter
agglomerans
JF4* _ _ S R ™ T T T + - - Enterobacter
agglomerans
B [+ |+ |- -(-|-|F|F]|-|+ - = | Serratia marcescens
J6  + + - - |-+ + -+ - = | Serratia marcescens

Nota: * bacteria fosfosolubilizadora
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2014)

Tabla 22.
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Identificacion bioquimica de Enterobacter agglomerans

JF1 JF3 JF4

1° ¢ <000

Fuente: Sakurada (2007)

Nota: Comparacion bibliogréafica de pruebas bioquimicas de Enterobacter agglomerans.
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015).

La tabla 22, muestra como resultado que la cepas JF1, JF3 Y JF4 se identificaron
con Enterobacter agglomerans. JF1 reaccion6 de manera positiva para la prueba de
glucosa, manitol, xilosa, ONPG (orto-nitrofenilgalactopiranosido), indol, y V.P (Voges-
Proskauer) debido a que la bacteria genera una tonalidad amarilla al reaccionar con los
posillos 4, 5, 6, 7 y una tonalidad rosa con el posillo 10. Mientras que JF3 dio negativo
para indol (posillo 8) al generar una tonalidad amarilla y positivo para ureasa (posillo 9)
al describir una tonalidad rosada. Por otro lado JF4 a diferencia de JF1 reacciond negativo
para manitol (posillo 5).
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JF1 es identificada como Enterobacter agglomerans, también conocida como
Pantoea agglomerans, de acuerdo al manual de Microgen GN ID, con un 99.24% de
similitud que coincide con estudios realizados por Bergey (2001) del género Enterobacter,
donde describe como principales caracteristicas una reaccion positiva para glucosa, indol,

V.P, citrato, y lisina, y una reaccion negativa para H2S, ureasa y ornitina.

JF3 es descartada del grupo de Enterobacter agglomerans, ya que “las bacterias
pertenecientes al género Enterobacter son indol positivo” (Leiva, 2002, pag. 58). Por otro
lado, la prueba de ureasa se utiliza para diferenciar organismos rapidamente ureasa
positivos de miembros de Enterobacterias (Bailon, Gonzélez, & Cervantes, 2004, pags.
80-81).

JF4 es descaratada como Enterobacter agglomerans por su reaccion negativa a
manitol que contradice a estudios realizados por Delétoile, Decré y Courant (2009) que

demostraron que esta bacteria usa manitol como sustrato.

De acuerdo a estudios realizados por Useche (2003) “Enterobacter agglomerans, es
un bacilo gram negativo, que ha sido identificada como bacteria solubilizadora de fosforo”
(pag. 48).

3.6 Evaluacion cuantitativa de bacterias solubilizadoras de fésforo
3.6.1 Cinética de crecimiento de la biomasa

Tabla 23.

Registro de absorbancia y UFC/mI de cepas aisladas

Cepa 24 UFC/ml 48 UFC/ml 72 UFC/ml 96 UFC/ml
horas horas horas horas

JF1* | 0.7506 | 539x 10° | 0.7519 | 540x 10° | 3.7471 | 2990x 10° | 5.4186 | 4370x 10°

JF3 0.7607 | 547x 10° | 0.8324 | 606x 10° | 2.7045 | 2140x 10° | 2.8379 | 2250x% 10°

JF4 0.5535 | 377x 10° | 0.6635 | 467x 10° | 2.1287 | 1670x 10° | 1.7444 | 1350x 10°

Nota: Cepas aisladas a diferentes periodos de tempo
* bacteria solubilizadora de fosforo
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015)
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Curva de crecimiento de las cepas JF1, JF3y JF4
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Figura 20. Crecimiento de JF1, JF3 y JF4 durante 96 horas.
Elaborado por:(Fuertes y Jarrin, 2014).

Segun la tabla 23 de cinética de crecimiento de las bacterias aisladas, se observa que
después de la inoculacion, a las 96 horas la cepa JF1 presentd niveles de 4370x 10°
UFC/ml, seguido de JF3 con 2250x 10°UFC/ml y finalizando con la cepa JF4 con 1350%

10°UFC/ml, datos que fueron obtenidos por medio del analisis de espectroscopia UV.

Segun Smotzer (2007) “el comportamiento de las bacterias inicia con una fase de
latencia, seguido de una fase exponencial, para finalmente llegar a una fase estacionaria,

en donde ya no existe un mayor crecimiento y/o multiplicacion”.

En la figura 23 se muestra que a las 48 horas las cepas inoculadas aumentan su
biomasa, destacandose JF1 que alcanz6 su fase exponencial a las 96 horas, mientras que
JF3 y JF4 inician su fase de latencia a las 72 horas, estos resultados muestran finalmente

que JF1 es la cepa que alcanza el mayor numero de UFC/ml.

87



Cabe recalcar que si bien las 3 cepas bacterianas presentaron crecimiento bajo los
mismos pardmetros, se aprecia que hay diferencia en la produccion de UFC/ml, esto
probablemente esté relacionado con el metabolismo de la cepa aislada. (Larrea, 2010, pag.
40)

“El pH influye directamente en la solubilizacion de fosfatos, y la temperatura en la
velocidad de transformacion de nutrientes, la velocidad del metabolismo microbiano es

proporcional a este parametro” (Larrea, 2010, pag. 43).

3.6.2 Evaluacion de la solubilizacion de fosforo in vitro
Tabla 24.

Cuantificacion de fosfato asimilado

g (mg/g biomasa)
C1 C2 C3
Cepas
(0.03M) | (0.05M) | (0.07M)
JF1 57 45 52
JF3 48 39 41
JF4 42 31 36

Nota: Fosfato asimilado a diferentes concentraciones
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015)
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Cuantificacion de mg fosfato/ g biomasa de cepas JF1, JF3 y JF4.
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Figura 21. Comparacidn de la cuantificacion q (mg fosfato/g biomasa) a diferentes
concentraciones por cepas microbianas caracterizadas: JF1, JF3 y JF4.

C1=0.03 M; C2=0.05 My C3=0.07 M

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015

En la tabla 24 se muestra el comportamiento de la asimilacion in vitro de las diferentes

cepas microbianas caracterizadas en el estudio.

Segun el registro de valores obtenidos, se puede sefialar que las cepas JF1, JF3 'y JF4
solubilizan fosfatos a las tres concentraciones (Fig. 21) en la investigacién, por lo que
puede deducirse que no existe inhibicion para 0.03, 0.05 y 0.07 de molaridad, por parte de

las bacterias en su fisiologia.

La cepa JF1 incorpora més fosfatos inorganicos del medio a las concentraciones C1
y C3, mientras que la JF3 y JF4 incorporan fosfatos inorganicos a la C1. Esto puede
explicarse tomando en cuenta: los mecanismos empleados por las células en la
incorporacion de las sustancias exogenas al interior celular, los diferentes tipos de
metabolismos celulares intrinsecos de cada género microbiano y los factores externos del
proceso; aunque este no es significativo en la investigacién ya que todas las cepas son

sometidas a iguales condiciones. Sin embargo a pesar de que existen diferencias
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significativas entre los valores de consumo de fosfato en el medio de cultivo, desde el
punto de vista estadistico, cabe sefialar que las cepas tienen un comportamiento positivo

en la incorporacion de fosfatos inorganico del medio.

Los mecanismos celulares empleados por los microorganismos procariontes
solubilizadores de fosfatos se basan fundamentalmente en el intercambio entre el interior
y el exterior celular por canales especificos llamados intercambiadores i6nicos. Este tipo
de intercambio con el exterior bioquimicamente tiene un costo energético a la célula,
Ilamados generalmente mecanismos activos de transporte (Bermudez V, 2006, pags. 76-
86).

En el caso de la entrada y salida de fosfato al citoplasma se realiza mediante el uso
de la bomba Glucosa-Sodio, donde el paso del fosfato se realiza a expensas de la entrada
de glucosa, luego el sodio y por ultimo los aniones fosfatos, mientras que su salida se
efectla por estos mismos mecanismos pero de forma asimilable por parte de organismos

eucariotas. (Corrales, Arévalo, & Moreno, 2014, pags. 67-79).

Se conoce que por cada cation sodio que penetra, logra hacerlo un ion fosfato. De ahi
la posible medicion indirecta del anién en la investigacion. Esto conlleva un consumo
energético para la célula que necesita equilibrar su medio externo con la salida de iones
H+. Esta es una de las razones por las que se explica la acidez en el suelo cuando ocurre
la salida de los protones hidrogeno en el proceso. En suelos altamente alcalinizados este
mecanismo no se efectda sin el uso de un agente quelante que logre disminuir el pH.
(Alam, Khalil, & Ayub, 2002, pags. 454-458) (Henri, y otros, 2008., pags. 171-178).

Segun Corrales y otros (2014) “las plantas asimilan el fosfato liberado por los
microorganismos procariotas mediante la excrecién al medio de acidos organicos” (pag.
410), esto explica lo anteriormente expuesto, donde se evidencia que la entrada y salida
de fosfato conllevan la acidificacion del medio. Otros autores han demostrado la
inhibicidn de este mecanismo por la presencia de cationes como calcio (Ca2+), Magnesio
(Mg2+) entre otros. Por lo que la asimilacion de fosfatos inorgéanicos por parte de las

plantas cultivadas en suelos altamente alcalinos disminuye si no se emplean técnicas y
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mecanismos para la acidificacion del suelo, logrando un pH entre 5y 6.5. (Chen, Rekha,
Arunshen, Lai, & Young, 2006, pags. 33-41)

Tabla 25.

Cuantificacion de fosfato asimilado por asociaciones microbianas

g (mg/g biomasa)

Cepas C1l Cc2 C3
JF1+JF3 32 28 25
JF1 + JF4 33 30 28
JF3 + JF4 32 29 22

JF1+JF3+JF4 21 12 11

Nota: Fosfato asimilado a diferentes concentraciones
C1=0.03M; C2=0.05 My C3=0.07 M
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015).

Cuantificacion q (mg fosfato/g biomasa) en asociaciones bacterianas

3
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Figura 22. Comparacién de la cuantificacion q (mg fosfato/g biomasa) dada en las
asociaciones microbianas a diferentes concentraciones. C1=0.03 M; C2=0.05 M
yC3=0.07M

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2015

El uso de consorcios bacterianos con actividad bioldgica es ampliamente conocido en
la biotecnologia. Es por esto que en la tabla 25 se muestra la actividad in vitro de la

incorporacion al medio celular de las bacterias en estudio.
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En comparacion con el registro del comportamiento individual (tabla 24), puede
apreciarse la disminucion de los mg de aniones captados por las cepas cuando estan en
consorcios microbianos. Se aprecia que de las combinaciones experimentadas las de
mayores valores estan siempre enmarcadas en los grupos donde esté presente la cepa JF1
(Fig. 22).

Es notable destacar que no existe una relacion directa entre la cantidad de cepas
empleadas con la cantidad de fosfato incorporado, ya que en el caso del consorcio
constituido por JF1 + JF3 + JF4 (Fig. 22) es el que muestra menor valor. EXxisten
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico en el comportamiento de los
consorcios frente a las tres concentraciones, apreciandose que con el aumento de la
cantidad de fosfato disuelto, los niveles de mg por unidades de biomasa (g) son cada vez

menaores.

Madigan y otros (2009), coincide con los resultados presentados en la investigacion
al plantear el efecto competitivo positivo o negativo en el crecimiento microbiano por
parte de las cepas, aun cuando se trata de la misma especie, fendmeno conocido como
competencia intraespecifica, mientras que cuando se trata de individuos de especies
diferentes se denomina interespecifica. Este comportamiento es tipico de las bacterias que
tienen relacion directa con las plantas y regulan su crecimiento, ya sea por ser fijadoras de
nitrégeno como solubilizadoras de fosfatos. (Esmaeil, Esmaeili, Pirdashti, & Saedeb,
2008, pags. 490-494).

Avellaneda y otros (2012) menciona que en el uso biotecnolégico de consorcios
microbianos debe tener en cuenta este factor limitante de la actividad biolédgica de los
microorganismos a emplear, ya que de no tenerse en cuenta podria disminuir el potencial

bioldgico de las cepas con la que se pretenda un fin productivo.

Dentro de los factores abioticos mas planteados en la literatura especializada para
explicar este comportamiento microbiano se encuentra el efecto que provocan algunas

cepas microbianas en las propiedades fisicas y quimicas de los medios de cultivo y
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ambientes naturales, inhibiendo la actividad enzimatica de las otras cepas presentes. Esto
viene dado ya sea por cambios de pH, disponibilidad de nutrientes o el aumento de la tasa
de crecimiento microbiano por potencial metabolico de forma competitiva. En este
estudio, puede deberse a las transformaciones que sufre en su composicion el medio de
cultivo cuando estan presentes diferentes cepas microbianas de los mismos o diferentes

géneros. (Windevoxhel, y otros, 2009, pags. 314-318).

Pinellia y otros (2012), en Uruguay obtuvieron resultados similares a este. Cuando en
un estudio de biorremediacion, las cepas microbianas disminuyeron su potencial al

encontrarse en consorcios frente al comportamiento individual de las mismas.

3.6.3  Evaluacion de biofertilizante en campo

Biofertilizante

Figura 23. Biofertilizante con
Enterobacter agglomerans.
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, (2015).

En la figura 23 se observa el Biofertilizante (Enterobacter agglomerans) envasado y

listo para su aplicacion en los experimeintos N° 1.
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Tabla 26.

Experimentos Ne1 y Ne2

Marledian- Bloque 12

Astroflores- Bloque 6

Experimento N°1
(Compost enriquecido)

Experimento N°2
(Compost propio de la
finca)

Experimento N°1
(Compost enriquecido)

Experimento N°2
(Compost propio de la finca)

ntes

Nota: Imagenes del antes y después de los experimentos 1y 2 del bloque 12 y 6-.

Fuente: Fuertes y Jarrin (2015)

En la tabla 26 se observan los experimentos N°1 (compost enriquecido) y N°2

(compost propio de la finca) sustitutos del blogue 12 de Marledian y los experimentos N°1

(compost enriquecido) y N°2 (compost propio de la finca), sustitutos del blogue 6 de

Astroflores.

Tres semanas después de ser aplicado el compost con biofertilizante a nivel de raices

se pudo observar en el experimento N°1 que las plantas mostraron mayor namero de hojas

verdes brillantes por rama y botones abiertos.
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En los experimentos N°2, tres semanas después de ser aplicado el compost propio de
la finca enriquecido con cocteles bacterianos como Bioearth, Biobeat y Microriz, a nivel
de raices, se pudo observar que las plantas a pesar de que presentaron floracion se
diferencian de los experimentos N°1 porque presentaron menor nimero de hojas por rama,
se observaron hojas con manchas amarillas, tallos més delgados y menor tamafio de

botones.

La presencia de fdésforo en el rosal estimula la formacion de las raices y su
crecimiento. Ayuda al rapido crecimiento y fortalecimiento de las plantas en caso de
heladas. Desarrolla los tejidos reproductores y afectos a la floracion. La deficiencia de
fésforo reduce el crecimiento vegetativo y radicular. Las hojas se vuelven opacas y pueden
caerse. El peso de la rosa y su numero de pétalos se reducen con la deficiencia de fosforo.
(Fainstein, 1997, pags. 44-45).

Tabla 27.

Contenido final de fosforo (ppm) en los experimentos Ne1

Niveles de fosforo (ppm) Contenido

apropiados de acuerdo al Contenido inicial de final de fésforo | Variedad

Experimento fosforo (ppm) en el

INIAP para la provincia (ppm) en el de Rosa
L suelo
de Pichincha suelo
M1 294 23.9 Firework
Al 10.0-20.0 284 20.9 Kordana

Nota: M1= Marledian Experimento N°1; Al= Astroflores Experimento N°1
Elaborado por: Fuertes y Jarrin (2015).

Latabla 27 presenta el contenido inicial y final de fosforo en el suelo de las dos fincas.
Para Marledian se observo gue los niveles de fésforo bajaron de 294.0 ppm a 23.9.0 ppm
y en Astroflores los niveles de fésforo bajaron de 284.0 ppm a 20.9 ppm segun los analisis
realizados en los Laboratorios de Suelos y Aguas de la Universidad Politécnica Salesiana-

Cayambe.

Basandonos en los niveles de fésforo apropiados en el suelo para la provincia de

Pichincha recomendados por INIAP (2011) y los analisis finales de suelo, se logré afirmar
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que el enrigquecimiento del compost con el biofertilizante compuesto de Enterobacter

agglomerans ayudo6 a movilizar el fésforo retenido en los suelos de las fincas.

Es importante tener en cuenta, que a pesar de que el resultado final del contenido de
fésforo en el suelo de ambas fincas se encuentra atin excede el valor 6ptimo recomendado,
hubo un descenso cuantitativamente representativo, reflejaindose de esta manera que hay
una buena respuesta por parte la bacteria Enterobacter agglomerans, que podria ser
probada en otro tipo de suelos y cultivo, asi se demuestra su eficiencia como una

alternativa bioldgica en manejo de suelos.

Los biofertilizantes son preparados de microorganismos con el fin de aplicarlos al
suelo o planta para sustituir parcial o totalmente la fertilizacion sintética asi como
disminuir la contaminacion generada por agroquimicos. Los microorganismos utilizados
en los biofertilizantes se caracterizan por cumplir varias funciones y una de ellas puede
ser solubilizar el fosforo inorganico mejorando de tal manera el crecimiento y estado
nutricional de la planta (Kloepper, Schroth, & Miller, 1980, pags. 18-20).
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CONCLUSIONES

El diagndstico inicial de suelos y compost demuestra que los niveles de fésforo son
altos en el cultivo de rosas de las dos fincas. Al ser el fosforo un elemento inmovil vy al
encontrarse sobre los niveles recomendados ocasiona problemas como manchas amarillas
en las hojas, botones pequefios, tallos delgados que hace que disminuya la calidad del
botén de exportacién. Siendo el diagnostico, por medio de anélisis fisico quimicos, una
herramienta importante para poder evaluar el desarrollo de las plantas y el estado

nutricional de un suelo acompariado de otros parametros como condiciones ambientales.

Los suelos de las fincas a pesar de tener una textura franco arenosa poseen gran
riqueza microbiana, lo que hizo que sea posible el aislamiento e caracterizacion
microbiana (fenotipica y bioquimica) de la mejor cepa bacteriana solubilizadora de
fosforo (Enterobacter agglomerans), la misma que solubilizé el nutriente in vitro y en
campo, permitiendo discernir que la bacteria se encuentra y es nativa de los suelos en

estudio de la Floricola Denmar S.A.

El crecimiento bacteriano de las cepas aisladas se determing a través del andlisis por
espectroscopia UV, lo que permitié conocer a que tiempo hay mayor produccién de

biomasa y el momento 6ptimo para inoculacion de la bacteria de interés.

La efectividad de las bacterias solubilizadoras de fosforo se determiné in vitro
empleando un analisis cuantitativo basado en el método de espectroscopia de absorcion
atomica (EAA), que ayudo a cuantificar eficazmente la presencia de los iones fosfato en

medio liquido PVK, es decir la presencia de fosforo soluble final de la muestra.

Los niveles de fosforo bioacumulado en el suelo eran altos y ocasionaban bloqueos
entre los nutrientes, dificultando el desarrollo y crecimiento normal de la planta que
comparando con los niveles de fosforo obtenidos, después de la aplicacion final de la
bacteria aislada, Enterobacter agglomerans, se comprobd que se redujo la cantidad del
fosforo a mas del 80%, demostrando la eficiencia de la bacteria, que fue aislada del mismo
sitio y reinoculada en los suelos estudiados; propiciandose como una alternativa para el

uso de fertilizantes fosforados usados comunmente en el negocio de rosas.
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El biofertilizante producido en las instalaciones de los laboratorios de ciencia de la
vida mejoro el estado nutricional y estructura del suelo de la finca.

La aplicacion del compost inoculado con el biofertilizante en el suelo dié buenos
resultados, ya que existieron cambios notables a simple vista en los rosales de cada ensayo,
fisicamente tuvieron un aspecto diferente al de los ensayos testigos, tanto en la coloracion
de las hojas, nimeros de botones por rama, aspecto del suelo, entre otros. Lo que permitid
presumir que las bacterias que han sido aisladas e identificadas como Enterobacter

agglomerans incrementan la biodisponibilidad de fésforo para la planta.

Las bacterias que fueron inoculadas sobre el compost e incorporado en el suelo tienen

un efecto positivo sobre el suelo de la floricola.

La aplicacion de productos con cocteles de microorganismos sobre el suelo (Bioearth,
Microriz), no garantizan que el fésforo que se encuentra inmovilizado en el suelo sea
solubilizado y utilizado por las plantas, ya que al contener un consorcio de
microorganismos, estos pueden crear sinergismo o antagonismo, por lo que no asegura
que cada producto cumpla una funcion especifica, e aqui la diferencia con el biofertilizante
elaborado, que a través de algunas pruebas se afirmé el poder de la biosolubilizacion de

fésforo en el suelo.
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RECOMENDACIONES

Sugerimos que las bacterias aisladas y caracterizadas como Enterobacter
agglomerans en esta investigacion; sean estudiados en otros tipos de suelos con diferentes
cultivos de flores, pues podrian tener efectos potencialmente beneficiosos para la industria

agricola.

Desarrollar el estudio de la filogenia de las bacterias aisladas, ya que hay autores que
la consideran dentro del grupo de microorganismos solubilizadores de fosforo, y sin

embargo no es muy reconocida entre los microorganismos que poseen esta habilidad.

Realizar un estudio en el que se involucren a otros microorganismos con la capacidad
de solubilizar el fosforo del suelo, con el objetivo de probar que a través del sinergismo
microbial entre estos se puede aumentar la capacidad de biosolubilizacién de fésforo,

reduciendo al maximo el uso de fertilizantes quimicos fosforados.

Efectuar los estudios de costo beneficio de la produccion del biofertilizante a gran

escala.
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GLOSARIO

Ac. Acético: Es un acido organico que se esta en la mayoria de las frutas, y se
caracteriza por ser un liquido incoloro con intenso olor a vinagre, conocido
también como acido etandico.

Ac. Citrico: Es un é&cido organico tricarboxilico debil. Es un importante
intermediario metabdlico para convertir las grasas y los carbohidratos en energia
Ac. Oxalico: Es el acido méas simple de los acidos dicarboxilicos alifaticos, pero
esto mismo hace que se caracterice por ser un acido organico sumamente fuerte.
Ac. Succinico: Es un acido dicarboxilico, participa en el ciclo de Krebs,
reduciendo el coenzima FAD Yy obteniendo asi la energia por fosforilacion
oxidativa tras la cesion de electrones a intermediarios de la cadena de transporte
de electrones.

Agente quelante: Es una sustancia que promueve la formacion de complejos con

iones de metales pesados con el fin de evitar la intoxicacion.

Barreno: Es un instrumento o dispositivo que se usa para realizar agujeros en el
suelo, extrayendo al material que se ha perforado.

Bioearth: Cultivo mixto de diversos microorganismos rigorosamente
seleccionados. Esta formulacion contiene especies de levaduras, actinomicetos,
bacterias mesdfilas y termdfilos, hongos altamente especializados en el proceso
dela biodegradacion de residuos organicos.

Bio-beat: Es un Fitofortificante, bioremediador y desinfectante de suelos, capaz
de promover la mineralizacién de los suelos y aprovechamiento de los mismos.
Biomasa: Es el total de la materia organica que forma parte de un ecosistema
determinado, expresada habitualmente en peso estimado por unidad de area o de
volumen.

Buffer: Es una solucién amortiguadora-reguladora que estd compuesta por un ion

comun de un &cido débil o una base débil
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Capacidad de intercambio cationico: (CIC) Es la capacidad de un suelo para
retener y liberar iones positivos. Las arcillas contienen cargas negativas, por lo que
suelos con altas concentraciones de arcillas exhiben capacidades de intercambio
cationico superiores. EI CIC del suelo aumenta con la presencia de materia
orgénica.

Celulosa: Es un polisacarido compuesto exclusivamente de moléculas de f-
glucosa (desde cientos hasta varios miles de unidades), constituyente principal de

las paredes de las células vegetales. Se obtiene de la pulpa de la madera

Densidad: Es la relacion entre la masa por unidad de volumen de una sustancia
dada.

dS/m: Decisiemens por metro

Ester: Compuesto organico que se forma por la reaccion entre un acido y un

alcohol (simbolizados por R').

Fase mesofila: Fase que se caracteriza por tener una reaccion de sintesis de
elementos nutritivos, materia orgéanica, la misma que usa compuestos organicos
como fuente de energia, En este proceso la temperatura se eleva rapidamente
alcanzando alrededor de 45°C.

Fase termofila: Fase en la que la temperatura aumenta, disminuyendo la cantidad
de microorganismos y la proporcion de fungi en beneficio de las bacterias. Cuando
la temperatura llega a los 60 - 70°C solo las bacterias termofilas y los
actinomicetos sobreviven.

Fluorapatita: Es un mineral fosfato de calcio fluorado sélido cristalino y duro.
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Hidroxiopatita: Es un componente inorgénico, esta formado por fosfato de calcio

cristalino.

Intercambiadores iénicos: Es el intercambio de iones en un disoluciéon de

electrolitos y un complejo.

Labil: Describe a un complejo con ligandos que pueden reemplazarse facilmente
por otros ligandos con enlaces mas fuertes.

Lignina: Es la sustancia intercelular de las células fibrosas de los vegetales y que
ayudan a mantener unidas las fibras de celulosa que los componen: la lignina

constituye el 25% de la madera.

Nucleoproteina: Son proteinas que forman parte del grupo de proteinas
conjugadas., y poseen un grupo prostético, y no proteico unido a una 0 mas

moléculas de una proteina simple.

Quelante: Es una sustancia que tiene la propiedad de unirse a los iones metalicos

de un determinado complejo molecular.

Rizogénesis: Es el desarrollo de raices jovenes con meristema funcional

Siemens: Es la unidad que se usa para medir de la conductancia eléctrica de

diferentes sustancias.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis de suelos- INIAP.

Denmar- Astroflores

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
R LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Km. 14 1/2 Panumericana Sur, Apdo. 17-01-340
R S T Quito- Ecuador Telf: 690-691/92/93 Fax: 690-693
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
~r
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD
Nombre : DENMAR Nombre : FINCA ASTROFLORES
Direecion : PEDRO MONCAYO Provincia : PICHINCHA
Ciudad  : Cantén  : PEDRO MONCAYO
Teléfono : Parroquia : TABACUNDO
Fax 3 Ublcacion :
' DATOS DEL LOTE FARA USO DEL LABORATORIO 7
Cultivo Actual  : ROSAS N* Reporte : 37.303
Cultivo Anterior : PASTO N* Muestra Lab. : 99678
Fertilizacién Ant. : Fecha de Muestreo @ 14/10/2014
Superficie 3 Fecha de Ingreso @ 15/10/2014
Identificacion : BLOQUE 6 C 80-82 Fecha de Salida : 27/102014
Nutriente Valor Unidad INTERPRETACION
N 2900 ppm
P 28400 ppm
S 13100 ppm
K 310 moeg/l00 ml
Ca 1820 w@eg/i00 ml
Mg 29 mweq/100 ml
BAJO MEDIO ALTO
Zn 4020 ppm
Cu 1750 ppm
Fe 16500 ppm
Mn 1460 ppo
BAJO MEDIO ALTO
B 310 ppm
N- ,,o_,' 160 pFm BAJO MEDIO ALTO TOXICO
0 55 6.5 70 75 8.0
pH 7.15 H | = AL l
Acido Lig. Acd. Prictic. Neutro Lig. Ale. Alealine
Acidez Int. (AI+H) meg/100 ml
Al meq/100 mli
Na 038 meq/l00 ml =
LIGERAMENTE TOXICO TOXICO
CE 364 mahos/cm e | | g
No Salino Lig. Salino $alino Muy Salino
MO 390 E I l
BAJO MEDIO ALTO
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Ca | Mg | CatMg | (meq/100m!) % ppm (%) |

Mg | K K L Bases NTot (&) Arena | Limo | Arcilla Clase Textural

63| 09| 68 | 246 013 |l177,00 61 | 26| 13 Franco-Arenoso
RESPONSABLE LABORATORIO “EABORATORISTA

ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
LABORATORIO DE SUELOS, PLANTAS Y AGUAS
Km 1 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
Telf. -Fax 2690694
QUITO — ECUADOR

NOMBRE DEL PROPIETARIO: DENNAR FECHA DE MUESTREO : 14/10/2014
NOMBRE DEL REMITENTE: SEBASTIAN ROMOLEROX I FECHA INGRESO AL LABORATORIO: 15/10/2014
NOMBRE DE LA GRANJA: DENMAR FECHA DE SALIDA DE RESULTADOS: 27/10/2014
LOCALIZACION TABACUNDO  PEDRO MOMCAYQ PICHINCHA

PARROQUIA CANTON PROVINCIA

DETERMINACION DE SALINIDAD EN SUELO

No. de IDENTIFICACION C.E. CATIONES milieq./ litro ANIONES milieg/litro
Lab..

pH | mmoh/em | Ca™ | Mg"™ Na® K | Zeation | €O;° | HCOy | SO | €1I° | Zanion
99675 | BLOQUE 6 C 80-82 7.05 | 364 | 140 5.3 37 | 45 ‘ 27.5 | 0.0 48 1 128 | 54 | 230
[

C.E.: Condusctividad Eléctrica
TODAS LAS DETERMINACIONES SON REALIZADAS EN EXTRACTO DE SATURACION

ABORATORIO

RESP LE DE

ANALISIS DE CAPACIDAD DE IN AMBIO 1ONICO
No. de . Miliequivalentes / 100 g. de suelo Suma de Bases % Saturacién cic
Lahoratorio IDENTIFICACION Bases
K Ca Mg Na Meq/100g suelo Meq/100g suelo
99678 BLOQUE 5C 80-82 04 | 42 | ods 269 Saturado 172
METODO: EXTRACCION CON CLOR%) DE BARIO
RESPOMSABL F DE LABORATORIO L STA
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Denmar- Marledian

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
Km. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
Quito- Ecuador  Telf.: 690-691/92/93 Fax: 690-693

IMSTITUTO HACIONAL AUTONO KD DE
IMVESTIRACIONES AGROPECUARIAR

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD
Nombre : DENMAR MARLEDIAN Nombre : DENMAR
‘Direccién : PEDRO MONCAYO Provincia : PICHINCHA
Ciudad Cantén : PEDRO MONCAYO
Teléfono : Parroquia : TABACUNDO
Fax : Ubicacién :
DATOS DEL LOTE PARA USO DEL LABORATORIO
Cultivo Actual : ROSAS N° Reporte 37.302
Cultivo Anterior : ROSAS N° Muestra Lab, 99677
Fertilizacién Ant. : Fecha de Muestreo :  14/10/2014
Superficie : Fecha de Ingreso 15/10/2014
Identificacién : BLOQUE 12 Fecha de Salida : 27/10/2014
Nutriente Valor Unidad INTERPRETACION
N 5500 ppm
P 294.00 ppm
S 88.00 ppm
K 099 meg/100 ml
Ca 8.10 meg/100 ml
Mg 240 meg/100 ml
BAJO MEDIO ALTO
In 7800 ppm
Cu 2120 ppm
Fe 44700 ppm
Mn 2940 ppm
BAJO MEDIO ALTO
B 140 ©ppm
BAJO MEDIO ALTO TOXICO
0 Requiere Cal 55 6.5 7.0 75 8.0
pH s e | [ ! | |
Acido Lig. Acd. Prictic. Neutro Lig. Ale. Alcalino
Acidez Int. (Al+H) meg/100 ml 1
Al meqg/100 ml
Na 0.19 meqg/100 ml
ADECUADO LIGERBMENTE TOXICO TOXICO
CE 2,18 mmhos/cm (TR | | |
No Salino Lig. Salirno Salino HMuy Salino
MO 260 % | | |
BAJO MEDIO ALTO
Ca Mg | Cat+tMg |(meq/100mi) % ppm (%)
Mg K K Z Bases NTot Cl Arena | Limo | Arcilla Clase Textural
. 34 2.4 10,6 11,7 0,07 | (160,00 61 26 13 Franco-Arenoso
/ o7 cx«%/
TORISTA

RESPONSABLE LABORATORIO
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DETERMINACION DE SALINIDAD EN SUELO

ANIONES milieg/litro

No. de IDENTIFICACION C.E CATIONES milieq. litro
Lab..
pH | mmoh/em [ Ca™ | Mg" Na* K| T eation | CO,° | HCO; | SO~ | C1° | ¥ anion
99677 BLOQUE 12 5.87 2.18 7.7 3.5 1.8 2.7 15.7 0.0 28 9.6 2.6 15.0
C.E.: Conductividad Eléctrica
ACTO DE SATURACION

TODAS LAS DETERMINACIONES SON REALIZADAS EN EXTR

P A %/w r
BLE DE LABORATORIO

ANALISIS DE CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO

No. de Miliequivalentes / 100 g. de suelo Suma de Bases % Saturacién Ccic
Laboratorio IDENTIFICACION Bases
K Ca Mg Na Meq/100g suelo Meq/100g suelo
99677 BLOQUE 12 106 | 74 22 | o 108 100 108
METODO: EXTRACCION CON CLORURQ DE BARIO
s o S -
RESP SAELE: DE LABORATORIO RISTA
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Anexo 2. Analisis de compost- INIAP

Denmar- Astroflores

NOMBRE DEL PROPIETARIO: DENNAR FECHA DE MUESTREO : 141022014
NOMBRE DEL REMITENTE: SEBASTIAN ROMOLEROUX FECHA INGRESO AL LARBORATORIO: 15102014
NOMBRE DE LA GRANJA: ASTROFLORES FECHA DE SALIDA DE RESULTADOS: 28/102014
LOCALIZACION TABACUNDO PEDRO MONCAYO PICHINCHA
PARROQUIA CANTON PROVINCIA
UMEMRENLYMDEHAMDEABONOOORW R
No. Ideatificacha R [ dSm | §100g m WIEES ST )
Laborat, pH rm CE [NTOTAL] ¢ [ K Lc- [ Mz MO ] Zn | Cu Fe | Mu |
B |CAVIA | CON BIOCARTI | 848 100 | 359 | 34 1046 | 246 | 2h6 | 039 | 036 [ 6410 | 813 | 1109 | 2% | a1100 | 204 |
METODOLOGIA USADA:
PH y CE al 20% C.E. = Conductividad cléctrica  dS/m = decisiemy/metro
Materiz Organica por pérdida por caleinacion -Método A 0AC. M.O. = Mmseria ongimica
[ ’
e .A-so/ AR . o
NSABLE LABORATORIO LaforaTortsTA

Denmar- Marledian

NOMBRE DEL PROFIETARIO: DENNAR
NOMBRE DEL REMITENTE: SEBASTIAN ROMOLEROUX

NOMBRE DE LA GRANJA: MARLEDIAM

ESTACIKON EXPERMENTAL SANTA CATALINA
DE SUELCS, PLANTAS Y AGUAS
Km 1, Panamencana Swr, Apda. 17-01-340

Ted Fax 2530504
QUITO - ECUADOR

FECHA DE MUESTREO : 14102014
FECHA INGRESO AL LABORATORIO: 15102014
FECHA DE SALIDA DE RESULTADOS: 28102014

Materiz Organica por pérdida por calcinacion —Método A OAC

..u,/( ot
NSA

LE LABORATORIO

LOCALIZACION TABACUNDO PEDRO MONCAYO  PICHINCHA
PARROQUIA CANTON PROVINCIA
INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS DE ABONOS ORGANICOS o R
No. Tdentficacién R 100 (%) w
Laborst, pH [CNTCE NTOALT P [ K [G W[ S MO ] Zn | Cu Fe | Mn
18 ENSAYOCONDIOBETH | 8.08 | 832 | 571 | 2.9 |033] 160 | 1.0 | 045 | 030 | 585 795 | 1243 | 339 | 70600 |37
METODOLOGIA USADA:
PH y CE al 20% C.E. = Conductividad cléctrica  dS/m = decisiems/metro
M.O. = Museria orginica

fr ’

A of

LABORATORISTA
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Anexo 3. Ficha técnica- Bioearth Plus

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

BIOEARTH PLUS
Vaocaryin
Agroecalogien
codigo del material: BoO1 Ultima revision: 17-05-2011
version: 1 Pag.-1 de5

1. Identificacion del producto y de la empresa.

Nombre comeraal:
BIOEARTH PLUS
Numero del material: 8001

Uso previsto de |3 sustancia o del preparado
Ramo industrial: Agricola
Tipo de aplicacion: Biodegradacion de residuos organicos

identificacion de Ia sociedad o empresa:
Viocacion Agroecologica SA.
Calle Rio San Padro E6-31 y Av. Interoceanica
Tumbaco
Teléfono: 593-22046479

Informacion de Ia sustancia o el preparado:

vocacion Agroecologica S.A.
Seguridad del producto 593-22046479

Teléfono de emergencia: 593-22046472

Certificado De Registro De Fertilizantes Y Afines

REGISTRO MAG No. 021961964

2. Composicion/Informacion de los componentes

Contiene especies de levaduras, actinomicetos, bacterias mesofilas y termofilos,
hongos altamente especiafizades en el proceso de |a biodegradacion de residuos

Ofganicos.

Concentracion minima 1x10° UFC/ml
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Anexo 4. Ficha técnica: Bio-Beat

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

FITOFORTIFICANTES
Vaocacion
Agroecologien
Codigo del material: FOO8 Ultima revision: 25-05-2011
version: 1
Pagina 1/6
1. Identificacion del producto y de la empresa.
Nombre comerdal:
BIO-BEAT
Numero del material: 008
Uso previsto de |a sustancia o del preparado
Ramo industrial: Industria agricola
Tipo de aplicacion: Fitofortificante, Biorremediador y Desinfectante

de suelos con plantas establecidas.

identificacion de la sociedad o empresa:
Vocacion Agroecologica S.A.
Calle Rio San Pedro 128 y Av. Interoceanica
Tumbaco
Teléfono: 593-2 2046479

informacion de la sustanda o el preparado:
vocacion Agroecologica S.A.

Seguridad del producto 593-22046479

Teléfono de emergencia: 593-22046479

2. Composicion/Informacion de los componentes

Caracteristicas quimicas:

Es un Fitofortificante, capaz de inducir en las plantas un desarrollo vigoroso o
resistencias frente a patogenos y a condiciones ambientales adversas.

Es un bioremediador y desinfectante de suelos, capaz de promover [2 mineralizacion
de los suelos y aprovechamiento de los mismos.

E£s una mezda liquida de un oligoelemento quelatado por un acido natural obtenido
mediante accion de |3 bacteria Acetobacter.
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Anexo 5. Ficha técnica- Microriz

TOXICIDAD:
Microriz, pese a que carece de toxicidad AVISO AL COMPRADOR - -
intrinseca para humancs y animales, es El fabricante garantiza la composicion y
necesario oynar la mpestién ypo'smla : calidad del producto. No se responsabiliza
contaminacién de alimentos. La ingestion por el uso imprudente, excesivo o indebido
de este producto puede ocasionar por parte del consumidor. A voEAc ON
trastornos gastrointestinales. grokcoldgica
Ojos: No causa irritacion. CATEGORIA TOXICOLOGICA:
Piel: No causa irritacién o quemaduras. IV (Franja verde)
Inhalacion: No causa irfitacién PRESENTACIONES DISPONIBLES
EQUIPO DE PROTECCION: Y EMBALAJE:
Ventilacién: Ninguna. Envase | Unidades Material
Caretas de fumigacion: Necesaria. X Envases
3 1lito 24 5

Guantes de proteccion: Neossaria ( Latex). de plistico
Gafas de seguridad: Necesaria. 4 litros 6 Envases
Ropa de proteccién: Necesaria (overol). de plistico

: Envase
INSTRUCCIONES PARA PRIMEROS 20 litros 1 de plistico
AUXILIOS Y CONSEJOS PARALOS
MEDICODS:
En caso de contaminacion accidental: gg’;’f‘;‘ﬁf&xﬂ%g%ﬁmgf
Por ingestion: preferiblements inducir i 5 5
al vémito puede ocasionar trastomos Registro MAG N° 021961962
gastrointestinales. Realizar tratamiento o o ’ »
sintomético. FORMULACION Y COMERCIALIZACION

Por contack: Quitar la ropa contarminad VOCACION AGROECOLOGICA Cfa. Lida.

y lavar las partes expuestas a la piel con Qulto-Ectador
3 Teléfono: (096) 975 40 47
bastante agua y jabén. e,
. VOG3gro.com
En caso de contacto con los ojos, livese
con agua durante 15 minutos y realice
tratamiento simtomatico.
Tratamiento: es sintomatico.
MANEJO DE FUGAS O DERRAMES
Colocar solucién de hipoclorito de calcio
o hipoclorito de sodio al 3% sobre el
producto derramado y dejar actuar durants
30 minutos. Lavar con abundante agua.
Ecolégico
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Anexo 6. Registro de temperatura y humedad durante el procesos de
compostaje

Registro diario de temperatura del compost

Dias

1

2 3 4

10 11 |12 13

14

15

Temperatura
CD

41

48,7 | 49,7 | 53

50

50 | 50,3 | 50,

3377

36 | 31,7 (38| 393

38,7

36,7

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014

Dias

16 17 18

19

20

21| 22

23 | 24

25 | 26 |27| 28 | 29

30

CO

Temperatura

39,2 | 37,7 | 38,5

37

36

37 | 34,2

33,0130,5

30,0129,7|30|28,7|28,3| 27,6

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014

Temperatura C-
(5]
=]

[ =]
(=]

10

FASES DEL. COMPOSTAJE

ED‘

MESOFILA A
50 /M, — \
40

IERLIGIEA&\//WW

NG

MESOFILA

—i—5eriesl

MADURACION

12 3 45 6 7 895 1011121314151617 18192021 222324 2526 27 282930

Dias

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014
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Registro diario de humedad del compost

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Humedad | 90% | 90% | 85% | 80% | 75% | 80% | 75% | 70% | 70% | 65% | 65% | 70% | 70% | 75% | 80%
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014
Dias 16 17 | 18 | 19 20 21 22 23 24 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30
Humedad | 70% | 75% | 80% | 80% | 75% | 70% | 65% | 65% | 65% | 65% | 60% | 60% | 55% | 50% | 60%
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014
Humedad en el proceso de compostaje
100%
90% —00.
80% °—8 o—ee
v e S\ e
= 70% o0 —00—& ®
© o0 o000
T 60% e
€ so% v—
IO 40% ®—Seriesl
> 30%
20%
10%
0%
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Dias

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014
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Anexo 7. Composicion de medios de cultivo

A. Medio de cultivo para el aislamiento de bacterias por diluciones

Medio de Cultivo

Composicion

TSA+ Acronistina

15¢/L Agar, 5g/L Cloruro sodico, 5¢g/L Digerido papainico de soja,
15¢/L Digerido pancreatico de caseina con pH = 7.3. MERK. Se

adiciond 1ml Acronistina para inhibir el crecimiento de hongos

Agar estandar

enriquecido.

15 g/L Agar, 5 g/L Peptona de caseina, 2.5 g/L Extracto de
levadura, 1 g/L Glucosa con pH=7.0. CRITERION. Se adicioné al
medio 50 g de suelo obtenido de la finca, con el objetivo de

propiciar un ambiente natural a las bacterias.

Elaborado por: Fuertes y Jarrin,

2014

B. Medio de cultivo para el aislamiento de cultivos puros

Medio de Cultivo

Composicion

BHI (Brain Heart

Infusion Agar)

15¢/L Agar, 2.5¢/L Fosfato de sodio, 5g/L Cloruro de sodio, 2g/L
Dextrosa, 10g/L Peptona proteosa, 250g/L Infusién corazén de res,
200g/L Infusién cerebro de becerro con pH= 7.4 (HIMEDIA).

Agar Sangre

15g/L Agar, 5g/L Cloruro de sodio, 10g/L Peptona, 375g¢/L
Infusion de masculo de corazén con pH= 7.3 (BRITANIA).

Elaborado por: Fuertes y Jarrin , 2014.
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C. Medio minimal sélido y liquido para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos.

Medio de Cultivo Composicion

4g/L Glucosa, 2.50/L Fosfato de sodio, 0.001g/L Cloruro de sodio,
2.5 mg/L Sulfato de magnesio, 2.5 mg/L Sulfato de zinc, 2 g/L
Pikovskaya (s6lido) Extracto de levadura, 15 g/L Agar, 6 ml Azul bromofenol con pH=
7.0 (HIMEDIA).

4g/L Glucosa, 2.50/L Fosfato de sodio, 0.001g/L Cloruro de sodio,
) o 2.5 mg/L Sulfato de magnesio, 2.5 mg/L Sulfato de zinc, 2 g/L
Pikovskaya (liquido)
Extracto de levadura, 6 ml Azul bromofenol con pH= 7.0

(HIMEDIA).

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014.

Funete: Fuertes y Jarrin, 2014.
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Anexo 8. Metodologia

A. Tincion Gram

Reactivos

Toma de muestra con asa

Dilucion de bacterias en una
gota de agua sobre el porta
objetos

Una gota de cristal violeta

(30 segundos)

Lavado con agua

Una gota de lugol
(30 segundos)
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Fijacion de color
T

[
e

DA
W

".-‘

Fijacion de reactivo

1 e

o

Fijacion de color

L™

Funete: Fuertes y Jarrin, 2014,

Una gota de alcohol cetona
(15 segundos)

>

. J

Una gota de safranina
(30 segundos)

Lavado con agua

N

¢ ,%
\/» L ’. )
. > /4
g -

.

Lavado con agua
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B. Inoculacion en medio liquido

Cepas JF1-JF6

Toma de cepas

Inoculacién de cepas en
medio PVK liquido

Incubacién de cepas en

medio liquido

Funete: Fuertes y Jarrin, 2014,

C. Preparacion de muestras para espectroscopia UV

Se toma 5ml de cada muestra

Centrifuga

Pelet

Funete: Fuertes y Jarrin, 2014,
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D. Espectroscopia de absorcion atomica

Celdas de quarzo Desinfeccion de celadas

Corrida en el espectrofotometro

I

Funete: Fuertes y Jarrin, 2014,

E. Ecuacion de la linea:

Yabs = 1.218 X 10_9'abs/ufc><ml_1 ufc/ml + 0'094abs
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F. Diagrama de flujo de proceso de produccion del biofertilizante

—  micio |

Reactivos

w
______ﬁ DISOLVER |

l Caldo Mutritivo

|ESTEHHJEAH |

Caldo Mutritive estéril
»

ENFRIAR |

Caldo Mutritivo
>

B s
T ¥ | INOCULAR

+— Bacterias

w

=IFERMEHTAR|

Imoeculamte (Control)
*

| ENVASAR

A

| ”
—_— GO

Biofertilizamte (Control)

w

| aLmacenar |

Fuente: (Vasco- Paguay, 2013)
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Anexo 9. Reportes de identificacion de pruebas API

Tise

Fuete: Fuertes y Jarrin, 2014.

GN-ID APANEL

REPORT FORM

Lab. No. JF1 Specimen T){pe:
Date: 18 / Dic / 2104
GN A wells
Well Number 112(3)||4|5(6]||7|18|9]/10]11]12
8|12 k= gle ®
Reaction SIZ RS2 |Ll8lE18(|2]S(8]| . |5 |«
5212|515 |8]3]2 =525 (515 |€
Result - ==+ [+ (+ [+ - - | -
ReactionIndex | 4 [ 2 |1|| 4| 214 2|1||4|2|1[4]2]1
Sum o_f Positive 0 7 6 4
Reactions
Final Identification:  99.24% Enterobacter agglomerans

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014,
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GN-ID A PANEL

REPORT FORM

Specimen Type:

Lab. No. JF2 -
Date: 18 / Dic / 2104
GN A wells
Well Number 1(2]3)||4(5|6]||7[8]|9]/10]11]12
D —
% 2lg|le E § 2 SlHolo| g L
Reaction s|ZEIS|E|ZE|nlc]lElella|alc| .- |8 |«
XlelE|lLle x2S ]|Zlz|2|=(=|a
o|l=zZz||Oo|T)o[Z|X]||o[E|D||>]0 ]|
Result + | - -([+F+ [+ [+ |+ |+F[|+]|-]-
ReactionIndex | 4 | 2 | 1| 4|2 |1{[4]|2|21[{4]|2]|1] 4 1
Sum of Positive
Reactions 4 / ! 4
Final Identification: 99.92% Kleibsiella oxytoca
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014.
GN-ID APANEL
REPORT FORM
Lab. No. JE3 Specimen Type:
Date: 18 / Dic / 2104
GN A wells
Well Number 1(2]3)||4(5|6]||7[8]|9]/10]11]12
% 2lg|le E 3 E SlHolo| g L
Reaction SIEE|E|Z|HISIEI8llala|&] . |E |«
XlelE|llLle x2S ||Zlz|2|=(=|a
ol|l=zZz||Oo|T)o[Z|X]||olE|D||>]0 ]|
Result - N eI B
ReactionIndex | 4 | 2 | 1| 4|2 |1{[4]|2|21[4]|2]|1] 4 1
Sum of Positive
Reactions 0 / 5 4
Final Identification: 96.94% Enterobacter agglomerans

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014,
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GN-ID A PANEL

REPORT FORM

Lab. No. JE5 Specimen Type:
Date: 18 / Dic / 2104
GN A wells
Well Number 1123|4567 18]9]/10]|11(12
% 2lg|le E 3 E SlHolo| g L
Reaction SIEE|E|Z|HISIEI8llala|&] . |E |«
XlelE|lLle x2S ]|Zlz|2|=(=|a
ol|l=zZz||J|10o[ZT|lo|lZ|X||Oo|E|D|[>]0 |F
Result + |+ | --]-]-(+]+-1+]-]-
ReactionIndex [ 4 | 21| 4| 21|42 1(|4]|2]|1]| 4 1
Sum of Positive
Reactions 6 0 6 4
Final Identification: 50.91% Serratia marcescens
Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014.
GN-ID APANEL
REPORT FORM
Lab. No. JE6 Specimen Type:
Date: 18 / Dic / 2104
GN A wells
Well Number 1123|4567 18]9]/10]|11(12
% 2lg|le E 3 E SlHolo| g L
Reaction SIEE|E|Z|HISIEI8llala|&] . |E |«
XlelE|llLle x2S ||Zlz|2|=(=|a
ol|l=zZz||J|10o[ZT|lo|lZ|X||Oo|E|D|[>]0 |F
Result + |+ | --]-]-(+]+-1+]-]-
ReactionIndex [ 4 | 21| 4| 2|14 2]| 14|21 4 1
Sum of Positive
Reactions 6 0 6 4
Final Identification: 50.91% Serratia marcescens

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014,
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GN-ID APANEL

REPORT FORM

Lab. No. JFa|oRecimen Type:

Date: 18/ Dic / 2104
GN A wells
Well Number 1123|1456 7]8]9]10(11]12
D —
% é\ ® ® E 212 o olol|g @

Reaction SIEE|E|Z|HISIEI8llala|&] . |E |«
xlelElLleE|n|Z2ls|=IZ|zT|L||=|=2|a
o|l=2Zz||J|0|T|lo|=|X]|[Oo|=E|D[[>]0 |F

Result - -1-|+1 -1+ 01+ 1-11+1-1-

ReactionIndex | 4 | 2 | 1| 4|2 |1{[4]|2|21[{4]|2]|1] 4 1

Sum of Positive

Reactions 0 5 6 4

Final Identification: 79.17% Enterobacter agglomerans

Elaborado por: Fuertes y Jarrin, 2014.

Microgen Identification System Software (MID-60)
Identification Specimen
Testsystem | O°@' | identificaction | Likelihood | Probability | _"6r¢ent Date Lab. Ref | Name
code probability
MID 12T 0764 E. agglomerans 25% 1/27 99,24% 18/12/2014 | Biotecnologia | JF1
MID 12T 4774 K. oxytoca 5,26% 1/24 99,92% 18/12/2014 | Biotecnologia JF2
MID 12T 0754 E. agglomerans 25% 1/27 96,94% 18/12/2014 | Biotecnologia | JF3
MID 12T 0564 E. agglomerans 0,03% 1/26.775 79,17% 18/12/2014 | Biotecnologia | JF4
MID 12T 6064 S. marcescens <0,01 <1/100 50,91% 18/12/2014 | Biotecnologia | JF5
MID
12T 6064 S. marcescens <0,01 <1/100 50,91% 18/12/2014 | Biotecnologia | JF6

Fuente: Software (MID-60).
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