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RESUMEN
Xochimilco es una zona ampliamente reconocida por los sistemas agricolas tradicionales
denominados “chinampas”, tales sistemas son islas rodeadas de canales de agua, que junto
con las altas concentraciones de materia organica de los suelos originan alta capacidad
productiva en los cultivos. Sin embargo, actualmente dicha agricultura ancestral es afectada,
debido a la baja calidad del agua de riego que proviene de los canales y a las préacticas
agricolas incorrectas; como el uso de estiércol sin tratar y aplicaciones excesivas de
agroguimicos. Dichas actividades han ocasionado la contaminacion del agua y del suelo,
incluyendo un aumento en la salinidad lo cual tiene un impacto social y econémico, causado
por el abandono de las “chinampas”. Acerca del problema ambiental, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto en la salinidad y la solubilizacion de P en el suelo de una
“chinampa”, a partir de los acidos organicos producidos por un inoculo fungico de residuos
de naranja. Asi como evaluar el efecto en el desarrollo de plantas de lechuga a partir de la
adicion del indculo, para determinar su actividad como biofertilizante. Se llevé a cabo la
identificacion de los hongos pertenecientes al inéculo de CN, asi como la determinacion
cualitativa de los acidos organicos producidos por el inéculo. Los principales pardmetros de
suelo evaluados fueron la CE, pH y P disponible, con las condiciones de cultivo optimizadas
a través de un disefio experimental factorial fraccionado 2°2. Los factores evaluados, fueron;
la adicion del inoculo, la utilizacion de material organico como fuente de carbono, la
proporcion de material organico y naranja, la cantidad de CN y la humedad del suelo. Se
evaluaron los parametros fitométricos; namero de hojas, longitud, peso fresco y peso seco de
raiz, hoja y planta. Se evaluaron bioensayos para determinar la dosis y tiempo de aplicacion
de CNI, asi como el comportamiento de las plantas durante y después del proceso de
remediacion. Los bioensayos indicaron que existe una inhibicién en el desarrollo de las
plantas con aplicacion simultanea de CNI y la siembra, contrario a la siembra posterior a los
30 dias de aplicacion del CNI, donde las hojas, longitud aérea y biomasa del cultivo fueron
mejoradas. La aplicacion de CN bajo las condiciones de estudio disminuy0 la salinidad 4 dS
m™! después de 30 dias de remediacion y aument6 el P disponible de 0.32 a 2.30 mg kg'!'s.
Estos resultados convierten al indculo fingico, en una estrategia viable para mitigar la

salinidad de suelos chinamperos y aumentar la disponibilidad de P para las plantas.



SUMMARY
Xochimilco is an area widely recognized for the traditional agricultural systems called
"chinampas", such systems are islands surrounded by water channels, factor that, together
with the high concentrations of organic matter in the soils originate high productive capacity
of crops. However, nowadays this ancestral agriculture is affected, due to the low quality of
irrigation water that comes from the canals and incorrect agricultural practices; such as the
use of untreated manure and excessive applications of of pesticides and agrochemicals. These
activities have caused water and soil contamination, including an increase in salinity, which
has a social and economic impact, caused by the abandonment of the “chinampas”. Regarding
the environmental problem, the objective of this work was to evaluate the effect on salinity
and solubilization of P in the soil of a “chinampa”, from the organic acids produced by a
fungal inoculum of orange residues. As well as evaluating the effect on the development of
lettuce plants from the addition of the inoculum, to determine its activity as a biofertilizer.
The identification of the fungi belonging to the CN inoculum was carried out, as well as the
qualitative determination of the organic acids produced by the inoculum. The main soil
parameters evaluated were the EC, pH and P available, with the cultivation conditions
optimized through a 25-2 fractional factorial experimental design. The evaluated factors
were; the addition of the inoculum, the use of organic material as a carbon source, the
proportion of organic material and orange, the amount of CN and the soil moisture. The
phytometric parameters were evaluated; number of leaves, length, fresh weight and dry
weight of root, leaf and plant. Bioassays were evaluated to determine the dose and time of
application of CNI, as well as the behavior of the plants during and after the remediation
process. The bioassays indicated that there is an inhibition in the development of plants with
simultaneous application of CNI and sowing, contrary to sowing after 30 days of application
of CNI, where the leaves, aerial length and biomass of the crop were improved. The
application of CN under the study conditions decreased salinity 4 dS m-1 after 30 days of
remediation and increased the available P from 0.32 to 2.30 mg kg-1 s. These results make
the fungal inoculum a viable strategy to mitigate the salinity of chinamperos soils and

increase the availability of P for plants.



I INTRODUCCION
La salinidad de suelos impide que los nutrientes vegetales sean asimilados de forma optima,
situacion que a la larga causa deficiencias en la nutricion de las plantas y por ende provoca

un efecto negativo en la calidad de cultivos sensibles a la salinidad misma.

El fosforo (P) es un macronutriente de papel clave para la nutriciéon de plantas y en
consecuencia para la productividad agricola, aunque su presencia en los suelos estd en
elevadas concetraciones, la gran mayoria del P se encuentra no disponible para las plantas y
menos del 10% entra en el ciclo biogeoquimico; es asi como las deficiencias de P son
comunes en las plantas y debido a ello las aplicaciones de fertilizantes fosforados al suelo
son necesarias para mantener la productividad de los cultivos (Li et. al., 2016), situacion que
a la larga resulta en problemas ambientales que inciden en la calidad de los suelos. Existen
microorganismos capaces de solubilizar P insoluble a través de diferentes mecanismos,
transformando el P de forma que las plantas lo puedan absorber. En vista de lo anterior, es
de amplio interés el estudio de inoculantes en las que se incluyan determinados géneros y
especies de bacterias, hongos y actinomyces con potencial solubilizador de P, para aumentar

la capacidad de absorcion de las plantas y con ello el rendimiento de los cultivos.

De esta forma la utilizacion de microorganismos como biofertilizantes es considerada una
alternativa viable para mejorar la produccion de cultivos y sustituir parcial o totalmente los
fertilizantes quimicos. La utilizacion de técnicas biotecnoldgicas puede impactar la seguridad
alimentaria a través de précticas sostenibles en la agricultura y de esa forma mejorar y
aprovechar los recursos naturales (Cano et. al., 2017). En este sentido los hongos
pertenecientes al género Penicillium, son conocidos por producir numerosas micotoxinas y
acidos orgénicos que disminuyen el pH del medio y tienen la capacidad de solubilizar el
fosfato del mismo. Los mecanismos por los cuales este género de hongo estimula el
crecimiento de la planta y la absorcion de fésforo no se conocen totalmente. De manera que
el objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto y la relacion entre la salinidad y la
solubilizacion del fosforo, a partir de la aplicacion de residuos de naranja con un in6culo
fingico y la produccion de 4cidos organicos, asi como su influencia en el desarrollo del

cultivo de lechuga en un suelo salino de la zona chinampera de la Ciudad de México.



1.1 Justificacion

La seguridad alimentaria es una de las grandes problemadticas a resolver debido a la
sobrepoblacion que compromete el abasto de alimentos a futuro. Cano y colaboradores
(2017) plantean que en el ano 2050 existird la necesidad de aumentar 70% la produccion de
alimentos. Este panorama en grandes ciudades como la Ciudad de México, resulta alarmante
puesto que la superficie para la produccion de alimentos es cada vez mas reducida por el
crecimiento urbano o en su caso el abandono del campo por la escasa productividad de los
suelos. Los sistemas agricolas chinamperos son un claro ejemplo de tal problematica, debido
a que de las 20 922 chinampas so6lo 3 586 estan activas (Gonzalez et. al., 2016). Los suelos
de chinampas se caracterizan por su salinidad y sodicidad, que durante temporadas secas
muestran una fuerte concentracion de sales en la superficie de la mayoria de los suelos
(Krasilnikov et. al., 2011). Un problema comun es la utilizacién de agua de riego con alta
concentracion de sales por los procesos de evaporacion y la imposibilidad del suelo de drenar
las sales, asi como la aplicacion excesiva de fertilizantes fosforicos, producen un exceso de
solutos en la superficie del suelo. Lo anterior provoca una produccion de alimentos
ineficiente y costosa, que conduce a la pérdida de la fertilidad y dafio al medio ambiente. El
uso de microorganismos solubilizadores de fosfato en la produccion de cultivos es un método

alternativo investigado para satisfacer la demanda de fosforo de los cultivos (Yin et. al, 2015).

La utilizacion de residuos agroindustriales para la produccion microbiana de acidos
organicos utilizando fermentaciones en estado solido es un concepto interesante, por los bajos
costos de la materia prima y los beneficios ambientales (Gaind, 2017). Uno de los residuos
importantes por su cantidad, proviene de los citricos, que econdmicamente, tienen la
produccion mas grande del mundo en comparacidon con otras frutas y los patdgenos que
hospedan causan pérdidas en los frutos, lo que representa casi el 50% del desperdicio de
citricos (Ladanyia, 2010). De ahi la importancia de generar alernativas viables como la
biorremediacion de suelos con residuos citricos que permitan que los microorganimos que
colonizan la cascara de naranja sean aprovechados de forma segura en la agricultura y con
ello tener la capacidad de buscar soluciones a problematicas como la salinidad y alcalinidad
de suelos a través de la solubilizacion de sales como las de P y usarlo como biofertilizante,

tal como se planea en la presente investigacion.



1.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de un in6culo fungico de residuos de naranja y sus acidos organicos en la
salinidad y solubilizacion de fosforo en suelos agricolas, y su influencia en el desarrollo de

cultivos de lechuga.

1.2.1 Objetivos particulares

e Analizar la relacion entre los acidos orgéanicos con la reduccion de sales y la
disponibilidad de fosforo en un suelo salino de la zona chinampera de la Ciudad de

México.

e Determinar la actividad como biofertilizante de un indculo fungico de residuos de la

cascara de naranja, aplicados a un suelo salino cultivado con lechuga.

e Definir los pardmetros de utilizacion del indculo fungico para su funcionamiento como
biofertilizante a partir de las aplicaciones de residuos de naranja a plantulas de lechuga

en un suelo salino.

1.3 HipOtesis
Los acidos organicos desarrollados a partir del indculo de residuos de la cdscara de naranja
dulce (Citrus sinensis, L. Osbeck) favoreceran la disminucion de sales y su solubilizacion,
en particular las de fosforo presentes en suelos agricolas, y ello se favorecera el desarrollo

del cultivo de lechuga.



II. ANTECEDENTES
2.1 Suelos Agricolas

La palabra suelo proviene del latin solurn que significa piso, no obstante, el concepto de
suelo depende del criterio de estudio, que puede referirse a su funcion, formacion, origen,
caracteristicas o conservacion (FAO, 2015). Cabildo y colaboradores (2013) lo definieron
como el producto de la degradacion de la roca madre y las sustancias organicas, estas Ultimas
representan entre el 2 y 5 % del suelo superficial y provienen de la constante transformacion
de materia organica y microorganismos, mientras que las particulas minerales son
clasificadas por su tamafio en arena, limo y arcilla, ello determina la capacidad porosa para
almacenar agua o aire.
2.1.1 Capacidad de intercambio cationico

El proceso de intercambio de cationes que sucede en las particulas del suelo con carga
negativa (arcillas y humus) es reversible e ilimitado y de él depende la eficiencia de la
nutricion de las plantas. Ramos (2006), define a la capacidad de intercambio catiénico (CIC),
como la propiedad de los minerales de arcilla y materia organica para adsorber cationes de
la fase liquida del suelo, desadsorbiendo al mismo tiempo cantidades equivalentes de otros
cationes.

De tal manera que la disponibilidad de los nutrientes en la solucion del suelo depende de la
fuerza con la cual los iones estan retenidos en él, por ello no todos los cationes son adsorbidos
con la misma intensidad. A mayor niimero de cargas mayor sera el poder de fijacion, razén
por la cual los cationes divalentes Ca?" y Mg?* son principalmente adsorbidos con respecto
a los monovalentes como K"y Na*. Navarro y Navarro (2003), consideran una energia de

fijacion decreciente seglin el orden: H* > Ca?" > Mg®" ” K" > NH4 ™> Na”,

Independientemente de las diferentes concentraciones de cada cation, existe entre ellos un
equilibrio, lo cual indica que toda modificacion en la concentracién de un catién, lleva a una
reaccion de cambio, al modificarse el equilibrio entre ellos; los factores que son capaces de
alterar este equilibrio son: las lluvias o riegos abundantes pueden diluir la disolucion del
suelo, la absorcion de cationes por la planta, aportaciones de fertilizantes solubles,

respiracion de las raices y microorganismos que producen H* (Bidwell, 1993).



2.1.2 Influencia del pH en los suelos
El desarrollo de plantas y microorganismos depende de la disponibilidad, solubilidad y
movilidad de los nutrientes, fendmenos que a su vez dependen del pH de los suelos. El efecto
de acidez o alcalinidad influye directamente sobre la disponibilidad de los nutrientes, como
se observa en la Figura 1, en la cual la anchura de las bandas representa la solubilidad de
cada nutriente de acuerdo con el pH del suelo, es asi que entre 6.5 y 7.5 existe un mayor

balance en la disponibilidad de nutrientes para las plantas.
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Figura 1 Influencia del pH sobre la disponibilidad de nutrientes (Freeman, 1970 citado por
Navarro y Navarro, 2003)
2.1.3 Nutricion vegetal, disposicion general de nutrientes

Como se ha mencionado, los iones disueltos en la fase acuosa son los que estan disponibles
para las raices de las plantas, las cuales utilizan como materia prima los nutrientes minerales,
dioxido de carbono y agua, para transformar los compuestos inorganicos en compuestos
organicos. Es por ello, que Bidwell (1993) indica que la fertilidad del suelo depende del
estado dindmico de los nutrientes debido a las tasas de adicion y remocion de nutrientes, asi
mismo depende de la concentracion de los nutrientes en solucidon acuosa y no unicamente de
la cantidad de elementos que en si mismo el suelo contenga. De acuerdo con Campbell y
Reece (2007), existen 17 nutrientes esenciales para completar el ciclo de vida de las plantas
(Anexo 1), de entre ellos, los macronutrientes son requeridos en cantidades grandes y son los
principales elementos de los compuestos organicos que conforman a las plantas.

En el caso de los micronutrientes requeridos en cantidades pequefias que funcionan como

cofactores e intervienen en las reacciones enzimaticas.



El mecanismo de adsorcion de nutrientes suele explicarse mediante dos teorias: la de
intercambio por contacto y la de intercambio por acido carbdénico. En la primera, el
intercambio se lleva a cabo unicamente a partir del contacto de la raiz con los iones que son
transferidos a la planta. Sin embargo, la teoria con mayor validacion a través de diversas
investigaciones es la del intercambio del 4cido carbonico (Figura 2), la cual plantea que la
disolucion del suelo representa el medio entre el intercambio de iones de la raiz y los coloides
del suelo y es explicado a partir de la liberacion de didxido de carbono por la raiz, el cual
reacciona con el agua dando lugar al acido carbonico (H2CO3), que se disocia al ponerse en
contacto con el suelo, aportando iones H'. Estos iones se difunden y llevan a cabo el
intercambio de los minerales (+) que estan adsorbidos en la superficie del suelo (-), siendo

asi desplazados o liberados los nutrientes a la solucion del suelo para difundirse hacia la raiz

de las plantas hasta absorberse (Campbell y Reece, 2007; Navarro y Navarro, 2003).

Como se menciond, las secreciones de los pelos radiculares liberan CO; hacia la solucion del

suelo, que reacciona con el H>O, formando H>COs, la disociaciéon de este acido aporta los

iones H', que como se observa en la figura ayudan a que los nutrientes estén disponibles,
. . . N

puesto que provocan el desplazamiento minerales de carga positiva (Ca”) que estaban

fuertemente unidos a las particulas del suelo, este desplazamiento origina que minerales

como el Ca" estén disponibles para ser aprovechados por las plantas.



Con lo expresado anteriormente es posible determinar que un nutriente es asimilable cuando
se encuentra soluble en la disolucion del suelo y es poco disponible cuando esta inmévil al

estar unido a él.

2.1.4 Salinidad de suelos
La salinidad puede tener origen enddgeno por la disolucion de minerales formadores de suelo
o exogeno, debido a aportes de sales externos a las condiciones naturales del suelo. Las
practicas como; el riego con agua de baja calidad y la aplicacion de fertilizantes en dosis por
encima de las requeridas por los cultivos, han provocado la salinizacion exogena de los
suelos.
El movimiento del agua es el proceso determinante para la salinidad, pues la circulacion
descendente lixivia las sales solubles, por el contrario, la evaporacion del agua provoca la
circulacion ascendente que produce acumulacion de sales en la superficie del suelo (Cabildo
et. al., 2013; Taiz y Zeiger, 2006), las sales pueden encontrarse en el suelo precipitadas en
forma de cristales, disueltas en la solucion o retenidas en el complejo de cambio. Por lo que
el contenido de sales en cualquiera de estas tres situaciones cambia continuamente debido a
la humedad edafica, pasando de una situacion a otra (Maldonado, 2012).
Los elementos que participan en los suelos salinos son: Ca?*, Mg?*, Na*, K*, CI'y SO4%; en
areas continentales suelen predominar los CO32, SO4* y CI'; y en las llanuras costeras, la sal
predominante es el NaCl. A veces el carbonato de sodio (Na2COz) se forma en el propio sitio,
a partir del CO- de la atmésfera y del Na* contenido en el suelo. Las sales que normalmente
suelen acumularse formando encostramientos blancos, son en forma de cloruros (NaCl,
MgCl,, KCI) sulfatos (Na2SO4, MgSOs) y carbonatos (CaCOs, MgCOs) (Cabildo et. al.,
2013; Ramos, 2006).
En los suelos salinos existen dos escenarios: uno donde el calcio es dominante de forma que
el complejo adsorbente esta saturado principalmente de Ca?* y en minoria de Na*; en este
caso el suelo es estable y conserva su estructura. El segundo escenario es donde el Ca esta
ausente y predomina el ién Na*, el cual en presencia de agua se hidroliza liberando el i6n
Na* en la solucion (CO3Nay), en este caso el pH se eleva, las arcillas se dispersan y la
estructura del suelo se degrada (Maldonado, 2012; Otero et. al., 2007). Es asi como al

predominio de Ca?* y Mg** se le denomina salinizacion, y a los suelos con dominancia de



Na*, producen alcalinizacion o sodificacion. De acuerdo con diversos autores (Otero et. al.,
2007; Taiz y Zeiger, 2006; Valencia,2013) para caracterizar a los suelos con problemas de
salinidad, alcalinidad o ambas se utilizan tres pardmetros principales:

e Conductividad eléctrica (CE): es la capacidad de una soluciéon de transmitir
electricidad, es obtenida mediante el extracto de saturacion de una masa de suelo,
su expresion es en dSiemens por metro, entonces la CE refleja la concentracion
de sales solubles en la disolucion. A mayor concentracion de sales en el agua del
extracto, mayor es su conductividad eléctrica y reduce ademéas su potencial
osmatico, es decir, es mayor la presién osmotica.

e Porciento de Sodio Intercambiable (PSI): que es un indice que proporciona el
porcentaje relativo de sodio adsorbido en el complejo de intercambio del suelo.

e pH del suelo: representa el grado de nivel de acidez, neutralidad o alcalinidad.

Los pardmetros mencionados anteriormente logran caracterizar y clasificar a los suelos
salinos, distinguiendo de un suelo normal a uno salino, sédico o salino sodico; siendo estos
ultimos los que provocan mayor dafio en los cultivos y de mas dificultad para ser tratados.

Tabla 1 Clasificacion de los suelos salinos

Clasificacion pH ( dsCrIrErl) (F:,ZI) Caracteristicas
Suelo normal - <4 <15 Crecimiento 6ptimo de plantas
Suelo ligeramente salino = < 8.5 2a4 <15 Efecto negativo en plantas sensibles
Suelo salino <85 >4 <15 | Afectacion a la mayoria de las plantas
Suelo sodico >85 <4 >15 Crecimiento de plantas tolerantes
Suelo salino-sédico >85 >4 >15 Pocas plantas pueden desarrollarse

Modificada a partir de (Maldonado, 2012; Otero et. al., 2007; Salcedo, 2002; Valencia, 2005)

Existen otros indicadores auxiliares provenientes de los andlisis de las muestras de suelos
que pueden ser utilizados, dependiendo de los objetivos de estudio, por mencionar algunos
se encuentra la relacion de adsorcion de Sodio (RAS), la relacion calcio sodio (Ca/Na), la
relacion de sodio intercambiable (RSI), porcentaje de Na* y Mg", potencial zeta, coeficiente
de dispersion, estabilidad estructural, curvas de retencion de humedad, conductividad
hidraulica, etc., (Otero et. al., 2007). Cabe mencionar que, a lo largo del presente trabajo, los

parametros utilizados fueron; CE y pH, principalmente.



2.1.4.1 Suelos Salinos

Son suelos que presentan una CE de 4 dS m™ 0 mas, un PSI menor al 15% y generalmente
su pH es menor a 8.5, frecuentemente presentan costras salinas blancas en la superficie
llamado, alcali blanco. Las sales que frecuentemente son encontradas en los suelos salinos
son:

e Cloruros: NaCl, CaCl,, MgCl,, KCl1 e (Carbonatos NaxCOs

e SulfatosMgSO4, NaxSO4 e Bicarbonatos NaHC

e Nitratos NaNOs3;, KNO3
Los cloruros (CI) y sulfatos (SO4%) son las principales sales formadas en este proceso, el
Ca?*, Mg?" y Na* son los cationes que mayormente se unen a los cloruros y a los sulfatos
para formar sales, con menor frecuencia se encuentra el potasio, los bicarbonatos, carbonatos

y nitratos (Navarro y Navarro, 2003; Valencia, 2013).

Los CI" son sales muy solubles y con una toxicidad alta. El NaCl es la sal mas frecuente en
suelos salinos y afecta la solubilidad de otras sales, la acumulacion de MgCl» se produce en
suelos con una salinidad extremadamente alta y es altamente toxica para las plantas, es asi
como la remediacion de estos los suelos es dificil. Con respecto a las sales de Na;SO4 y el
MgSO4 , se pueden dar lugar a eflorescencias blancas al ser transportadas a la superficie del
suelo en tiempos de sequia, son muy solubles y altamente toxicas. El orden de toxicidad
decreciente de los sulfatos es: K2SO4< Na;SO4 < MgSO4 (Ramos, 2006). En los suelos
salinos las bases intercambiables estan presentes aproximadamente en las siguientes
proporciones: Ca?* 80%; Mg*? 15%, Na* y K en 0.5% (Valencia, 2013).
2.1.4.2 Suelos sodicos

Los suelos sodicos con frecuencia se encuentran en regiones aridas y semiaridas son suelos
con PSI mayor a 15, CE menor a 4 dS m™, pH entre 8.5y 10. En los suelos de este tipo, los
principales dafios son fisicos pues existe pérdida de la estructura del suelo. Los dafios
quimicos provocan toxicidad en el metabolismo y afectan la nutricion de plantas, debido a la
accion del Na;CO3 y NaHCOs, a la poca disposicion de P y K, y por el exceso de Na*. La
concentracion de Na* frente al Ca*y Mg*2 en la solucion del suelo es superior al 70%
(Aceves, 2011; Ramos, 2006; Valencia,2013).



2.1.4.3 Suelos salinos sédicos
Se forman como resultado de los procesos combinados de salinizacién y acumulacion de
sodio, el pH en este caso no supera el 8, tienen un PSI mayor de 15, una CE mayor de 4.0
dSm™. La principal caracteristica que Navarro y Navarro (2003) plantean, se basa en la
disposicion de sales solubles que permiten que el alto contenido de sodio no resulte dafino.
Sin embargo, mencionan que si el exceso de sales solubles es lavado y las sales se lixivian,
el pH se incrementa a valores mayores de 8.5, lo cual provoca la hidrolizaciéon del complejo
sodico, que es un fendmeno que aumenta la concentracion de OH", lo cual incide en el
aumento de la toxicidad del Na, es asi como la materia organica se dispersa fuertemente y se
distribuye en el suelo, dando un color oscuro, razén por la cual este tipo de suelo es también
llamado alcali negro. Esté efecto de hidrolizacion del complejo s6dico también sucede si hay

presencia de carbonato o bicarbonato sodico, lo cual provoca toxicidad en las plantas.

2.1.5 Efecto de la salinidad de suelos en las plantas

Tal como se observd en la Tabla 1, las plantas comienzan a resentir el aumento en la
concentracion de sales a partir de los 2 dS m™ y las afectaciones pueden ir del 20 al 50% de
disminucion en el rendimiento, de acuerdo con el incremento en la conductividad eléctrica.
El estrés salino en las plantas tiene dos vertientes, una referente al estrés osmotico que a su
vez provoca el estrés hidrico y otra referente al estrés idnico, que origina toxicidad en las
plantas por el exceso de ciertos iones.
2.1.5.1 Dafo 6smotico

La presion osmoética es definida, como la cantidad de energia necesaria para que las raices
sean capaces de adsorber el agua del suelo, este requerimiento energético es mayor en las
plantas expuestas a suelos salinos.

El transporte de agua por 6smosis se lleva a cabo pasivamente desde la solucion con menor
concentracion de soluto hacia la de mayor concentracion. El potencial del soluto de una
disolucion es proporcional al nimero de moléculas de solutos disueltos en ella, a esto se le
conoce como potencial osmotico y afecta la direccion de la 6smosis (Campbell y Reece,
2007). El exceso de solutos disueltos en la zona radicular reduce el potencial osmotico de las
células radiculares y lo hacen méas negativo, provocando un efecto homologo al que produce

el déficit hidrico del suelo en la planta.
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2.1.5.2 Dafio ionico
La toxicidad de las plantas debido a la presencia de ciertos iones es variable, ya que algunas
sales que por si solas no son toxicas en las plantas, tales como el sodio, cloro o bicarbonato,
al estar presentes en grandes concentraciones provocan efectos negativos, contrario asi en
iones como el boro o el litio que son dafiinos incluso en concentraciones muy bajas (Salcedo,
2002). Una relacion anormal de Na" y K* y altas concentraciones de sales inactivan algunas
enzimas e inhiben la sintesis de proteinas, debido a que a altas concentraciones el Na*
desplazan al Ca*>* en la membrana plasmatica lo cual provoca un cambio en la permeabilidad
de la membrana de las células, que puede ser observada por la pérdida de K en las células.
Con concentraciones de Na"y Cl en los cloroplastos se inhibe la fotosintesis, situacion que
afecta la altura de la planta, la longitud de la raiz, la acumulacién de materia fresca y seca,
asi como la supervivencia y el contenido de proteina y de azlicares (Mesa, 2003; Taiz y

Zeiger, 20006).

2.1.6 Remediacion de salinidad

La salinidad en los suelos regularmente es tratada por medio de métodos quimicos como; la
aplicacion de acido sulfarico o yeso agricola que intercambien el sodio por calcio,
acompaiiado del lavado de las sales solubles con agua de baja salinidad, no obstante, estos
métodos son costosos al ser aplicados en grandes extensiones salinas (Aceves, 2011).

De acuerdo con el tipo de salinidad presente en el suelo sera el tipo de enmienda a realizar,
tales métodos de recuperacion son clasificados en la Tabla 2 de acuerdo con su prioridad, se
pueden dividir los métodos mas importantes con respecto a aquellos auxiliares.

Tabla 2 Clasificacion de los métodos de remediacion de salinidad

Técnica M¢étodo Descripcion
Quimico Aplicacion de correctores quimicos (yeso, cal-azufre)
Principales | Hidrico Aplicacion de laminas de riego para el lavado
Eléctrico Aplicacion de energia eléctrica al suelo
Fisico -Inversion del perfil del suelo -Subsoleo
-Arado profundo -Mezcla de arena
Aucxiliares s -Mejora organica -Vegetacion tolerante
Biolégico :
-Abonado -Plantas resistentes

Préacticas agricolas | Seleccion de cultivos resistentes
Realizado a partir de Mesa, 2003; Manzano et. al., 2014; Salcedo, 2002.
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2.2 Fosforo en los suelos
El fosforo es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas y
proviene de la descomposicion de la roca madre. La cantidad de fosforo total en el suelo es
expresada como 6xido fosforico P2Os y puede clasificarse como inorganico u organico. Es
importante tener en cuenta que la mayor parte del fosforo en el suelo no es aprovechable por
las plantas, debido a su gran insolubilidad.
El P total estd presente en el suelo en varias formas las cuales han sido definidas por su
relacion con otros componentes minerales u organicos, Henriquez (2015) menciona que se
han identificado diferentes categorias de fésforo como el P labil, P ligado a sesquioxidos de
Fe/Al, P ligado a fosfatos de calcio, P ligado a formas organicas y finalmente una fraccion
de P residual u ocluido el cual estd formado estructuras mas complejas en el suelo que tienen
muy baja disponibilidad para las plantas.
Sin embargo, el P solamente es absorbido por las plantas como anidon fosfato monovalente
(H2POy) y anién bivalente (HPO42). Cota (1986) considera como las principales formas de
fijacion del P y por ende indisponibilidad para las plantas, al reemplazamiento de grupos-OH
por aniones fosfato en la superficie de la arcilla (que serd mayor en cuanto mayor sea la
acidez del suelo); y a la fijacion con los cationes que estan adsorbidos a la arcilla los cuales
actiian como unién o puente de fijacion del fosfato, el caso mas frecuente de union es el Ca*?,
pero lo mismo sucede con el Mg™, Al y el Fe™. Los aniones de fosfato disponibles para
las plantas son extremadamente reactivos y se fijan a través de la interaccion con los cationes
en el suelo como Ca’ ™, Mg?*, Fe**| y AI**, para formar complejos de fosfato tricalcico
insoluble, fosfato de magnesio, fosfato férrico y fosfato de aluminio, respectivamente (Yin,
et. al., 2015).
La concentracion del fosforo en su forma asimilable depende del equilibrio dindmico de la

solucion del suelo, la cual se observa en la Figura 3.

2.2.1 Fosforo organico
El P organico llega al suelo como fitina, fosfolipidos, nucleoproteinas y azucares fosforilados
contenidos en residuos vegetales; la cantidad de P organico en los suelos es variable, se puede

establecer que se encuentra en una relacion C:N:P aproximada de 100:10:1 (Cota, 1986).
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Figura 3 Equilibrio de las formas de fosforo en el suelo (Modificado a partir de Navarro y Navarro, 2003).
2.2.2 Fosforo inorganico
El P inorgénico es casi siempre predominante con respecto al organico salvo en los suelos
con altos contenidos de materia organica. Pueden clasificarse en dos grandes grupos: los que
contienen hierro y aluminio y los que contienen calcio, éstos Ultimos son los de mayor
importancia agronémica como el fosfato monocélcico (PO4H2).Ca.H20, fosfato bicalcico
PO4HCa.2H>0 y fosfato tricalcico (PO4),Cas (Navarro y Navarro, 2003).
2.2.3 Mecanismos de disposicion de fosforo en suelos

La principal caracteristica del P en el suelo es su baja disponibilidad, puesto que, el P soluble
se encuentra en el rango de 1 ppm o menos, ello limita el crecimiento y desarrollo de las
plantas, lo cual ocasiona una mayor aplicacion de fertilizantes fosfatados. Sin embargo, una
alta proporcion de los aniones fosfato en los fertilizantes sintéticos se unen en complejos
insolubles, de manera que la eficiencia de asimilacion de las plantas del P aplicado por

fertilizantes va del 5% al 25% (Yin et. al., 2015).
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Dadas estas condiciones, a continuacion, se explican los principales mecanismos de
disposicion de fosfatos, donde se toma en cuenta la influencia que tienen factores como el
pH, los microorganismos de la rizosfera, los acidos orgénicos y las enzimas. No obstante, el
mecanismo de disponibilidad de P aun es ampliamente estudiado y los factores mencionados
anteriormente no son los unicos que existen, ejemplo de ello son los procesos como la
asimilacion de amonio, la cual provoca la liberacion de protones que acidifican la rizosfera
y por ende solubilizan P. En algunas investigaciones también se asocia a la acidificacién con
la presencia de CO> generado durante la respiracion de tanto raices como microorganismos

(Pradhan y Sukla, 2005; Serna et. al., 2017; Scervino, 2010).

2.2.3.1 Influencia del pH
El pH es uno de los principales factores que controlan la asimilacion del P, la solubilidad de
los fosfatos de Ca, Al y Fe se asemejan en suelos donde el pH va de 6 a 7, ademas de que en
suelos 4cidos con pH menor a 6.5 el Fe y Al son asimilables, provocando la precipitacion del
P y convirtiéndose en fosfatos insolubles. En suelos salinos a pH mayores a 7.5 el P precipita,
debido al calcio, mientras tanto, el exceso de sales soddicas en pH por encima de 8.5

contribuye a su solubilizacion (Cota, 1986).
A

Muy alto —
(A) Fosfatos hidroxilados de Fe y Al
(B) Fijacion de arcilla
{C) Fosfatos de calcio
Alto -
Blogueo
de P
Medio —|
Bajo

H del suelo
Figura 4 Fijacion del fosforo en los suelos de acuerdo con el pH (Navarro y Navarro, 2003)

Tal como lo muestra la Figura 4, a pH entre 6.5 y 7 el fosforo se encuentra en su maxima
capacidad de asimilacion y disponibilidad para los cultivos, ya que la precipitacion célcica
es minima (curva C). Asi mismo, se puede observar que en las partes minimas de la curva de

fijacion de las arcillas (B), en los valores de pH de 3.5 y 7 existe una minima adsorcioén por

las arcillas del suelo manteniendo al P en las formas utilizables y de facil intercambio.
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Existen tres formas de ortofosfatos POsH,, PO:H? y PO4? ésta tltima es la forma
monovalente y es la mas asimilable para las plantas y como se indica en la Figura 5, domina
cuando el pH es menor a 7, su concentracibon maxima se encuentra a pH de 4 y su
concentracion minima es a pH de 9. Por el contrario, el fosfato en forma divalente (PO2H™?)
alcanza su maxima concentracion a pH de 9, y los dos iones se encuentran en equilibrio a pH

de 7.

100
075

050

pH disolucion

Figura 5 Concentracion de ortofosfatos de acuerdo con el pH (Navarro y Navarro, 2003)

2.2.3.2 Influencia de los Microorganismos

La solubilizacion de P esta mediada por microorganismos heterotroficos asociados con las
raices, debido a sus requerimientos de carbono y nitrégeno (Scervino et. al., 2011). Hasta
cierto punto los microorganismos podrian considerarse como competidores del fosforo para
las plantas, no obstante, la disponibilidad del fosforo inorganico es altamente influenciada
por los microorganismos. En el suelo, la eficiencia de los organismos para usar P es muy baja
porque el P aplicado como fertilizante esta fijado por aluminio o hierro en suelos &cidos y
por calcio en suelos alcalinos. Como se planteo en el punto 2.1.3 del presente trabajo, algunos
autores contemplan la teoria del desprendimiento de didxido de carbono durante los procesos
metabolicos de los microorganismos, que en presencia de agua forman acido carbodnico, el
cual disuelve poco a poco al fosfato insoluble, es asi como los iones fosfato liberados, pueden
ser absorbidos por los microorganismos, ¢ plantas del suelo. La contribucion atribuida a los
microorganismos se observa en la Figura 6.

Cota en 1986, menciond otras formas en las que el fosforo puede transformarse por accion

de microorganismos, por dos procesos:
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e La transformacion de los metafosfatos en ortofosfatos

e Lareduccion de fosfatos a fosfitos, hipofosfitos y fosfuros

La transformacion del fosforo a formas asimilables partir de la actividad microbiana son:

( | ( )
Alteracion de la solubilidad de L o
compuestos inorganicos del Inmovilizacion o asimilacion de
fosforo fosforo en el tejido microbiano
N 4 \ J
( N i’
Descomposicion y mineralizacion —— Participacion en la oxidacion y
del fosforo de los compuestos 7 N reduccion de compuestos
organicos ’ / o \. inorgéanicos de fosforo
( Transformacién P )
o y \\ /’ \_ /

Figura 6 Contribucion los microorganismos del suelo en la asimilacion de P (modificado de Cota, 1986)

Existen diversos estudios enfocados a los MSP, en los cuales se menciona que los hongos
solubilizadores de fésforo (HSF) tienen una capacidad diez veces mayor para secretar cidos
organicos que las bacterias, por lo tanto, los HSF se consideran candidatos principales en el
grupo de MSP (Li et. al., 2016). Se ha observado que los HSP disuelven el P inorganico
debido a los &cidos organicos producidos que, en algunos casos, causan una disminucion del
pH. Entre estos organismos se encuentran especies de Aspergillus, Penicillium, Talaromyces
y Eupenicillium, que se consideran "organismos clave" en el ciclo del P. La mayoria de ellos
solubilizan fosfatos de calcio inorganicos y tienen una capacidad limitada de solubilizar

fosfatos de aluminio o hierro (Scervino et. al., 2011).

Las principales investigaciones sobre solubilizacién de fésforo se han enfocado en los
microorganismos mostrados en la Tabla 3, en la cual se puede observar la predominancia de

las especies bacterianas sobre el estudio de hongos.
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Tabla 3. Microorganismos solubilizadores de fosforo (MSP)

Glomus fasciculatum, Glomus geosporum, Glomus mosseae
Hongos Aspergillus niger Aspergillus fumigatus
Penicillum oxalicum

Bacillus sp, B. subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. coagulans, B. megaterium,
Rhizobium sp., Pseudomonas sp., P. aeruginosa, P. fluorescens, P.
pseudoalcaligenes, P. putida, Acinetobacter haemolyticus, Agrobacterium sp.,
Azospirillum brasilense, Azotobacter chroococcum; Burkholderia sp., B. cepacia, B.
unamae, Citrobacter freundii, Enterobacter sp., E. cloacae, Herbaspirillum sp.,
Klebsiella sp., K. pneumoniae, Micrococcus sp., Oceanobacillus picturae,
Ochrobactrum haematophilum, Phosphobacterium sp., Rhodopseudomonas sp.,
Serratia sp.

Bacterias

(Realizado a partir de Restrepo et. al., 2017)
2.2.3.3 Influencia de acidos organicos

El origen de los acidos organicos se considera por la descomposicion microbiana de diversos
materiales vegetales y participan en muchos procesos bioldgicos, puesto que son intermedios
en los ciclos metabdlicos, catabolismo y anabolismo de aminoacidos y se acumulan y
consumen conjuntamente con varios procesos de respiracién microbiana, también forman
parte importante de las secreciones de plantas (Xiao y Wu, 2014). En el caso de los acidos
organicos fungicos, estos se obtienen a partir de la fermentacion de azucar simple o compleja
(Gaind, 2017).

En la rizosfera, los acidos organicos juegan un papel muy importante en la movilizacion de
nutrientes y la proteccion contra la toxicidad del Al, ademas, pueden aumentar la tasa de
meteorizacion de los minerales primarios. También se ha planteado la hipétesis de que
desempefian un papel clave en los procesos de formacion de suelo a largo plazo e interfieren
con la migracion y la transformacion e incluso la biodisponibilidad de metales y

contaminantes en el suelo a través de diferentes mecanismos (Xiao y Wu, 2014).

El mecanismo mas importante en la solubilizacion de P es la secrecion de 4cidos organicos
sintetizados por los microorganismos solubilizadores de fosfato. Restrepo y colaboradores
en 2017, retoman la existencia dos mecanismos reportados en diversas investigaciones, para

la solubilizacion del fosforo inorganico:
e Elintercambio del 4cido: por ejemplo, los H' provenientes del citrato se intercambian
por el P ligado a la superficie de los cristales del Al (OH)3 o Fe (OH)3, reduciendo y

liberando el fosforo.
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e La concentracion de los acidos organicos producidos por los microorganismos, a
través de sus grupos hidroxil y carboxil quelan los cationes unidos al fosfato y los
hacen solubles.

Autores (Cota, 1986; Gaind, 2017; Liao et. al., 2018; Nustes y Acevedo 2005; Restrepo et.
al., 2017; Yin et. al., 2005) confirman que la solubilidad de los compuestos inorgéanicos del
fosforo se debe a la produccion microbiana de acidos organicos como producto final de la
hidrolisis celulésica de muchos microorganismos, de entre ellos, hongos del suelo que
pueden producir acido lactico, glicdlico, citrico, férmico, acético, propidnico, fumarico y
succinico los cuales acidifican los alrededores del suelo y pueden solubilizar el P de
complejos minerales insolubles como: compuestos como fosfato tricélcico, rocas fosforicas,
apatita sintética y apatitas naturales. Dentro de las atribuciones de los 4cidos orgénicos es su
capacidad quelante que puede acomplejar calcio, cobre, niquel, manganeso, hierro y aluminio
de las sales fosfatadas y con ello llevar a cabo la solubilizacion del fosforo.

La capacidad de secrecion de acidos organicos esta determinada por los genes, pero también
puede verse afectada por las condiciones ambientales. Por ejemplo, el carbono y el nitrégeno
podrian afectar los tipos de acidos organicos y la solubilizacion de fosfatos. Un alto C / P
aumentara la produccién de acidos organicos, y varias relaciones C/ Ny N / P afectan el
crecimiento de microbios (Li et. al., 2016). De acuerdo con diversos autores la concentracion
y el tipo de &cidos organicos producidos, estan altamente influenciadas por las fuentes de P
y N en el medio, igualmente se han evaluado su produccién ante azicares como fuentes de
carbono como glucosa, galactosa, maltosa y sacarosa; todos estos factores intervienen a su
vez en la solubilizacion de P (Scervino et. al., 2011; Coutinho, et. al., 2012; Jacoby et.al.,
2017; Tahir et. al., 2013).

2.2.3.4 Influencia de las enzimas

La solubilizacion del fosforo organico es posible mediante la accion de enzimas hidroliticas
extracelulares, que permiten la reduccion de macromoléculas a oligdmeros y mondmeros,
estas enzimas son capaces de liberar fosforo organico y se clasifican en: fosfomonoesterasas
o fosfatasas, fitasas y por ultimo las fosfonatasas y liasas. Las primeras son las de mayor
actividad en los suelos y son las que efectiian la defosforilacion de los enlaces fosfoéster o

fosfoanhidridos presentes en la materia orgéanica; las fitasas liberan el fosforo del acido fitico,
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y las fosfonatasas son enzimas que llevan a cabo la ruptura del enlace C-P presente en

fosfonatos organicos (Restrepo et. al., 2017).

2.4 Biofertilizantes

La fertilizacion ha cubierto la necesidad de optimizar el rendimiento de los cultivos, no
obstante, el alto costo aunado con la aplicacion desmedida resulta en la baja rentabilidad y el
dafno ambiental, haciendo menos viable su uso, Jacoby y colaboradores (2017) le atribuyen
las alteraciones a los ciclos biogeoquimicos, la degradacion del suelo, la eutrofizacion de las
vias fluviales y las emisiones de gases de efecto invernadero. Cerca de un 20% a un 40% de
los fertilizantes aplicados al suelo son asorbidos por las plantas, de ahi que los biofertilizantes
son una opcion viable para la sustitucion total o parcial de la aplicacion de fertilizantes
inorganicos (Grageda et.al., 2012). Los biofertilizantes son aquellas sustancias que contienen
microorganismos vivos, no patogenos, que al ser inoculados en plantas, semillas o suelo son
capaces de vivir asociados o en simbiosis con la rizosfera o en el interior de las raices, lo cual
favorece la nutricion y rendimiento de los cultivos, promoviendo el crecimiento de las plantas

(Aguirre et. al., 2012; Grageda et. al., 2012; Restrepo et. al., 2017).

2.4.1 Clasificacion de biofertilizantes
Existe una distincién entre los biofertilizantes que contienen microorganismos y los

productos organicos como; el estiércol, residuos de cosechas, composta y vermicomposta
que al ser incorporados al suelo favorecen su nutricion, pero son reconocidos como
fertilizantes organicos (Aguado, 2012). Es comln que se maneje una clasificacion que

corresponde a la funcion de los biofertilizantes, como se muestra en la Figura 7.

i i Biofertilizantes .
| Fitoestimulantes | Mejoradores de suelo
16 Incrementan el suministr -
Produccion de reguladores crementan el suministro Formacién de agregados
del crecimiento que de los nutrientes por accion bl . 1
estimulan la germinacion y sobre los ciclos estables que mejoran la
Se . Py estructura del suelo
enraizamiento biogeoquimicos

b.(;Al%er_lctgs d(::e (;l(il(':tl::llos Biorremediadores Mejoradores
| brofogt patog \ | ecofisiologicos

Eliminan productos
xenobidticos tales como Incrementan la resistencia
plaguicidas o hidrocarburos al estrés bidtico o abidtico

Desarrollan antagonismo
microorganismo-
microorganismo

Figura 7 Clasificacion de los biofertilizantes de acuerdo con su funcion
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De igual modo existen muchos otros beneficios en la utilizacion de los biofertilizantes, como
el aumento de la capacidad de las plantas para absorber agua y nutrientes, la reduccion de
fertilizacion quimica, aumento del crecimiento de las plantulas, incremento del
enraizamiento de esquejes, aumento del vigor de las plantulas, biocontrol de fitopatogenos,
reduccion de los tiempos de cosecha y extension de los tiempos de produccion, incremento
del rendimiento de los cultivos, aumento de la calidad de los frutos, reduccion de la
contaminacion ambiental, biorremediacion de suelos contaminados por derivados del
petroleo y metales pesados, asi como la degradacién de contaminantes organicos como

plaguicidas y bifenilos policlorados (Grageda et. al., 2012).

Entre los biofertilizantes que incrementan la disponibilidad de nutrientes, se encuentran los
que contienen microorganismos solubilizadores de fosforo (MSP), que como se ha tratado a
lo largo del presente trabajo, la situacion de indisponibilidad de fosforo requiere la
implementacién de técnicas que dispongan a las plantas de este macronutriente, siendo los

MSP, alternativas prometedoras.

2.5 Potencial del género Penicillium sp como biofertilizante
El género Penicillium forma parte de los hongos que de forma natural se encuentran en

muchos suelos, Scervino y colaboradores (2011), resaltan su dominancia como hongos
involucrados en el ciclo del P, las dos anteriores resultan importantes en el presente trabajo
puesto que la adicién de hongos endémicos podria aumentar las posibilidades de que éstos
se adapten a las condiciones del suelo en cuestion y también que se favorezca su actividad

solubilizadora y con ello su funcion como biofertilizante.

Las especies de Penicillium han sido de interés en la solubilizacion de P en sistemas de
fermentacion o para ser inoculados directamente en el suelo. Dentro de las ventajas de estos
hongos se encuentra la tolerancia a altas concentraciones de metales pesados y mayor
tolerancia a la acidez o alcalinidad, con respecto a las bacterias. Las especies de Penicillium
que solubilizan P, también pueden tolerar concentraciones de sal de hasta el 20% (Flores et.
al., 2014). Existen investigaciones previas que evaltan la capacidad de solubilizacién del P
por especies de Penicillium, ejemplo de ello es Penicillium radicum que libera acido

glucdnico, responsable de la quelacion de AI*® lo cual resulta determinante para la
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solubilizacion del fosfato de aluminio coloidal (Whitelaw et. al., 1999). En cuanto a P.
oxalicum aislado de suelos calcareos, solubilizd 1862.9ug mL de P, comparado con 1413
ug mL™ de Aspergillus niger y P. bilaii, como control positivo que después de 13 dias
solubilizd 1797ug mL™ (Yin et. al., 2015). En el caso de Penicillium janthinellum aislado de
la rizosfera de arroz y producido como biofertilizante concentrado liquido para uso agricola,
se obtuvieron resultados positivos tales como: mayor desarrollo radicular y aéreo, mayor
sanidad en el cultivo y aumento de la produccion hasta en 38% (Nustes y Acevedo 2005).
Existe evidencia que demuestra que el tipo y la concentracion de acidos organicos producidos
por cada especie de Penicillium varian segun la fuente de P, C, o N disponible, en la Tabla 4

se observa la variedad de especies estudiadas en la produccién de &cidos orgénicos.

En 1987 Mert y Ekmekci evaluaron la tolerancia de salinidad provocada por NaCl en cepas
de Penicillium chrysogenum extraidas de la rizésfera, los resultados mostraron que la cepa
se inhibe el crecimiento vegetativo, pero por el contrario aument6 un 173% el crecimiento
reproductivo con respecto al control, en medios salinos con CE de 12.5. También se presento
un incremento en el contenido de &cidos organicos con respecto a la comparacion entre la

cepa Aspergillus flavus, relacionandolo con el crecimiento reproductivo.

Tabla 4. Produccidn de &cidos organicos por especies de Penicillium solubilizadoras de fosfato

Microorganismo

Acidos organicos predominantes

Penicillium canescens
Penicillium rugulosum
Penicillium radicum
Penicillium variable
Penicillium bilaji
Penicillium implicissimum
Penicillium digitatum
Penicillium purpurogenum
Penicillium ochrochloron
Penicillium oxalicum
Penicillium purpurogenum
Penicillium janthinellum

Oxalico, citrico, gluconico, succinico
Glucénico

Gluconico

Glucénico

Citrico, oxalico

Citrico

Succinico, citrico, tartarico
Gluconico, citrico, fumarico

Citrico, malico, glucénico

Citrico, férmico, lactico, malico y succinico
Gluconico, Valérico, Citrico
Glucoronico, Fumaérico

(Realizado a partir de Flores et. al., 2014; Scervino et. al., 2011; Scervino et. al., 2010; Serna et. al., 2017; Yin

et. al., 2015)
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2.6 Antecedentes de cascara de naranja y su interaccion con Penicillium sp.
La cascara de naranja es de los principales desechos sélidos de la industria de procesamiento

de frutas, puesto que los residuos son de hasta el 50% de la biomasa del fruto. La degradacion
efectiva de la cascara fresca es una preocupacion, puesto que, aunque comunmente el residuo
se seca para la extraccion de la pectina o se granula para la alimentacién animal, el alto costo
de secado, la baja concentracion de proteina y la alta fermentacion hace que este desperdicio
sea menos viable para tales aplicaciones (Gaind, 2017). La caracterizacion de la cascara de
naranja se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicion de céscara de naranja (Gaind, 2017)

Parametros Cascara de
naranja

pH 492 +0.12
Humedad % 81.60 + 1.80
MO % 95.20 + 2.30
TOC % 49.03 +£1.02
N Total % 1.60 £ 0.30
P Total % 0.10+0.01
K Total % 0.75+0.02
Celulosa % 12.70 + 0.90
Hemicelulosa % 5.30 + 0.45
Lignina % 0.20+0.01

TOC= Carbono Orgénico Total

Costa y colaboradores (2019) sefialan como principales patdgenos a P. italicum y P.
digitatum, mientras que Gaind (2017) sefiala a P. expansum, como la segunda causa de dafio
de citricos, denominado moho azul. Con lo anterior Penicillium es la principal fuente de
contaminacion en etapa de postcosecha de citricos, debido a que causa la enfermedad del
moho verde en el 80% del total de la descomposicion de frutas, las esporas se encuentran
presentes en la atmosfera de los cultivos y la infeccion en la cascara de citricos contiene
muchos compuestos bioactivos que estimulan el crecimiento de Penicillium, como los
voléatiles principales en la cascara de varios cultivares de citricos son limoneno, mirceno, a-
pineno y B-pineno, los dos primeros estimulan el alargamiento del tubo germinal de
Penicillium italicum (Veljovi¢ et. al., 2017). Vilanova y colaboradores (2014) resaltan que
estas especies pertenecen a la clasificacion de hongos acidificantes por su capacidad de
modificar el pH.

22



Durante la colonizacion del tejido de cascara de citricos infectado, se acidifica debido a la
acumulacion de &cidos organicos (principalmente acido citrico y glucdnico); modulando asi
el pH en el tejido colonizado, los patdégenos acercan las condiciones ambientales al 6ptimo,
para la produccién de enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios, asegurando un pH
optimo, para realizar plenamente las funciones fisiolégicas y mejorando asi su virulencia
(Zhang et. al., 2013; Vilanova, et. al., 2014).

Existe una estrecha relacion entre el pH y la patogenicidad de Penicillium, por ello, el pH es

una sefal critica para indicar la virulencia en hongos patégenos de plantas.

2.7 Contexto de la zona de estudio

Xochimilco es un territorio lacustre del sur de la ciudad que aloja un complejo ecosistema
cultural y medio ambiental, donde ain persiste una agricultura ancestral lacustre de origen
prehispanico (Delgadillo, 2009). EIl sistema agricola chinampero representa la base de la
Declaratoria como Patrimonio Cultural de la Humanidad otorgada por la UNESCO en el afio
de 1987, a una zona de 7 534 ha localizada en las delegaciones de Xochimilco, Tlahuac y
Milpa Alta de la Ciudad de México (Gonzalez et. al., 2016).

El término chinampa deriva de la palabra ndhuatl “chinamitl”, que significa un 4rea encerrada
por un seto o bastones, el término es utilizado para designar tierras agricolas en un ambiente
de humedal, en el que las parcelas se elevan por encima del nivel del agua y estan rodeadas
de canales (Figura 8). La construccion de suelos artificiales, es decir los campos elevados
son conocidos por su alta productividad y sostenibilidad, incluso bajo cultivos intensivos y
continuos, puesto que el suelo de la profundidad de los canales se usa como fertilizante

(Morehart 2012; Krasilnikov et. al., 2011).
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Figura 8 Diagrama de una chinampa
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Moncada (1982), plantea la posibilidad de que las chinampas hayan sido planeadas y
construidas por el pueblo teotihuacano, que por el desarrollo que alcanzo parece ser el tnico
capaz de desarrollar una agricultura intensiva en esa época. Las chinampas se hicieron por
acumulacion de materia organica, sedimentos lacustres francos o cualquier material que
sirviera para consolidar las islas, separados por un sistema de canales, que servian para la
comunicacion y el drenaje, la superficie del suelo estd aproximadamente a un metro sobre el

nivel del agua (Krasilnikov et. al., 2011; Ramos 2006).

2.7.1 Problematica ambiental en la zona de estudio

A medida que la ciudad ha crecido el Valle se ha desecado. La mayoria de los manantiales
que antes alimentaban el Lago de Chalco-Xochimilco han sido entubados con un enorme
ducto que lleva el agua a la ciudad, dejando a las chinampas demasiado altas y secas.
Actualmente la practica de nivelacion de chinampas ya no se sigue y se trata de utilizar lo
menos posible abono verde, incrementando el uso inmoderado de fertilizantes quimicos, todo
lo cual ha repercutido el desequilibrio del ecosistema. La utilizacion de lirio acuético y su
alta proliferacion en los canales lo convierte en una plaga e impide el acceso a las chinampas
mas alejadas de los embarcaderos, las chinampas de bajo nivel se inundan frecuentemente en
la época de lluvias, con la consecuente pérdida del cultivo (Ramos, 2006).

Predomina la pérdida de las actividades rurales sobre las actividades turisticas, recreativas y
urbanas; lo cual empeor6 en la década de 1950, cuando los canales de agua se comenzaron a
Ilenar con agua reciclada, para destinar toda el agua de los manantiales para el consumo de
la ciudad, con lo cual, las actividades agricolas perdieron productividad. El impacto de la
urbanizacion no es sélo fisico: en el afio 2005 s6lo el 3% de la poblacion se dedicaba a la
agricultura, el 95% de las chinampas del centro de Xochimilco estaban abandonadas y varias
chinampas improductivas habian sucumbido al mercado inmobiliario irregular (Delgadillo,
2009).

En la region chinampera de Xochimilco y Tlahuac, se presenta un deterioro ambiental severo.
Las chinampas estan en peligro de desaparecer, debido al crecimiento urbano, a la
sobreexplotacion de los mantos acuiferos y a la contaminacion por sales, sodio y metales
pesados contenidos en las aguas que provienen de una planta tratadora de agua (Ramos et.
al., 2001).
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2.7.2 Problematica Agricola en la Zona de Estudio

Hasta el 2018 la delegacidn de Xochimilco en la CDMX ocup0 el 4° lugar en la produccion
ocupando el 9.9% de la superficie sembrada de la ciudad, con 1680 ha. Sin embargo, en
cuanto al valor de la produccién Xochimilco ocupa el 2° lugar, al tener después de Milpa alta,
el 27.5% del valor de la produccion en la ciudad con 325 MDP (SIAP, 2018).

Del sistema el 17% de las chinampas se encuentran activas y el 83% son potenciales, es decir,
actualmente no estan cultivadas, pero son factibles de reactivarse. En términos de produccion
se orienta en un 64% a la siembra de hortalizas y el 36% restante al cultivo de flores, San
Gregorio Atlapulco, el ejido de estudio para el presente trabajo tiene el 42.7% de esta
produccién con un predominio de hortalizas, siendo la zona con menor cantidad de
chinampas abandonadas (Tabla 6), del centro al oriente el cultivo mas empleado son distintas
variedades de lechuga, mientras que del centro hacia el poniente hay mayoria de cultivos de
verdolaga (Gonzélez et. al., 2016).

Los suelos en la zona presentan condiciones favorables para la agricultura, puesto que se
caracterizan por un alto rendimiento en la produccion de una gran variedad de especies
horticolas y floricolas, pero su principal limitacion es su elevada salinidad y alcalinidad. La
desecacion de gran parte del lago de Xochimilco y la acumulacién de sales han afectado la
agricultura chinampera (Ramos et. al., 2001). Aunado a que el agua de riego son aguas
residuales que contienen una alta concentracion de sales, metales toxicos y organismos

patdgenos, que afectan el suelo, la fauna y la flora (Krasilnikov et. al., 2011).

Tabla 6. Estado del sistema chinampero (Gonzélez et. al., 2016)

Superficie Cantidad de Chinampas
Zonas Chinamperas
Ha % Activas | Abandonadas | Totales
Xochimilco 1 059 47 864 15 000 15 864
San Gregorio Atlapulco 484 22 1530 530 2 060
San Luis Tlaxialtemalco 103 18 430 170 600
San Pedro Tlahuac 165 8 474 666 1140
San Andrés Mixquic 404 5 288 970 1258
Total 2215 100 3586 17 336 20 922

25



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1- Localizacion del area experimental.
En el presente trabajo se presentan las pruebas de remediacion de suelo bajo condiciones de
invernadero realizadas en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, en el
cual se utilizo suelo salino perteneciente a una parcela con una superficie de 130 m?, del ejido

de San Gregorio Atlapulco en la Alcaldia de Xochimilco, Ciudad de México, con

coordenadas 19°15'37.7"N y 99°04'06.3"W.

3.2- Métodos
A lo largo del presente trabajo se llevo a cabo el seguimiento en la salinidad y solubilizacion
de fésforo en un suelo salino chinampero a partir de la bioaumentacion fungica al suelo en el
soporte solido proveniente de residuos agricolas, en este caso, la cascara de naranja dulce
(Citrus sinensis), con crecimiento de al menos tres cepas de hongos; la cual fue aplicada al
suelo mediante tratamientos que constituyeron el indculo con las condiciones ambientales
que influencian en él. El in6culo se aplico al suelo para disminuir los niveles de salinidad,
medidos como conductividad eléctrica (CE) y el aumento de la solubilizacion de fosforo, asi
como el analisis en la modificacion de la dinamica de los nutrientes presentes en el suelo

antes y después de los tratamientos.

Mediante bioensayos fue evaluada la fitotoxicidad en plantulas de lechuga a partir de la
aplicacion de diferentes cantidades de la cascara de naranja, tiempos e intervalos de
aplicacion; de forma complementaria se estudid la eficiencia fisiologica y dindmica de

crecimiento de la lechuga a partir de la aplicacion de los tratamientos.

Con el fin de analizar los mecanismos por los cuales el in6culo fungico utilizado modifica la
conductividad eléctrica y la disposicion de fosforo, se llevo a cabo la identificacion molecular
de los hongos crecidos en la cascara de naranja, mismos que forman parte de la técnica de
bioaumentacion al suelo. Una vez aislados e identificados, se determin6 su capacidad para

producir acidos organicos.
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3.2.1 Caracterizacion del suelo de estudio
La caracterizacion fisica y quimica del suelo salino utilizado en la presente tesis fue
determinada conforme a los pardmetros de la NOM-021-RECNAT. Se llevo a cabo la
medicion de metales al inicio y al final de los tratamientos de remediacion, por medio de
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), y a modo de
referencia se analizo, el contenido de plaguicidas en el suelo por medio de cromatografia de

gases.
3.2.2 Aislamiento del inoculo fungico de cascara de naranja

Durante el presente trabajo, el inoculo fingico utilizado para la bioaumentacién en suelo
consistio en tres cepas de hongos inicialmente desconocidas, crecidos en cdscara de naranja
que utilizan naturalmente como sustrato después de haber sido sometida a condiciones

especificas protegidas por la modificacion a la patente 291975.

A los seis dias del inicio de inoculacion de la cdscara de naranja se realizo el aislamiento de
las cepas que consistio en colocar 1 g de céscara de naranja inoculada en 9 ml de solucién
salina al 0.85 %, de la cual se realizaron diluciones hasta obtener cultivos monosporicos, las
diluciones pasaron por un Vortex por 30 segundos, de cada solucion se tomaron 10 uL. que
fueron sembrados en placas con medio de cultivo rosa de bengala, este medio funciond como
medio selectivo para distinguir el crecimiento de bacterias y levaduras, por otro lado los
hongos fueron aislados en placas con medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), hasta lograr

la diferenciaciéon macroscépica de las cepas fungicas.

3.2.2.1 Caracterizacion de cultivo fungico
Posterior al aislamiento del indculo, se realiz6 la caracterizacion macroscopica a través de la
diferenciacion de los patrones de crecimiento de las colonias en el medio de cultivo solido
utilizado agar papa dextrosa (PDA); asi como la caracterizacion microscoOpica para la cual se
realizd un microcultivo para observar el micelio de cada especie aislada. Para cada una de
las cepas se colocd un cuadro de 1 cm? de PDA en un portaobjetos contenido en una caja de
Petri, en el agar se sembro el hongo en el centro y en los bordes del cuadro colocando en un

cubreobjetos cerrando la caja Petri para incubarla durante tres dias, momento en el cual se
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tomo el cubreobjetos y observado en el microscopio dptico con tinciones de safranina y azul

de metileno, utilizando el objetivo de 40x.

Una vez caracterizados los hongos de forma general, se seleccionaron los de mayor
dominancia de crecimiento fungico de la cdscara de naranja para su identificacion en lo
particular, para lo cual se realizo un andlisis molecular a partir de la secuencia del fragmento

16S-ITS1-5.8S-1TS2-268S ribosomal para los hongos seleccionados.

La realizacion de la identificacion molecular fue a partir de la siembra de las cepas,
manteniéndolas por 48 horas a una temperatura de 28°C, de las cuales se tomaron 500 mg de
biomasa para la extraccion de ADN, por medio del kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep.
La cantidad de ADN obtenida se calcul6 a partir de espectrofotometro Epoch (BioTech). El
fragmento 16S-ITS1-5.8S-1TS2-26S se amplificd usando los oligonucleotidos ITSS5 y ITS4
de acuerdo con las condiciones previamente descritas por White (1990), a partir del ADN
total obtenido. Se utiliz6 un gel de agarosa al 1% para comprobar el tamafo del fragmento

esperado (500-800 nt) por 15 minutos a 100V.

3.2.3 Determinacion de produccion de acidos organicos
Con respecto a las caracteristicas bioquimicas del indculo fingico utilizado, se evalué el pH
de la cascara de naranja a lo largo del proceso de colonizacion, cada 24 horas durante 6 dias.
Para cada dia de muestreo se tom6 una muestra de 10 g de cdscara de naranja en proceso de
inoculacidn, se coloco en 100 mL de agua desionizada, los cuales fueron molidos y filtrados
con papel filtro de poro medio, al extracto obtenido se determind el pH, mediante un

potenciometro de la marca Hanna, calibrado previamente.

Al dia seis de colonizacidn, se realiz6 la extraccion de las muestras para realizar el analisis
de acidos organicos, dichas muestras consistieron en la extraccidon a partir de: cascara de
naranja sin ino6culo (CN) y céascara de naranja con indculo (CNI), al analizarlos mediante

cromatografia liquida de alta eficacia por deteccion de arreglo de diodos (HPLC).
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Se realiz6 una extraccion sélido-liquido, utilizando una solucion de etanol puro con agua
desionizada al 50%, por cada 20 mL de solucién se agregaron 5 g de cdscara de naranja al
cartucho de celulosa en el sistema Soxhlet, a una temperatura de 50° C durante 60 minutos.
El segundo paso consistio en la extraccion liquido-liquido en un rotavapor, a una temperatura
de 40° C hasta la evaporacion del disolvente. La muestra resultante fue filtrada a través de un

cartucho Superclean LC-18 SPE, y posteriormente pasada por un filtro de nylon de 0.2 pm.

Finalmente se realiz6 una dilucion 1:100 de la muestra, de la cual se inyectd 50 pl de ella al
HPLC 3000 Dionex, Thermo Scientific, con detector UV a 210 nm y 50°C, utilizando una
columna AMINEX HPX-87H 300 X 7.8 mm BIO-RAD, con una fase moévil de acido
sulfarico al 0.05 M a un flujo de 0.6 ml min"!. Los picos en los cromatogramas fueron
identificados a partir de un estandar (Acid Organic Standard, BIO-RAD) de los acidos
gluconico, oxalico, citrico, tartarico, malico, succinico, féormico y acético.
3.2.4 Monitoreo del pH
3.2.4.1 pH en cascara de naranja
El monitoreo de pH en la ciscara de naranja durante el tiempo de colonizacion se realizd
cada 24 horas durante 7 dias. Cada dia se tom6 una muestra de la cascara de naranja de forma
aleatoria de la solucion patron que se encontraba bajo condiciones ideales para ser inoculada
por el cultivo fingico. Los tratamientos realizados por triplicado, para ello se pesaron 30
gramos de cascara de naranja con didmetro de 0.5 cm. Cada muestra fue molida durante 1
minuto con 300 mL de agua desionizada, el resultado de la molienda fue filtrado con papel
de poro medio, la fase liquida fue monitoreada a través de un potenciometro marca Hanna,
del cual se obtuvieron los valores de pH de la muestra, con esos resultados fue posible dar
seguimiento diario a la disminucion de pH durante el proceso de inoculacion con las especies
fingicas.
3.2.5 Optimizacion del sistema de biorremediacion de suelo

Durante esta etapa se evaluaron los factores que podrian interactuar entre ellos e interferir
sobre la eficiencia en la técnica de remediacion por bioaumentacion, los factores
estadisticamente significativos para la disminucion de la conductividad eléctrica en el suelo

de estudio fueron contemplados para la instalacion de bioensayos posteriores.
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Los tratamientos por evaluar para la seleccion de las condiciones de biorremediacion
consistieron en dos niveles para los factores: relacion fuente de carbono y residuo de naranja,
tiempo de colonizacidén, humedad de suelo, tamafio de soporte (cascara de naranja) y tipo de
fuente de carbono.

Tabla 7 Variables independientes: Tratamientos y niveles.

Tratamientos Nivel Bajo = Nivel Alto
) (&)
Relacion fuente de carbono y soporte 1:1 1:2
Tiempo de Colonizacion (Dias) 0 6
Humedad (%) 65 90
Tamaiio de soporte en cm (Cascara de naranja) 0.5 2
Fuente de carbono (Rastrojo) Avena Maiz

Los niveles de los factores evaluados corresponden a dos tiempos de colonizacion: 0y 6 dias;
dos tamafos de soporte: 0.5 cm y 2 cm (Figura 9); dos niveles de humedad en suelo: 65% y
90%; fuentes de carbono: rastrojo de avena y maiz; con respecto a la proporcion de soporte

y fuente de carbono: 1:1 y 1:2. Tales tratamientos pueden observarse en la Tabla 8.

Figura 9 Tamafos de soporte a partir de residuos de cascara de naranja

3.2.5.1 Diseiio Experimental
Se llevo a cabo un analisis factorial 272, con tres réplicas para cada uno de los tratamientos,
con un control negativo que consistié en aplicaciéon de agua sin tratamiento. La matriz
utilizada para el disefio factorial con variables y valores codificados se muestra en la Tabla

8.
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Tabla 8 Matriz de distribucion de tratamientos de remediacion

COLON,IZACI(’)N STgll)\iI)?lltI[(l)E RELACION HUMEDAD | FUENTE DE
(DIAS) CN/P (%) CARBONO
(CM)
T1 -1 0 -1 0.5 +1 (1:1) +1 90 +1  Maiz
T2 -1 0 1 20 -1 (1:1) +1 90 -1 Avena
T3 1 6 1 20 +1 (1:2) +1 90 +1 Maiz
T4 1 6 -1 0.5 -1 (1:2) -1 65 +1 Maiz
T5 -1 0 -1 0.5 +1 (1:1) -1 65 -1 Avena
T6 1 6 1 20 +1 (1:2) -1 65 -1 Avena
T7 -1 0 1 20 -1 (1:1) -1 65 +1 Maiz
T8 1 6 -1 0.5 -1 (1:2) +1 90 -1 Avena

3.2.5.2 Variables de respuesta
Posterior a la etapa de bioaumentaciéon fingica se llevdo a cabo la medicion de pH,
conductividad eléctrica, fosforo disponible para cada uno de los tratamientos del analisis
factorial fraccionado. Una vez remediado el suelo, se instald un bioensayo con plantulas de
lechuga, de las cuales se evaluaron los pardmetros fitométricos como altura de planta, peso

seco, peso fresco, numero de hojas y relacion aérea y radicular.

3.2.6 Bioensayos bajo invernadero en el cultivo de lechuga
3.2.6.1 Bioensayo a partir de suelo biorremediado

A partir de la remediacion de los suelos bajo las condiciones y tratamientos establecidos en
el punto 3.2.6, se tomaron muestras de estos suelos remediados con el fin de utilizarlos para
sembrar lechuga y evaluar el efecto de las plantas crecidas en estos suelos previamente
tratados, respetando los 8 tratamientos que fueron sometidos a las diferentes condiciones y
agregando un control negativo, originando asi 9 tratamientos.

Los suelos fueron colocados en almécigos con un acomodo aleatorio entre tratamientos, para
cada uno de ellos se instalaron 10 unidades experimentales que constaron de 10 cavidades
del almacigo, cada cavidad fue sembrada con 3 semillas de lechuga debido al porcentaje de
germinacion y de esa manera asegurar que en cada cavidad creciera una al menos una planta,
a los diez dias se retir6 el excedente de plantulas para dejar el crecimiento de una por cavidad.
Las semillas de lechuga crecieron bajo las condiciones ambientales de invernadero las cuales
fueron monitoreadas y son enunciadas en el Anexo 2. El crecimiento de las plantas de lechuga

se llevo hasta los 50 dias después de la siembra, en ese momento fueron muestreados todos
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los tratamientos. Para ello se extrajeron las plantas completas y se evaluaron las variables;
longitud de hojas (aérea), longitud radicular, longitud total de la planta, asi como el nimero

de hojas, peso fresco y seco aéreo, asi como el peso radicular y total de cada planta.

Las variables de longitud fueron medidas con una regla graduada, después de extraer las
plantas del almacigo se mantuvieron en hielo para evitar su deshidratacion y pérdida de peso,
se limpio el excedente de suelo y en el caso de la longitud de toda la planta se midi6 desde la
punta de la raiz mas larga hasta el final de la ultima hoja. En el caso de la longitud radicular
se midi6 desde la punta de la raiz més larga hasta el inicio de crecimiento de las hojas, a partir
de este punto se midi6 la longitud aérea o también llamada la longitud de las hojas. El peso
fresco fue medido en una balanza analitica, en la cual se pesaron las raices y hojas por
separado, asi como la planta completa. Para obtener la biomasa del tejido vegetal o también
llamado a lo largo del presente trabajo, peso seco, cada seccion de la planta, raices y hojas,
fueron secadas por separado en una estufa durante 36 horas a 55° C, hasta obtener peso
constante.
3.2.6.2 Fitotoxicidad: Limite maximo permisible.
Para definir la dosis dptima y con ello establecer el limite méximo permisible (LMP) de
aplicacion de naranja, en el cual las plantas de lechuga var. italiana puedan ser dafadas por
las dosis probadas a 0.5%, 2%, 3% y 4% en peso seco con respecto a la cantidad de suelo a
aplicar, los tratamientos fueron agregados con el mismo porcentaje de paja de maiz como
fuente de carbono y los tratamientos se distribuyeron en dos bloques uno con naranja
colonizada y otro con naranja sin colonizar. La aplicacion fue al momento de la siembra de
plantulas con cuatro dias de haber sido germinadas en cajas Petri para un crecimiento
homogéneo. En el dia 90 DDS se realiz6 el muestreo y se evalu6 longitud de plantula, nimero
de hojas, peso total de plantula, peso aéreo, longitud aérea de plantula, longitud radicular,
biomasa aérea, biomasa total.
Tabla 9 Dosis de aplicacion de cascara de naranja para LMP

Tratamiento | Dosis de aplicacion (%)

Control 0.0
T1 0.5
T2 2.0
T3 3.0
T4 4.0
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3.2.6.3 Fitotoxicidad: tiempo minimo de siembra.

Se sembro lechuga var. itlaliana en suelo salino no tratado previamente, se instalaron dos
bloques de tratamientos uno con aplicacién de naranja inoculada y otro con naranja sin
indculo a una concentracion de 1% en base seca con respecto a la cantidad de suelo a tratar,
incluyendo 1% de paja de maiz como fuente de carbono, la aplicacion fue realizada de forma
escalonada después de la siembra (DDS), con una semana de diferencia entre cada aplicacion
durante cinco semanas, con el fin de observar el tiempo minimo de siembra después de la
aplicacion de céascara de naranja y con ello observar la tolerancia de las plantulas ante la
aplicacion del tratamiento. Los tratamientos descritos anteriormente pueden observarse en la
Tabla 10.

El dia 90 DDS se realiz6 la evaluacion de las variables de respuesta fitometricas, tales como:
longitud de plantula, niimero de hojas, peso total de plantula, peso aéreo, longitud aérea de
plantula, longitud radicular, biomasa aérea, biomasa total y area foliar.

Tabla 10 Tratamientos para la evaluacion de fitotoxicidad en plantulas de lechuga

Tratamiento Tiel.npo.(’le1 Nuamero de aplicacion
aplicacion

Control - Siembra de semilla
T1 0 Siembra de semilla y primera aplicacion
T2 7 Segunda aplicacion
T3 14 Tercera aplicacion
T4 21 Cuarta aplicacion
T5 34 Quinta aplicacion

'DDS

3.2.6.4 Eficiencia fisiologica y dinamica de crecimiento
Se llevo a cabo el monitoreo de indices de crecimiento de plantulas de lechuga var. italiana
a lo largo de 100 dias posteriores a la siembra, a partir del tratamiento en dos bloques, uno
con aplicacidn de céscara de naranja colonizada y otro de cascara de naranja sin colonizacion.
Misma que fue aplicada a una concentracion del 1% en base seca con respecto a la cantidad

de suelo, adicionando la misma proporcion de paja de maiz como fuente de carbono.

Los tratamientos se realizaron al momento de la siembra de plantulas con crecimiento
homogéneo, germinadas previamente en caja Petri con tres dias previos. Se realizaron seis
muestreos destructivos, con un intervalo de tiempo de quince dias entre cada muestreo, el
primer muestreo comenzo a los 21 DDS y el ultimo de ellos concluy¢ el dia 101 DDS, en
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cada uno de ellos se realizé la medicion de parametros como longitud de plantula, nimero
de hojas, peso total de planta, peso aéreo, longitud aérea de planta, longitud radicular,

biomasa aérea, biomasa total y area foliar.

A partir de las variables de respuesta tomadas se calcul6 la tasa relativa de crecimiento
(TRC), el indice de area foliar (IAF), la tasa de asimilacion neta (TAN), el area foliar
especifica (AFE) y la relacion de area foliar (RAF). Los indices anteriormente mencionados
se obtuvieron a partir de las formulas presentes a continuacion, donde W es la materia seca
total el g; L4 es el 4rea foliar; P es el 4rea foliar por unidad de superficie de suelo en cm?; L,

es la materia seca foliar por planta en g; dW/dt es la variacion de masa seca en funcion del

tiempo.

. . . _ l d_W -1 -1
(1) ...Tasa Relativa de Crecimiento = TRC = (W) ( p” ) gg d
(2) indice de Area Foliar IAF = LFA Adimensional
3) Area Foliar Especifica AFE = LWA cm? g’!
(4) Relacion de Area Foliar RAF = 4 cm? g’!

w

.. ., _ (L d_W 2 -1

(%) Tasa de Asimilacion Neta TAN = (LA) (dt)) gem™~d

La eficiencia fisiologica se estudidé mediante los pardmetros de crecimiento que se
determinaron mediante el software MATLAB® y de acuerdo con el modelo matematico (7)

que Carranza y colaboradores (2009), plantean para analizar el crecimiento de lechuga en un

suelo salino, en tal modelo k >0y 0 <y < a, usando k/a como constante de proporcionalidad.

(7) 2-2y@-y)

La curva de crecimiento (8) donde a es la asintota superior, y = a cuando t -> o; y = 0 cuando
X -> - o es la asintota inferior; y es el tiempo en el que se alcanza la maxima tasa de
crecimiento o punto de inflexion (Wm =k a/4), en tal punto y = a/2 y la funcion es la curva

simétrica sigmoidal.

o

(8) Y = e ke»
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion del suelo de estudio

Las condiciones fisicas y quimicas iniciales del suelo de estudio se enmarcan a continuacion,
se incluyen parametros como la materia orgéanica, pH, conductividad eléctrica, nitrégeno
total, fosforo disponible, concentracion total de nutrientes, criterios de salinidad, bases

intercambiables y contaminantes como el contenido de plaguicidas y metales pesados.

En la Tabla 11, se presentan los pardmetros de caracterizacion, los cuales indican que los
niveles de nitrégeno y fosforo se encuentran por debajo de los 6ptimos, contrario asi la
materia organica que se encuentra en el rango muy alto, con un valor de 16.61% lo cual
favorece la retencion de nutrientes, que de otra forma podrian ser lixiviados (Bidwell, 1993)
y confirman lo que Krasilnikov y colaboradores (2011) sefialan sobre la predominancia de
alto contenido de M.O. en las capas superficiales de suelos chinamperos, que es debida a su
origen, pues a estos suelos le es integrado material organico del fondo de los canales.

Tabla 11 Anélisis quimico de suelo de estudio

Valor

Criterio Obtenido Clasificacion*
Materia Organica 16.61 + 0.64 Muy alto
(%)
Fosforo Disponible .
(mg kg™ suelo) 0.32 +£0.05 Bajo
Fosfor(LTotal 1276 + 1.52 NA
(mg kg™ suelo)
Nitrogeno Total .
(mg kg suelo) 0.29 £ 0.01 Muy bajo
Nitrogeno Total 2.96 +0.11 Muy bajo
(%)
Carbono Total
(%) 26.62 + 0.88 NA
Relacion C:N 8.96 NA

*Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000
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Es importante observar que la concentracion de fosforo asimilable o disponible para las
plantas se encuentra por debajo de los 6ptimos, al tener un valor de 0.32 mg kg™! suelo, que
con respecto a la presencia de fosforo total, 12.76 mg kg™ suelo, podemos determinar que
unicamente el 2.54% del fosforo total presente en el suelo se encuentra disponible para su
asimilacion por las plantas, Yin y colaboradores (2015) consideran que del 80 al 90% del
fosforo es fijado en el suelo y transformado en formas insolubles para las plantas, lo cual es

consistente con las condiciones iniciales del suelo chinampero de estudio.

Con respecto al nivel de salinidad al incio del presente trabajo (Tabla 12) y de acuerdo con
la normatividad de clasificacion de suelos vigente (NOM-021) y diversos autores (Tabla 1),
se comprobo que el suelo pertenece a la clasificacion de salino con un riesgo de sodicidad
bajo, lo cual fue determinado a partir de la obtencion de la relacion de adsorcion de sodio
(RAS) y del porcentaje de sodio intercambiable (PSI) que indican el porcentaje de Na™ en el
complejo de cambio.

Tabla 12 Determinacion de parametros de salinidad

. Valor . ./
Criterio Obtenido Clasificacion

pH 5.52+0.22 Moderadamente acido

Condl_llctwldad Eléctrica 6.63 + 0.08 Salino

(dS m™)

RAS 173 Riesgo de Sodlcldad
Bajo

PSI 1.27 Salino

Bicarbonatos

(mmol HCO3) 0.30 + 0.00 NA

Carbonatos

(mmol CO*3) 0+ 0.00 NA

Cabe resaltar que el suelo tiene un comportamiendo acido por su pH, pero con presencia de
salinidad por el alto valor de conductividad eléctrica, lo cual muestra que el tiipo de salinidad
del suelo pertenece a la categoria de suelo salino no sédico. Otro de los indicadores del tipo
de salinidad es la concentracion de calcio y magnesio, que son dominantes sobre la

concentracion de sodio (Tabla 13).
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Los carbonatos y bicarbonatos tambien estan relacionados con la salinidad y estan presentes
en suelos con pH mayores a 9, dando condiciones de alcalinidad debido a la formacion de
OH. Los carbonatos estan asociados a graves problemas de sodificacion y el bicarbonato
sodico es menos alcalino que el carbonato, debido a que el 4cido carbonico neutraliza en
parte el efecto alcalino (Ibafiez et. al., 2004). Con base en lo anterior, en el presente suelo, la
ausencia de carbonatos confirman que no se trata de un suelo con problemas de sodicidad y
la presencia de bicarbonato en el suelo, aunque baja, podria sugerir que el sistema por si
mismo provoca cierta resistencia a la alcalinidad, lo cual explicaria el hecho de que el suelo

a pesar de ser salino, no presenta alcalinidad, al tener un pH acido, de 5.52.

Son consideradas bases intercambiables aquellos conjuntos de iones que estan absorbidos
sobre la superficie de las arcillas; Cuando un coloide del suelo esta altamente saturado de
cierto catiébn y tiene una concentracion baja de otros cationes, éstos ultimos son mas
dificilmente intercambiables (Bidwell, 1993). Con base en lo anterior, en el suelo de estudio
el mayor porcentaje, 56%, es Ca’’, mientras que el Mg?" (5%), el Na" (4%) y el Al (13%)
por tanto estos ultimos se fijardn de forma preferencial en los coloides del suelo al ser los
cationes de menor concentracion y por tanto seran mas dificilmente desplazables en el
complejo de cambio con respecto al Ca*" y K, que serdn mas facilmente encontrados en la
solucion del suelo para ser dispuestos por las plantas o intercambiados por los cationes libres

(Tabla 13).

Tabla 13 Bases intercambiables

Bases % de bases mg kg de 2Cmol (+) Clasificacién
intercambiables intercambiables suelo kg1 NOM-021
K 20.31 1103.265 2.821 Clase Alta
Ca 56.35 3060.71 15.273 Clase Alta
Mg 5.20 282.818 2.326 Clase media
Al 13.25 720.0970 8.006 ND
Na 4.86 264.2005 1.149 ND

a.Miliequivalentes por cada 100g de suelo y que en la actualidad es expresada en Cmol(+)kg™.
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La CIC y las bases intercambiables tienen una estrecha relacion entre si, por ello en la Tabla
13 se encuentran los mg kg™ de suelo y su conversién a Cmol (+) kg™! misma que permite
clasificarlo de acuerdo a la NOM-021, observando que el potasio y calcio se encuentran
dentro de la clase alta en su contenido, de ahi la facilidad de estos a ser desplazados en las
arcillas y ser absorbidos por las plantas.

Como se menciond en la seccion 2.1.3 del presente trabajo, los micronutrientes son elementos
escenciales para el desarrollo de la planta pero que se requieren en cantidades usualmente
menores a 50 mg kg! de tejido; tales como hierro, cobre, zinc, manganeso, molibdeno, cloro,
boro, cobalto y niquel (NOM-021). La informacién obtenida a partir del anélisis de suelo por
ICP-MS, presento6 la composicion de los micronutrientes manganeso, hierro y zinc mismos
que se encuentran en cantidades superiores a las consideradas adecuadas por la norma, por
su parte el cobre, molibdeno, cobalto y boro no estan presentes en el suelo (Tabla 14).

Tabla 14 Micronutrientes del suelo

. . 1 Clasificacion
Micronutriente mg kg™ de suelo NOM-021
Mn 10.193 £1.186 Adecuado
Fe 3983.84 £ 924 Adecuado
Zn 4.200 £ 0.700 Adecuado

Con respecto a los contaminantes presentes en el suelo, se observd que estan presentes
algunos metales pesados como; plomo y arsénico, sin embargo, su concentracion es baja y
se encuentra dentro de los rangos permitidos, situacion que indica que la presencia de metales
pesados no es una problematica en el suelo ni lo serd en las plantas que crezcan en el (Tabla

15).

Tabla 15 Metales contaminantes en el suelo

Contaminante mg kg! Clasificacion
NOM-021
Pb 1.074 £ 0.403 Normal
As 1.885 +0.902 No disponible

Por su parte, en los residuos de plaguicidas encontrados (Tabla 16), se puede prestar atencion
a los altos contenidos de los insecticidas clordano, paration, carbaril y malation, por
mencionar algunos, siendo los de mayor concentracion los insecticidas heptaclor y lindano

en sus formas de hexacloruro de benceno o y f3.
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Tabla 16 Andlisis de plaguicidas en suelo de estudio

Plaguicida Concentracion mg kg!
d-BHC 0.3127 £ 0.03
a-BHC 0.0670 £ 0.02
b-BHC 0.0020 = 0.0004

Toxafeno 0.0005 + 0.0002
Malation 0.0003 = 0.00
Heptacloro 0.0023 £0.001
Clordano 0.0008 £+ 0.0001
Paration 0.0005 = 0.00
Carbaril 0.0005 £ 0.0002
Heptacloro Epoxido  0.0006 + 0.0003
p,p'-DDT 0.0002 £ 0.0001

Metoxicloro 0.0007 £ 0.0007

Mirex 0.0007 £ 0.0002

Con respecto al analisis fisico del suelo, se determiné que la clase textural a la cual pertenece
es franco, es decir, que tiene una mezcla entre arenas (42.22%), limos (34.88%) y arcillas
(22.68%), caracteristica que le da una alta retencion de agua y nutrientes, Optima para el

desarrollo de las plantas.
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4.2 Caracterizacion de inoculo fiingico aislado de cascara de naranja

La cascara de citricos contiene muchos compuestos bioactivos que estimulan el crecimiento
de especies de Penicillium como P. digitatum, P. italicum y P. expansum. Debido a
caracteristicas como el pH acido, el contenido de fibra y la presencia de carbohidratos
solubles e insolubles (pectina, celulosa y hemicelulosa) convierten a la cascara de naranja en
un potencial soporte para la produccion microbiana de productos de valor agregado por
medio de la fermentacion de estado sélido (Gaind, 2017). Es asi como a lo largo del presente
trabajo se estudia la aplicacion de cascara de naranja inoculada con especies de Penicillium,

para la aplicacién a suelos, evaluando sus efectos.

4.2.1 Caracterizacion macroscopica y microscopica

A partir del aislamiento microbioldgico, se obtuvieron seis hongos de la cascara de naranja
que se emplearon  para inocular el suelo, mismos que fueron diferenciados
macroscopicamente (Figura 10) y observados microscopicamente (Figura 11). El criterio de
seleccion fue enfocarse a las especies de mayor predominancia en el crecimiento de la cdscara
de naranja. Cuatro de las cepas aisladas pertenecen al genero Penicillium (Imagenes a-d).
Una de las cepas aisladas tiene caracteristicas morfologicas que presumen pertenece al
género de Aspergillus (e), y la ultima de ellas no logré ser identificada al observarla al
microscopio (e).

Como se observa en la Figura 10a, la apariencia de la cepa tiene una textura aterciopelada
color verde opaco a verde grisaseo en algunas secciones, su crecimiento fue rapido,
alcanzando un didmetro de 4 a 5 cm después de 7 dias en incubacion a 25° C en medio de
cultivo PDA, su reverso es color crema, el crecimiento es redondo con bordes ligeramente
irregulares con un ligero contorno blanco.

En la Figura 10b, se observa una cepa con apariencia globosa y estriada desde el centro, color
blanca algodonosa en el crecimiento joven y color verde grisaceo en la maduracion de los
conidios, tuvo una esporulacion baja con respecto a especies como la 10a, y un crecimiento
lento de 2 a 2.5 cm de didmetro después de los 7 dias de incubacion a 25° C en medio de
cultivo PDA. En cepas de crecimiento mayor a 7 dias la cepa se tornaba de color totalmente

verde en tonalidades azules a grisaseas.
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Figura 10. Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas de cascara de naranja

La observacion de la cepa 10c coincide con lo que Arias y Pifieros (2008), quienes han
reportado las caracteristicas del hongo Penicillium citrinum, con caracteres como,
crecimiento lento de colonias alcanzando un diametro de 1.5 a 2.5 cm en 7 dias, reverso

amarillo, de colonia redonda y borde regular.

A traves de la observacion de las conidias de cada hongo mediante microcultivos (Figura 11),
se determino que cuatro de las cepas pertenecen al género Penicillium (Iméagenes a-d), y que
por tanto éste es el género dominante en el indculo de la cascara de naranja, razon por la cual
fueron estas cepas las de interés de estudio a lo largo del presente trabajo.

Las especies de Penicillium son muy comunes, ya que se asocian con alimentos almacenados
de seres humanos, excremento animal suelos y materiales de construccion y varios otros
habitats (Frisvard y Samson 2004). Pertenece al phylum Ascomycota, es un hongo de
crecimiento rapido dando colonias blancas inicialmente, las cuales se cubren con los esporos
y van tomando diferentes colores segun la especie. El verticillum es fundamental en la
clasificacion del hongo, asi pueden clasificarse en cuatro grandes grupos: monoverticillata,

asimétrica, biverticillatasimétrica y poliverticillata (Arias y Pifieros, 2008).
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La estructura que caracteriza a Penicillium, es el conidi6foro que presenta en forma de pincel,
a la cual se le debe el nombre del género, que proviene del latin Penicillus que es pincel
pequefio. Los conidios se presentan en cadenas y son originados a partir de una célula
especalizada: la fidlide; el conidiforo esta unido al micelio mediante la estipe; entre la estipe
y las fialides aparecen diferentes células, que se presentan agrupadas partiendo de un mismo
punto desde el que se originan, la célula de soporte de la fialide se denomina métula y la
célula de soporte de la métula se denomina rama (Martinez, 2003).

Se observan en la Figura 1la, los conididforos que son terverticilados, las métulas son
cilindricas, los conidios tienen paredes lisas y globosas. Por su parte los conididéforos de la
Figura 11b, se observan simétricamente biverticilado, con estipites lisos y largos, los conidios
son de paredes lisas, ampliamente elipsoidales. Finalmente, la Figura 11c tiene conidiéforos
largos, de paredes lisas, con 3 a 5 métulas divergentes, fidlides en forma cilindrica, conidios

producidos en columnas, globosas verticilado, estipites lisos, conidios globosos.

Figura 11. Caracteristicas microscopicas de las cepas aisladas de cascara de naranja
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4.2.2 Caracterizacion molecular

El subgénero Penicillium se encuentran entre los hongos filamentosos que estdn presentes
con mayor frecuencia en alimentos como moho, sin embargo, la identificaciéon de los 58
taxones del subgénero Penicillium es dificil, porque la micro morfologia de las cepas es muy
similar, asi como las estructuras y la ramificaciéon de los conidioforos, la forma y la
ornamentacion de los conidios por ello sus especies son consideradas las mas dificiles de
identificar (Frisvard y Samson 2004). Por lo anteriormente explicado, de las cuatro cepas
preseleccionadas por pertenecer al género Penicillium, se tomo la estrategia econémica de
identificar molecularmente tres de ellas (Imagenes a-c), tomando como criterio de exclusion

la cepa de mayor similitud con entre si, descartando la cepa d. de la Figura 10y 11.

Martinez en 2003, resalta que las especies de Penicillium presentan pequenas distancias
filogenéticas, mediante las regiones ITS se han conseguido separar distintas especies de este
género, que anteriormente no estaban claramente distinguidas, dado que la mayoria presentan
muy pocas diferencias entre si, incluso menciona que algunas de las regiones ITS pueden
llegar a ser idénticas, por ejemplo P. crhysogenum y P. nalgiovense o P. commune y P.
camemberti. Es asi que las cepas que contienen 5 o mas sustituciones en las regiones ITS

pertenecen a distintas especies.

En el analisis molecular de la cepa a. (Fig 10 y 11) la secuencia consenso obtenida con 518
nucledtidos indicd que corresponde a Penicillium crustosum, de la cepa b. se obtuvo una
secuencia de un total 555 nucleétidos asociados a la especie Penicillium steckii y finalmente
de la secuencia consenso con un total 339 nucledtidos de la cepa c., se determind que
pertenece a Penicillium citrinum, las tres fueron identificadas de acuerdo con la busqueda
BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI) con una cobertura de la
secuencia del 100% y una identidad del 99% y un ntimeros de acceso MN589639.1,
MHS857476.1 y M(G962378.1 respectivamente. Las secuencias de los fragmentos 16S -ITS1-

5.8S-ITS2-26S de cada una de las cepas se encuentran en el Anexo 3 del presente trabajo.
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El dendograma de similitud de las secuencias consenso de las cepas identificadas, se muestra
en la Figura 12, las cepas de interés se presentan en color rojo, en €l se puede observar la
cercania taxondmica que existe entre las cepas P. stekii y P. citrinum, lo cual concuerda con
lo que Houbraken y colaboradores (2010), que atendiendo a la relacion que existe entre las
dos especies, Penicillium citrinum fue extensamente examinada usando una combinacion de
B-tubulina parcial, calmodulina y datos de secuencia ITS, patrones de control y caracteres
fenotipicos, donde se clasifica a la serie citrina y a ella pertenecen siete especies, de entre las
que se encuentra Penicillium steckii. Los miembros de esta serie comparten tasas de
crecimiento similares y tienen vértices terminales de métulas con pequefios conidios,
esporulacion moderada, con conidios de color blanco, verde grisaceo o gris azulado,

ocasionalmente con pequenas gotas de exudado amarillo claro o palido, lo cual coincide con

las dos especies aisladas P. stecki'y P. citrinum.

Figura 12. Dendograma de similitud de la secuencia consenso del fragmento 16S-ITS1-
5.8S-ITS2-26S de las cepas identificadas (color rojo)
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4.2.2.1 Penicillium crustosum

P. crustosum tiene una alta tasa de crecimiento y una produccion muy alta de conidios, se
encuentra en el queso, semillas oleaginosas, nueces, manzanas, granos de café, maiz, semillas
de algodon, alimentos compuestos, carton y es comun en el suelo. Crece muy bien con poca
agua y en un amplio rango de temperaturas, hasta ahora no se ha reportado alguna aplicacién
biotecnoldgica. Cuenta con conidioforos terverticilados, conidios con paredes lisas, globosas,
color de conidio verde opaco a verde gris o verde azul en el margen de la colonia, color
inverso en fuertemente amarillo. Como parte de sus extrolites, estan penitrem A-G,
roquefortine C-E, 4cido terrestre y viridicatico, viridicatinas, hadacidina y andrastina A

(Frisvard y Samson 2004).

4.2.2.2 Penicillium steckii

Esta especie tiene una amplia distribucion, ha sido reportada y aislada en Japon, Panama,
Venezuela, Bermudas, Egipto, Venezuela, Indonesia y Eslovenia, se ha aislado de tela de
algodon, tierra, agua hipersalina, pez azul, heno de hierba costera, alcachofa y endofito de
raiz de planta de café. Tiene una esporulacion buena con conidios de verde a grisaceo,
pequefias gotas de exudado amarillo claro o débil, revertido tiene tonalidades crema a
amarillo claro y esporulacion buena, conidios de gris a verde, conididforos de hifas
superficiales, simétricamente biverticilado, estipites lisos, conidios de paredes lisas. Sus
extrolitos constan de isocromantoxinas, quinolactacina, 4cido tanzawaico E y F, y dentro de
los no caracterizados fueron llamados "FON", "FOS", "phoe" y "STOK". Penicillium steckii
fue colocado en sinonimia con P. citrinum. Sin embargo, tiempo después se amplio el
concepto entre P. citrinum 'y P. steckii, sefialando dentro de sus diferencias que las cepas de

P. steckii no producen citrinina y no pueden crecer a 37 © C (Houbraken et. al., 2010).

4.2.2.3 Penicillium citrinum

P. citrinum es un microorganismo termofilico que resistente a la sequia, el rango de
temperatura de crecimiento oscila entre 5 y 40 ° C, con crecimiento 6ptimo de 26 a 30° C,
capaz de producir citrinina entre los 15y 37 © C, y el rango 6ptimo de pH se encuentra entre
5y 7 (Sweeney y Dobson, 1998). Es una especie con esporulaciéon moderada, con conidios

de color verde grisaceo a gris azulado, aterciopelado, ocasionalmente con pequefias gotas de
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exudado claro o amarillo palido, amarillo parduzco inverso. Conididforos simétricamente
biverticilado producidas abundantemente en aislamientos frescos. Esta especie ha sido
aislada de varios sustratos como cereales tropicales, especias y ambientes interiores, es
predominante en suelos tropicales y se ha reportado como endoéfito de la raiz, tallo y hojas de
plantas de café y raices de Ixeris repens. La interaccion beneficiosa para la planta podria ser
la produccion de giberelinas, que mejora el crecimiento del tallo, y que se afirma que son
producidas por P. citrinum. Pero también otros reguladores del crecimiento de las plantas,
las citrinolactonas A y la esclerotinina C, sin embargo, se informa que la citrinina induce la
motilidad de enjambre de Paenibacillus polymyxa, una rizobacteria promotora del

crecimiento (Houbraken et. al., 2010).

Ademéds, produce principalmente citrina y otros extrolitos como el acido tanzowaico A,
quinolactacinas, quinocitrininas, acido asterico y la compactina, antraquinonas, agroclavina-
1 y epoxiagroclavina-1, citrinadina A, scalusamidas AC, perinadina A, ciclocitrinols,
ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-ona, 2,3,4-trimetil-5,7-dihidroxibenzofurano y giberelinas.

Las citrininas son micotoxinas, descubiertas por primera vez en este hongo y tiene
caracteristicas citotoxicas, actividades antimicrobianas y actividades de eliminacion de
radicales (Wang et. al., 2019). Sin embargo, la citrinina ha sido evaluada como una toxina
renal que puede conducir necrosis de las células epiteliales y teratogenicidad hasta el
momento no se ha establecido un estandar de toxicidad letal universal para el contenido de
citrinina en los alimentos, sin embargo, estandares de la Unién Europea establecieron limites

que oscilan entre 50 y 5000 ng g”! (Da Costa et. al., 2019).

La especie P. citrinum, es capaz de sintetizar un precursor de la pravastatina, farmaco
utilizado como tratamiento para inhibir la sintesis de colesterol endégeno (Martinez, 2003).
Dentro de los antecedentes que indican las alternativas de explotacion de P. citrinum en el
ambito biotecnologico, da Costa y colaboradores en 2018 encontraron dos B-glucosidasas:
las enzimas purificadas PcfGlul y PcBfGlu2, utilizando salvado de trigo como fuente de
carbono, mostrando caracteristicas relevantes para ser aplicadas en procesos como la
sacarificacion de biomasa, produccion de tenso activos biodegradables, sintesis de

oligosacaridos, eliminacién de glucésidos cianogénicos de la malta de sorgo utilizada en la
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produccién de cerveza africana y/o fuentes de energia potencialmente sostenibles (glucosa,

etanol, hidrégeno y metano) a partir de la conversion de biomasa.

4.3 Capacidad de produccion de acidos organicos

Es posible estimar la capacidad de solubilizacion de un microorganismo determinando la
cantidad y naturaleza de los acidos organicos producidos (Scervino, 2010). Existen ventajas
de los &cidos organicos sobre los acidos inorganicos en los suelos, dentro de las cuales se
encuentran los pocos efectos negativos para su calidad (como la salinizacion) y la liberacion
de mas H" debido a sus constantes de baja acidez que determinan la capacidad del acido
organico para cambiar la acidez de su ambiente (Xiao y Wu, 2014).

Por ello se llevo a cabo la identificacion de los acidos organicos presentes en la cascara de

naranja, asi como los producidos por el inoculo fungico crecido en ella.

4.3.1 Acidos Organicos de cascara de naranja

Los acidos organicos detectados en cascara de naranja sin inoculacién de hongos sobre ella
fueron el 4cido gluconico, citrico, succinico y acético. Tal como se observa en el
cromatograma presentado en la Figura 13, los tiempos de retencion en minutos corresponden
a 6.0 para el acido glucénico, 7.88 para el citrico, 9.1 para el malico y 11.45 para el succinico,
en el tiempo 9.8 existe un compuesto que persiste en cada una de las muestras, no obstante,
no ha sido identificado a través de los estandares de acidos organicos utilizados.

El area de los picos en el cromatograma correspondiente es proporcional a la concentracion
de los acidos, por ello el orden de predominancia de cada uno de ellos es gluconico, citrico,

malico y succinico en menor medida.

Los acidos organicos presentes en la cascara de naranja sin inocular, fue distinta a los acidos
en cascara de naranja inoculada, lo cual nos indica que existe una produccion de acidos

organicos que esta siendo metabolizada por los hongos de estudio en el presente trabajo.

En el caso de los 4cidos organicos producidos a partir del crecimiento del indculo fingico en
la cascara de naranja, como se muestra en el cromatograma de la Figura 14, los tiempos de

retencion en minutos observados para cada uno de los picos corresponde a los acidos
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gluconico a 6.0, citrico a 7.7, malico a 9.08, succinico a 11.7, formico a 13.31 y acético a
14.87, nuevamente el tiempo de retencion de 9.81 no fue identificado, pues vuelve a aparecer
y se conserva como en el caso de la cdscara de naranja sin inoculacion. De acuerdo con las
areas y enunciando en orden de mayor a menor presencia de cada uno de los picos y por ende
presumiblemente de mayor a menor concentracion son succinico, gluconico, acético, citrico,

férmico y malico.

Figura 13. Identificacion de acidos organicos en cascara de naranja
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4.3.2 Acidos Organicos de cascara de naranja inoculada

Es muy importante resaltar que los 4cidos que se incluyen en la cdscara de naranja inoculada
con respecto a la céscara sin indculo son el formico y el acético, por su parte el acido
gluconico y succinico incrementaron su area, lo cual indica que estos acidos estan
produciéndose por las especies de Penicillium crecidos en la cdscara de naranja aplicada al
suelo.

Muchos de los estudios realizados sobre la capacidad de solubilizar P a través de la secrecion
de acidos organicos, son enfocados mayormente a bacterias promotoras del crecimiento, de
las cuales se ha reportado la produccion de acido oxalico, lactico, acido 2-ceto-gluconico,
malico, acético, citrico, formico y gluconico (Tahir et. al., 2013). Estos cinco tltimos fueron
encontrados en la cscara de naranja con crecimiento de especies de Penicillium, lo cual hace

a estos acidos candidatos para el favorecimiento de la solubilizacion de P en el suelo.
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Figura 14. Identificacion de 4cidos orgéanicos en cascara de naranja inoculada
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En estudios previos han probado que los niveles de acidos organicos de cdscaras inoculadas
con diferentes especies de Penicillium, varian de acuerdo con la especie en si misma, asi
como con el estado de madurez de la naranja al ser cosechada, ello muestra una nueva
variable a considerar en estudios a futuro para la presente linea de investigacion, puesto que
los autores reportan que los niveles mas altos de acido citrico fueron variables al inocular la
naranja con P. expansum, cambiando su concentracion de acuerdo a las naranjas inmaduras
y maduras (413 y 546 ug g! FW, respectivamente). El 4cido glucénico también mostrd
diferencias pues las naranjas inmaduras contenian niveles mayores de 4cido gluconico que
las maduras. Por su parte, en las naranjas inoculadas con P. digitatum el dcido galacturénico
estuvo presente en los niveles mas altos y mostré una reduccion a medida que avanzaba la
madurez de la naranja, contrario asi en el cido citrico que a medida que avanzaba la madurez

de la naranja, su concentracion disminuy¢ (Vilanova et. al., 2014).
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4.4 Monitoreo del pH
4.4.1 pH en cascara de naranja

Con el fin de conocer la variacion en los cambios del pH de la cascara de naranja a partir de
la produccién de acidos orgénicos y su inoculacion con las especies de Penicillium, se llevéd
a cabo el monitoreo a lo largo de los dias, con el fin de relacionar el posible efecto en la

alcalinidad del suelo a través de la aplicacion de cascara de naranja.

Vilanova y colaboradores en 2014, sehalan directamente a los 4cidos organicos inducidos
por P. digitatum y P. expansum como responsables de la disminucion de pH en medio
liquido, atribuyendo esta disminucioén a los &cidos ascérbico, oxalico, citrico, fumarico,
gluconico, galacturénico, malico. Por su parte en extracto de cascara de naranja la
combinacion de acidos malico y citrico mostraron una mayor capacidad de acidificar y
disminuir el pH del tejido de naranja de 4.9 a 2.9 también hacen una interesante observacion

al indicar que el pH es independiente a la madurez de las naranjas.

En el presente trabajo, la diferencia de pH que existi6 entre cascara de naranja con y sin
in6culo fungico fue de 0.75 unidades de pH, a diferencia de lo que Costa y colaboradores en
2019, quienes consideraron la céscara de naranja sana con pH de 4.77 y céscara en
descomposicion por Penicillium digitatum con 3.12, en la cual existio una diferencia de pH

de 1.65.

En la Figura 15, se observa que el pH de la c4scara de naranja sin inocular, correspondiente
al dia 1, es 4cido con un valor de 4.3, a lo largo de los dias en los que la cascara de naranja
se sometid a las condiciones para ser inoculada, el pH se mantuvo en valores que oscilaron
alrededor de valores de 3.6 a partir del dia cinco de inoculacion, llegando hasta un valor 4cido
de 3.55 en el dia seis, mismo que corresponde al tiempo de inoculacion y aplicacion en todos

los tratamientos de remediacion del presente trabajo.

Zhang y colaboradores en 2013, obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el presente
trabajo, pues el valor de pH de la cascara de los citricos sin inoculacion fue de 4.64,

monitorearon el pH 24 h después de la inoculacion de Penicillium digitatum, donde
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disminuyo6 a 3.83, alcanzando un valor de 3.33 a las 48 h después de la inoculacion, posterior

a ello el pH permanecio relativamente estable.

Figura 15. pH de la céscara de naranja a través del tiempo
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Diversas investigaciones se han encargado de estudiar las consecuencias en el tejido de
cascara de naranja a partir de la inoculacion de especies de Penicillium, indagando las
estrategias por las cuales el hongo tiene éxito al colonizarla, siendo la reduccién del pH una
de las estrategias claves ya que el hongo acidifica el tejido infectado al producir acidos
organicos. Sin embargo, ésta estrategia no es la mas importante, puesto que la patogenicidad
fingica en la naranja se ve sostenida por la supresion del perdxido de hidrégeno, producido
por la naranja para defenderse de la hospedera de P. digitatum, para debilitar la capacidad de
produccion de peroxido de hidrogeno mediante catalasas del hongo huésped, la secrecion de
acidos organicos por el mismo y la consecuente modificacion del pH permiten que
Penicillium spp logre la colonizacion en la naranja (Zhang et. Al., 2013; Vilanova, et. al.,

2014; Costa et. al., 2019).

51



4.5 Optimizacion del sistema de remediacion de suelo

En el presente apartado se definieron los factores de mayor influencia dentro del proceso de
biorremediaciéon del suelo, de los ocho tratamientos evaluados en el andlisis factorial
fraccionado se selecciono el tratamiento que beneficid mayormente las condiciones del suelo,

para utilizarlas como estandares de remediacion en los futuros bioensayos.

Como se menciono en el apartado de metodos, los factores analizados fueron la proporcion
de fuente de carbono utilizada con respecto al soporte para la inoculaciéon del hongo,
considerando la relacion de naranja y paja (NP), los tiempos de colonizacion del soporte (C),
la cantidad de humedad de suelo (H) a lo largo del tratamiento, el tamafio del soporte o
cascara de naranja (T) y el tipo de fuente de carbono o paja adicionada (FC). La distribucion

de los factores por cada uno de los tratamientos puede retomarse de la Tabla 8.

4.5.1 Conductividad eléctrica
Tomando en cuenta la variable de respuesta relacionada directamente con la disminucion de
la salinidad en el suelo, evaluada por la conductividad electrica, el anélisis factorial 2°2, se
obtuvo la ecuacion del modelo para la disminucion de la CE, que en términos de factores
codificados es:

C.E.=3.84+ 0.003NP —0.070C — 0.783H — 0.106T — 0.007FC + 0.057CH + 0.175C FC

El modelo estadistico mostrado arriba tiene un coeficiente de correlacion (R?) de 0.9188, y
de acuerdo con el, los factores que son significativos y que influyen en la disminucién de la
CE y por ende de la salinidad fueron: la humedad del suelo en su nivel bajo (65%), el tamafo
de la céascara de naranja (0.5 cm) y la interaccion de la colonizacion de la naranja (cascara
inoculada) y la fuente de carbono utilizada (rastrojo de maiz), mostrando significancia

estadistica al obtener un p-value de 0.0001, 0.041 y 0.0017 respectivamente.

El factor de mayor efecto de acuerdo con el disefio experimental planteado, corresponde a la
humedad del suelo a lo largo del experimento, con un 84% de contribucion en la disminucioén
de la CE. Tal como se observa en el extremo inferior derecho de la Figura 16, la CE

disminuye cuando la humedad del suelo se mantiene con un 60% y cuando el tamafio de
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cascara de naranja se aplica con un diametro de Smm, en ambos casos se trata de los niveles

mas bajos probados (-1).

Figura 16. Interaccion de factores estadisticamente significativos en la reduccion de CE.
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Con respecto a la interaccion de los dos factores que estadisticamente tambien influyen en
la disminucién de la CE, en este caso la colonizacion de la cdscara de naranja y la fuente de
carbono, ambos en sus niveles altos (+1) es decir, naranja con indculo y utilizacion de rastrojo
de maiz como fuente de carbono adicionada. El comportamiento anteriormente explicado
puede ser observado en el extremo inferior derecho de la Figura 16, donde las partes mas
sombreadas logran mostrar la disminucion de la CE a partir de la interaccion de los factores,
es posible que esta influencia sea menor, con un 4.25% de contribucion respecto a la
influencia de la humedad presentada en la Figura 16, que tiene un porcentaje de contribucién

de 84.89%.
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Figura 17. Interaccion de factores estadisticamente significativos en la reduccion de CE.
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Para tener una apreciacion mayor sobre los 8 tratamientos expuestos a diferentes condiciones
se realizé una prueba de medias LSD con un intervalo de confianza del 95% (Tabla 17),
donde se observa que los tratamientos 4, 5, 6 y 7 disminuyeron la CE del suelo hasta llevarlo
de la clasificacion de salino a moderadamente salino. De ellos los tratamientos que mantienen
una similitud estadistica y que a su vez presentaron los mejores resultados en la disminucion
de las sales, son los tratamientos 4 y 5 que no muestran diferencia significativa, al pertenecer
al grupo estadistico d y cd con valores de 2.63 dS m™ y 2.91 dS m™! respectivamente. Los
cuales disminuyeron hasta 4 unidades la conductividad con respecto a las condiciones
presentadas inicialmente (6.63 dS m™'), en este caso ambos tratamientos tuvieron en comun
los factores de tamano de soporte a 0.5 cm y humedad de suelo a 65%, diferenciandose en el
tiempo de colonizacién lo cual indicaria que el efecto de la colonizacion de la céscara de
naranja sobre la CE es indistinto, asi como la fuente de carbono y la relacion CN/P; que bien
puede ser 1:2 o 1:1, lo cual indica que no existe una influencia de tales factores para que
existan diferencias estadisticas significativas entre ambos tratamientos, y por tanto las
condiciones ideales de estos factores serdn determinados a partir de condiciones de viabilidad

econdmica o practica.

54



Tabla 17 Prueba de comparacion de medias LSD de la conductividad eléctrica
CE

Tratamiento (dS m™) Clasificacion

1 4.69+ 0.07 a Suelo salino

2 456+ 021 a Suelo salino

3 453+093 a Suelo salino

4 2.63+0.15 d Moderadamente salino
5 291+ 0.16 cd Moderadamente salino
6 321+ 0.69 c¢b Moderadamente salino
7 345+0.12 b Moderadamente salino
8 468+ 0.14 a Suelo salino

Con respecto a los tratamientos 1, 2, 3 y 8 que a pesar de haber disminuido al menos 2dSm’!
con respecto a las condiciones iniciales del suelo, estos conservan estadisticamente el mismo
nivel de salinidad y la misma clasificacion de suelos al tener una conductividad que va de
4.53 24.60 dS m™!, despues de la aplicacion de los tratamientos. Por ende estos tratamientos
con la combinacion de factores respectiva, no fueron considerados para posteriores

experimentos.

4.5.2 pH
Mediante el analisis factorial fraccionado realizado para observar el efecto de los factores
evaluados sobre la alcalinizacion del suelo con el pH; se obtuvo que los factores de mayor
contribucion fueron primordialmente el tamafio de soporte con 28% y la humedad del suelo
con 22.70%, seguido de la fuente de carbono y la interaccidon de la colonizacion y humedad
en ambos casos con una contribucion del 11.22% y finalmenre la interaccion de la

colonizacién y fuente de carbono fue la mas debil pues contribuy6 con un 4.2%.
La ecuacion del modelo estadistico en la influencia de la disminucion del pH se muestra a
continuacion, donde los factores tienen una correlacion (R?) de 0.80 y son marcados en

negritas los factores significativos

pH =7.52 + 0.039NP + 0.037C — 0.151H — 0.169T — 0.106FC + 0.107CH + 0.065C FC
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El tamafio de soporte (T) y la humedad del suelo (H) fueron los factores de mayor influencia
en el pH, con un p- value de 0.0001 y en los dos casos con el nivel mas bajo (-1) con un

tamafio de soporte de 0.5 cm y 65% de humedad de suelo (Figura 18).

Figura 18. Interaccion de tamano de céscara de naranja y humedad en el pH
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Los siguientes factores que influenciaron con un 11% de contribucion en el modelo fue la
fuente de carbono en su nivel alto (1+), que fue el rastrojo de maiz (p-value 0.0305) y la
interaccion entre dos factores la humedad y colonizacion (p-value de 0.0009) en su nivel mas
bajo (-1), con una humedad del 65% en suelo y céscara de naranja sin inoculacion. El efecto
mencionado de éste tltimo se observa en la Figura 18, donde la parte inferior derecha muestra

la mayor disminucion del pH en el grafico de superficie de respuesta presentado.
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Figura 19. Interaccion de factores colonizacion y humedad en el pH
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Como fue posible apreciar en los graficos de superficie de respuesta anteriores, el pH en

todos los tratamientos oscil6 entre 7 y 7.78, lo cual indica que ninguno de los tratamientos
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acidifico el suelo lo suficiente y por ende no ocurrid6 una disminucién numérica de la

alcalinidad en ellos. Pero si se tuvieron diferencias estadisticas entre los tratamientos 4, 5 'y
8, que fueron los de menor pH con un valor de 7.34, originando en ellos suelos neutros y el

resto de los tratamientos que continuaron con la clasificacion de medianamente alcalinos

(Tabla 18).

Tabla 18 Prueba de Medias LSD de pH

Tratamiento pH Clasificacion
1 7.78+ 0.14 a Medianamente alcalino
2 7.69+ 0.03 ba Medianamente alcalino
3 7.844+0.22 Medianamente alcalino
4 7.344+ 0.23 Neutro
5 7.344+0.23 Neutro
6 7.67+ 0.21 ba Medianamente alcalino
7 7.5240.07 bc Medianamente alcalino
8 734+ 0.04 ¢ Neutro
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Es importante resaltar que los valores de pH en los suelos tratados tuvieron un
comportamiento ascendente con respecto al pH de las condiciones iniciales del suelo de
estudio, que fue de 5.52, esto a pesar que los tratamientos con céascara de naranja
disminuyeron, la concentracion de sales disueltas en el extracto de saturacion del suelo, no
presentaron el mismo comportamiento el pH, que en lugar de mantenerse en el rango acido,
llegd a valores de neutros a medianamente alcalinos. Cabe aclarar, que las razones por las
cuales existia la expectativa de que las aplicaciones de cascara de naranja en sus diferentes
condiciones, era que disminuyeran el pH, acidificando los extractos de saturacion del suelo,

y que la tendencia se debia a los acidos organicos producidos por especies de Penicillium.

4.5.3 Fosforo disponible
Del analisis estadistico del fosforo disponible en los suelos tratados y analizado a partir del

disefio factorial fraccionado 232 se obtuvo la ecuacion del modelo estadistico, con un
coeficiente de correlacion de 0.82, para el cual se elimin6 en analisis de las interacciones
entre los factores, puesto que no fueron significativas y aumentaban el error estadistico. Con
ello fue posible observar, que los factores de mayor contribucion fueron, primordialmente la
humedad del suelo con 55.35%, seguido de la proporcion de naranja (usada como fuente de
carbono) y la paja a una relacion N:P y el tamafio de cdscara de naranja, ambas con un 8.9%
de contribucion

La ecuacion se muestra a continuacion, sefialando los factores estadisticamente significativos
con negritas.

Pdisponible = 1.11 + 0.257NP + 0.2068C — 0.641H — 0.256T — 0.163FC

La humedad del suelo en su nivel mas bajo (-1) con un porcentaje del 65% de humedad tuvo un

efecto en el aumento de la disposicion de fosforo asimilable en el suelo (p-value 0.0002), seguido

de el tamafo del soporte, igualmente en su nivel bajo (-1) con un diametro de 0.5 mm de céscara

de naranja (p-value 0.048) y finalmente la propocidn naranja paja (p-value 0.047) en su nivel mas

alto (+1) con una proporcion 1:2, es decir mayor cantidad de paja como fuente de carbono con

respecto a la de naranja.
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En la Figura 20, es posible observar en la parte superior derecha que los factores H (Humedad -1)
y N:P(Naranja:Paja +) logran una mayor concentracion de fosforo disponible. Este Giltimo aspecto,
la proporcién de naranja con respecto a la cantidad de paja como fuente de carbono, podria estar
relacionada a lo que Scervino y colaboradores (2011) resaltan sobre la importancia de la
produccion de fuentes de carbono adecuadas, que permitan el crecimiento de los hongos
solubilizadores de P, demostrando que la disponibilidad de fuentes de C facilmente utilizables para

aumentar la solubilizacién de P.

Figura 20. Interaccion de factores estadisticamente significativos para la disposicion de P asimilable
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Como se ha mencionado con anterioridad, con el analisis de los tratamientos probados a lo
largo del presente experimento se logrd optimizar el proceso de aplicacion de cascara de
naranja para disponer del fosforo de su forma no asimilable el suelo y con ello contemplar el
efecto en la asimilacion de sales de P (Tabla 19), ademas también se realiz6 una prueba de
medias Tukey con un intervalo de confianza del 95%, donde se observa que los tratamientos
que presentaron mayor concentraciéon de P asimilable fueron los tratamientos 4, 5y 6
pertenecientes al grupo estadistico a, con concentraciones de 2.30, 2.18 y 2.16 mg kg™! suelo

respectivamente, en estos resultados se puede apreciar que la disposicion de fosforo fue
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altamente superior con respecto a la cantidad de fosforo en las condiciones iniciales del suelo
que eran de 0.32 mg kg''s, al aumentar hasta 2 mg de P o casi 7 veces mas que las condiciones
iniciales del suelo tratado. De estos tres tratamientos, el 4 fue el que presentdé un mayor P
asimilable, lo cual es consistente con ser el tratamiento que presentd una mayor disminucion
en la CE, tal tratamiento es el correspondiente a cascara de naranja inoculada con especies
de Penicillium, lo cual indica que este indculo es capaz de aumentar la disposicion de fésforo

y por ende puede considerarse un ino6culo solubilizador de fosforo.

Se observa como las aplicaciones de cascara de naranja en las condiciones de relacion naranja
paja 1:1, con naranja colonizada a los seis dias, una humedad del suelo de 65% con tamano
de soporte de 0.5 cm y fuente de carbono de paja de maiz propician la mayor disposicion de
P en el suelo. A pesar de lo anterior, de acuerdo con la clasificacion de la NOM-021, esta

concentracion de fosforo continua dentro de los rangos bajos.

Tabla 19 Fosforo asimilable de suelos tratados ex situ
P

mg kg! suelo

1 0.655+ 0.01
0.4234 0.00
0.4774 0.00
2.306+ 0.05
2.186+ 0.02
2.1654+ 0.05
0.3621 0.01
0.3334+0.02

Tratamiento
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4.6 Bioensayos bajo invernadero en cultivo de lechuga
4.6.1 Bioensayo a partir de suelo biorremediado

En el actual bioensayo se analizaron datos fisiologicos en el crecimiento de plantulas de
lechuga crecidas a partir de suelo biorremediado, los tratamientos fueron los mismos que los
de la seccion 4.5 Optimizacion del sistema de remediacion de suelo, donde se analizaron los
diferentes factores para el tratamiento del suelo que influenciaron la disminucion de la
salinidad y el aumento del fosforo disponible; en esta ocasion se analizaron las variables
fitométricas de las plantulas de lechuga, a partir de tales tratamientos. De las variables
analizadas mediante el disefio factorial 2% Unicamente el niimero de hojas, la longitud de
planta, longitud aérea y longitud radicular presentaron un coeficiente de correlacion alto de
0.89, 0.73, 0.80 y 0.79, respectivamente. Lo cual indica, que los factores a los cuales fue
sometido el suelo al ser biorremediado origind algiin impacto en tales variables de respuesta

en las plantulas de lechuga.

Figura 21. Interaccion de factores estadisticamente significativos para la produccion de hojas
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De acuerdo con el analisis factorial realizado, el suelo biorremediado con factores como la

humedad al 65% y la interaccion entre la colonizacion con especies de Penicillium y la fuente
de carbono de paja de maiz, dieron como resultado una mayor produccion de hojas por planta
con un 22% y 46% de contribucion, respectivamente para tales factores de remediacion en el

sistema. Como se menciono anteriormente, en la Figura 21, se observa en el extremo superior
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izquierdo, que la mayor cantidad de hojas se presenta en suelos que fueron biorremediados

con los factores de colonizacion y fuente de carbono en sus niveles mas altos (+).

En la Tabla 20, se aprecia que la mayor produccion de hojas en las plantulas de lechuga
ocurri6 en los tratamientos 3, 4y 5, éstos dos ultimos fueron suelos con condiciones similares
de previa remediacion, bajo condiciones en comun como el tamafo de cdscara de naranja a
0.5 cm y proporcion de naranja con paja. Por su parte los tratamientos 2, 5, 6, 7 y 8 tienen un
comportamiento similar al control negativo o suelo que no fue remediado, con 6 hojas en
todos los casos.

Tabla 20 Numero de hojas por planta en suelo biorremediado

Tratamiento Hojas
1 460+ 0.5 ¢
2 6.00+ 0.0 b
3 7.00£ 0.0 a
4 740+ 0.5 a
5 7.40£ 0.5 a
6 6.00£0.0 b
7 6.20£05 b
8 6.00£04 b
Control 640+ 05 b

La longitud total de las plantulas de lechuga crecida en suelos biorremediados con humedad
en su nivel mas bajo (-) y con la interaccion de la colonizacién y la humedad en sus niveles
altos (+) contribuyeron positivamente en la longitud de las lechugas, en un porcentaje del
40% y 25% respectivamente. Tal como se puede observar en la Figura 22, el extremo superior
derecho indica que la naranja sin colonizacion y la humedad al 65% dieron las condiciones
necesarias para que el suelo posterior a la biorremediacion favoreciera el crecimiento total
de las plantas de lechuga en su etapa temprana.

De acuerdo con la prueba de medias realizada (Tukey a 0.05), y con la Tabla 21, es posible
apreciar que los tratamientos 5 y 7 no mostraron diferencias significativas presentando la
mayor longitud de planta de 7.42, 7.26 y 7.74 cm, respectivamente. Es importante resaltar
que estos tratamientos fueron adicionados con cascara de naranja sin inoculo, tal como lo
indica el andlisis factorial fraccionado respectivo; seguidos de los tratamientos 3, 4 y 6, que
presentaron una longitud de 5.70, 5.74 y 5.54 cm, respectivamente, tratamientos a los que les

fue aplicada naranja con inéculo de Penicillium.
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Figura 22. Interaccion de factores estadisticamente significativos para la longitud de lechuga
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Por lo anteriormente explicado es posible inferir que los tratamientos de suelo que fueron
tratados con indculo fangico de cascara de naranja y a los que posteriormente se les
acondicion6 con pléntulas de lechuga, dieron una menor longitud de planta en cm, contrario

asi a los tratamientos que tuvieron aplicaciones Unicamente de cascara de naranja (sin inéculo

fangico).
Tabla 21 Longitud de planta en suelo biorremediado

Tratamiento = Longitud total

1 4.60£05 ¢

2 3.50£04 d

3 570£13 b

4 5.74+09 b

5 742+ 03 a
6 554+ 04 cb

7 72613 a
8 484+ 04 cb

Control 7.74+05 a

La longitud aérea de las plantas de lechuga fue mayor en los tratamientos que previamente
sometieron al suelo a humedad al 65% con una contribucion en el sistema de 61%, asi como
del tamafio de céscara de naranja de 0.5 cm, sin in6culo fangico, lo anteriormente explicado
se observa en la parte superior izquierda de la Figura 23, donde se muestra el comportamiento
bajo condiciones (-) de colonizacién y humedad.
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Figura 23. Interaccion de factores significativos para la longitud aerea de lechuga
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Los tratamientos 5 y 7 modificaron positivamente la longitud aérea de la planta al arrojar
392 cm (a) y 3.52 cm (ab), tal como lo indic6 el andlisis factorial fraccionado, estos
tratamientos habian sido sometidos a naranja sin indculo fingico y con una menor humedad
en el suelo, lo cual de alguna forma logré darle las condiciones posteriores para dar tal efecto
en la longitud aérea de la lechuga.

Tabla 22 Longitud aerea de planta en suelo biorremediado

Tratamiento = Longitud aerea

1 242+0.17 d
2 2.16+£0.23 d
3 2.684+0.29 dc
4 330+ 032 b
5 3924037 a
6 3.02+ 0.47 bc
7 3.52+ 0.04 ba
8 2,62+ 0.16 dc

Control 3.084¢ 0.97 bc

La longitud de las raices de las plantas tuvieron una correlacion alta con algunos de los
factores a los que el suelo fue sometido, previo a la adicion de las semillas de lechuga, entre
ellos los principales fueron el factor humedad, que por si solo y con su interaccion con la

colonizacion del suelo, ambos en sus niveles menores (Figura 24).
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Esto es tratados previamente con una humedad del 65% y naranja sin colonizacion del
indculo fingico, ambos con una contribucidn al sistema en un 33% en el caso de la humedad

y 36% con su interaccion con la colonizacion (H-C).

Con respecto a la prueba de medias (Tabla 23) la mayor produccion de raices de lechuga
crecida en suelo biorremediado previamente, se dio en el tratamiento 7 con 5.30 cm de
longitud, este tratamiento coincide con lo que indica el andlisis factorial fraccionado y
previamente no fue inoculado con el cultivo de Penicillium crecido en la cascara de naranja
aplicada. Los tratamientos 3 al 6 tuvieron el mismo comportamiento que el control negativo.

Tabla 23 Longitud radicular de planta en suelo biorremediado

Tratamiento Lon.gltud
radicular

1 1.66 £ 0.23 ¢

2 1.12+ 0.17 ¢

3 328+ 1.04 b

4 288+ 032 b

5 3584+ 053 b

6 3.10+0.14 b

7 5.30+ 090 a

8 2.84+ 0.56 b

Control 292+ 054 b

Figura 24. Interaccion de factores estadisticamente significativos para la longitud de raiz de lechuga
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Por otro lado, para el anélisis del resto de las variables posterior a la remediacidon, no se
correlacionaron entre si, aunque se realizo una prueba de medias (Tukey a 0.05), donde se
observéd que todas las variables de peso, fresco y seco de las plantas medidas mostraron

diferencia estadistica significativa entre tratamientos y a su vez entre el control negativo.

En la Tabla 24 se presentan los pesos frescos aéreos y totales de las plantas de lechuga, del
peso correspondiente a sus hojas y el que incluye a las raices. Para ambos casos los
tratamientos 3 y 4 fueron de mayor peso en las plantas, siendo de 0.40 a 0.35 g, tales pesos
fueron diferentes al control negativo que peso 0.21 gy 0.26 g, respectivamente, lo cual indica
que los tratamientos de cascara de naranja favorecieron el peso fresco de las plantulas de
lechuga,

Cabe mencionar que el tratamiento 3 fue el que disminuy6 en mayor medida la CE del suelo,
asi como aquel que se mantuvo neutro en el pH, por su parte el tratamiento 4 fue el que
dispuso mayor concentracion de P en el suelo, ambos casos podrian estar relacionados al
aumento en el peso de las hojas de lechuga observado en el presente bioensayo.

Tabla 24. Peso fresco en suelo biorremediado
Pes

Tratamiento | Peso fresco total
o fresco aereo

1 0.18 £ 0.07 ¢ 0.10+0.07 e

2 0.20+ 0.02 be | 0.17+ 0.01 dce

3 0.40+ 0.09 a 0.36+0.08 a

4 0434+ 0.08 a 0.35+0.09 a

5 0.32+ 0.17 ba  0.32+0.06 ba

6 0.31+ 0.07 ba  0.261+0.03 bc

7 0.38+ 0.08 a 0.204+0.02 dc

8 0.13+0.02 ¢ 0.1440.03 de
Control 0.21+ 0.10 be | 0.26+0.11 bc

La biomasa o el peso seco producido por las plantulas de lechuga para cada tratamiento
mostraron diferencias estadisticas significativas entre ellos y el control negativo, siendo este
ultimo el de menor peso acumulado. Lo cual indica que la aplicacion de céscara de naranja
mostrd diferencias estadisticamente significativas en el peso seco de las plantas, donde los
tratamientos con menor CE y mayor disposicion de P en el suelo corresponden al aumento

de peso en las hojas de lechuga (tratamiento 3 y 4 con 0.3 g).
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Por su parte el peso seco radicular fue estadisticamente mayor en el tratamiento 7 (grupo a)
con respecto al resto de los tratamientos y al control negativo, tal tratamiento fue sometido a
aplicacion de CN sin indculo fungico que tal como se observo en la Figura 23 este tratamiento
esta relacionado a la mayor longitud de la raiz en plantulas de lechuga, lo cual indica que
existe una inhibicion del crecimiento de raiz y peso seco de la misma cuando se realizan

aplicaciones del inoculo fingico.

Tabla 25. Peso seco en suelo biorremediado
Tratamiento Peso seco total Peso seco aereo
1 0.0444+ 0.01 ced 0.10+0.07 e

2 0.031+0.00 e 0.17+ 0.01 dce

3 0.063+0.01 «¢b 0.36+0.08 a

4 0.048+0.01 bced = 0.35+0.09 a

5 0.068+0.01 b 0.32+0.06 ba

6 0.034+0.00 ed 0.26+0.03 bc

7 0.094+0.02 a 0.20£0.02 de

8 0.0524+0.00 bed | 0.1440.03 de
Control 0.0524+0.01 bed = 0.264+0.11 bc
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4.6.2 Bioensayo de Fitotoxicidad: Limite maximo permisible

Con el fin de conocer la dosis méxima de aplicacion de cdscara de naranja inoculada (CNI)
y céscara de naranja sin indculo (CN) en el suelo, se realizé el analisis estadistico para
conocer el porcentaje de aplicacion mas favorable para el crecimiento de lechuga y con ello
evaluar su capacidad como biofertilizante ademas de observar en su caso, la dosis que
provoca un efecto inverso o fitotoxico en el desarrollo de las plantas.

Se evaluaron los tratamientos con naranja colonizada y sin colonizar a varios porcentajes de
aplicacion de, 0.5%, 2%, 3%, 4% y un control negativo. El comportamiento de las variables
medidas en las plantas de lechuga, fue diferente para el caso de aplicaciones con indculo y

sin €1, por lo cual a continuacion se presenta el analisis para cada uno de ellos.

Aplicacion de cascara de naranja con indculo fingico

La aplicacion de céscara de naranja con indculo de especies de Penicillium, influy6 de forma
distinta en las diferentes variables de respuesta medidas en plantulas de lechuga de acuerdo
con las diferentes dosis aplicadas.

Es importante senalar que en las variables relacionadas a la parte aérea de la planta, esto es
relacionadas a las hojas de las plantulas de lechuga, como la cantidad de hojas, la longitud,
peso fresco y seco de las mismas, presentaron un patrén en su comportamiento, donde se
observa que el control negativo y el tratamiento con dosis de aplicacion de CNI més alta, al
4%, fueron similares estadisticamente originando los valores mas altos en cada una de las
variables de respuesta mostradas(Tabla 26), con excepcion de la longitud aérea de las hojas
donde nuevamente el control presento los valores mas altos, pero esta vez su comportamiento
fue similar al tratamiento con el 3% de aplicacion de CNI. En los dos casos mencionados
anteriormente, se trata de las dosis mas altas de CNI y su similitud con el control negativo
(suelo sin aplicacion alguna), donde las plantas tuvieron un mayor desarrollo aéreo; contrario
a los tratamientos de menor dosis aplicada al suelo que a su vez mostrd los menores indices
de crecimiento en las hojas de lechuga, es decir que a los porcentajes de aplicacion mas bajos
como el 0.5, 2 y 3% tienen una relacion inversamente proporcional al crecimiento aéreo;
siendo por ende la dosis mas baja (0.5%) la de menor desarrollo de hojas, longitud aérea,

peso fresco y peso seco con 6, 2.40, 0.163 y 0.035 respectivamente.
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Tabla 26. Variables fitometricas de lechuga a partir de diferentes dosis de CNI

Tratamiento . Longitud Peso fresco Biomasa
. Hojas
Dosis aerea aereo aerea
0.5% 6.00+0.0 b | 2.40£0.1 b |0.163+0.03 b | 0.035£0.00 b
2% 7.00£0.0 ba | 2.60£0.2 b  0.220+0.06 ba  0.04310.00 ba
3% 6.33+0.5 ba | 3.10£0.3 a 0.1774£0.01 b | 0.051£0.02 ba
4% 7.33+0.5 a | 2.40+0.1 b | 0.263+0.03 a | 0.061+0.00 a
Control 6.66+1.1 ba 3.10+£0.3 a | 0.29740.05 a | 0.064+0.01 a

El fenémeno anteriormente descrito, puede ser atribuido a la competencia de los nutrientes
disponibles en el suelo entre el indculo fingico aplicado y la planta en crecimiento, tal como
lo indica Scervino y colaboradores (2011), los microorganismos pueden considerarse
competidores de nutrientes para las plantas. Por ello es posible deducir que en las dosis mas
bajas de aplicaciéon de CNI con la fuente de carbono aplicada y la misma naranja como
soporte solido, no fueron una fuente nutrimental suficiente para el mismo indculo, por lo cual
los hongos pudieron comenzar a absorber nutrientes del suelo para incrementar su poblacion
o sobrevivir a las condiciones del suelo y pudieron asi comenzar a competir por los nutrientes
que serian disponibles para las plantas. Por ello, la dosis mas alta de CNI al 4%, resultd
suficiente para abastecer las necesidades de las especies de Penicillium inoculadas y con ello
no interferir en la nutricion de las plantas y permitir el maximo crecimiento de las plantulas
de lechuga, al igual que sucedi6 en los suelos del control negativo, el cual no se le adiciond

indculo y tuvo comportamiento estadisticamente similar a la CNI al 4%.

Con lo anteriormente mencionado, se plantea la hipotesis de que el hongo compite con la
planta por los nutrientes del suelo, sin embargo, seria interesante analizar los mismos
aspectos en plantas de lechuga con mayor tiempo de monitoreo a lo largo de su crecimiento,
para analizar si la competencia mencionada es unicamente al inicio del periodo adaptativo
del hongo y si a largo plazo Penicillium es capaz de establecer una relacion simbidtica con

las plantas de lechuga y si en ésta relacion, la planta puede beneficiarse a partir de tal relacion.
Por otro lado, en la Tabla 26, es posible apreciar el comportamiento de la longitud de toda la

planta, asi como de su raiz y el peso seco y fresco de la misma, en estos parametros no se

aprecio6 el mismo fendémeno que en la Tabla 27. Dado que, en las variables de biomasa total
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y peso fresco el control negativo (a) presenté un mayor peso en gramos con 0.348 y 0.077

respectivamente, con un comportamiento similar con los tratamientos al 2, 3 y 4% (ba).

Tabla 27. Variables fitometricas de lechuga a partir de diferentes dosis de CNI

Tratamiento Longitud Longitud Peso fresco Biomasa
Dosis de planta radicular total total
0.5% 7.53£0.15 ba 5.13+£0.11 ba 0.19940.01 b  0.045+£0.00 b
2% 8.46+0.83 a | 5.86+0.68 a | 0.262+0.07 ba  0.05240.00 ba
3% 8.06+0.70 a | 4961035 b  0.287£0.12 ba 0.065+0.02 ba
4% 6.46+0.30 ¢ | 4.06£035 ¢ | 0.3094+0.03 ba  0.072+0.00 ba
Control 6.96+0.05 be 3.86+0.32 ¢ | 0.34840.06 a | 0.07740.01 a

Con respecto a la longitud radicular observada la mayor produccion de raices se presento en
la aplicacion de CNI al 2% con 5.86 cm (a) no presentando diferencias significativas con el
tratamiento al 0.5% y 5.13 cm (ba), lo cual indica que las dosis mas bajas de aplicacion de
CNI favorecen o estimulan el crecimiento de la raiz comparado con el control negativo que
mostrd una longitud de 3.86 cm (c¢). La longitud de la raiz influy6 en los valores de la longitud
total de la planta, variable en la cual los tratamientos con aplicacion de CNI al 2%,
conjuntamente con el de 3% y 0.05% presentaron una mayor longitud total con respecto al
control, lo cual podria indicar cierta estimulacion en el crecimiento de las plantas a partir de
la integracion del inoculo fungico. Por su parte la aplicacion de mayor dosis (4%) mostré un
comportamiento similar al del control negativo, por lo cual la aplicacion en esta cantidad
podria no ser recomendada si se desea mas altura de las plantas, sin embargo, en el caso de

las plantas de lechuga, al parecer este no es un parametro comercial de interés.

Cabe mencionar que los tratamientos a dosis altas favorecieron el crecimiento aéreo y las
dosis bajas de indculo aumentaron el crecimiento radicular, por lo cual seria interesante
realizar estudios con mas especies de plantas para validar el mismo comportamiento y tomar
decisiones de aplicacion con base en el 6rgano de la planta (raiz u hojas), que tenga un mayor
valor comercial; en este caso las dosis mas altas de CNI son las 0ptimas para el desarrollo de

hojas de lechuga.
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Aplicacion de cascara de naranja sin indculo flingico

Las dosis aplicadas de céscara de naranja sin indculo (CN), mostraron comportamientos
distintos a los de la cascara de naranja con indculo fingico (CNI), en este caso las
caracteristicas de las plantulas de lechuga que tuvieron un comportamiento similar entre ellas
se presentan en la Tabla 28, donde en todas las variables mostradas la dosis al 0.5% dieron
los mayores valores con 3.73 cm de longitud de hojas, 0.56 g de peso fresco de hojas, 0.69 g
de peso fresco total de la planta y 0.139 g de peso seco, lo anterior con respecto al resto de
los tratamientos y al control negativo evaluado.

En el caso de la biomasa total o peso seco de toda la planta todas las dosis aplicadas fueron
superiores y estadisticamente distintas al testigo, el peso fresco aéreo o peso de las hojas fue
mayor en los tratamientos a dosis de 0.5% y 4% de CN, comparado con el resto de los

tratamientos y el control negativo.

Tabla 28. Variables fitométricas de lechuga a partir de diferentes dosis de CN

Tratamiento Longitud Peso fresco Peso fresco Biomasa
Dosis Aerea aereo total total
0.5% 3.73£0.37 a 0.569+0.06 a | 0.695+0.01 a | 0.13940.01 a
2% 2.93+0.30 b | 0.351£0.04 bc | 0.480£0.07 bec  0.106£0.01 ba
3% 2.734£0.40 b  0.301£0.08 bec 0.39740.12 be  0.100£0.00 ba
4% 3.13+40.15 b | 0.45240.19 ba  0.557£0.03 ba | 0.136+0.07 a
Control 3.10+0.17 b | 0.25840.01 ¢ | 0.288+0.06 ¢ | 0.067+0.00 b

La mayor produccion de hojas se presento a partir de las dosis de aplicacion de 2% y 4%, los
tratamientos a 0.5%, 3% y el control fueron similares estadisticamente entre si, con 6 hojas
producidas en promedio. La longitud de la planta desde la raiz hasta la punta de las hojas
sucedid en los tratamientos de menores dosis, los cuales fueron estadisticamente diferentes
al testigo y a los tratamientos de mayor aplicacion de CN; lo anterior fue contrario al
comportamiento de la longitud de la raiz, que fue mayor conforme la dosis de aplicacion de
CN increment6. El peso seco, se comporto igual en todos los tratamientos, por lo cual no
existid diferencia estadistica significativa entre ellos y por tanto no influy6 la concentracién

de CN aplicada al suelo sembrado con lechuga.
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Tabla 29. Variables fitometricas de lechuga a partir de diferentes dosis de CN

Tratamiento Hojas Longitud Longitud Biomasa
Dosis de planta radicular aerea
0.5% 6.33+0.57 b | 8.56+0.30 ba 4.83+0.40 b | 0.114+0.01 a
2% 7.00+0.00 ba  8904+0.52 a | 596+0.61 a | 0.080+0.01 a
3% 6.00+1.00 b | 7.86+0.35 be 5.13+0.51 ba  0.079+0.01 a
4% 7.66+0.57 a | 8.2340.76 ba 5.10+0.70 ba  0.114+0.07 a
Control 6.00£0.00 b | 7.26+£0.40 ¢ |4.16£0.35 b | 0.057+£0.00 a

Es importante retomar los resultados de CNI contra los de CN, y tomar en cuenta que las
variables de longitud y de peso de lechuga tuvieron un desarrollo considerablemente mayor
sin la presencia del indculo fingico, comparado con el desarrollo obtenido con el in6culo, el

cual fue menor incluso que el control negativo.

4.6.3 Fitotoxicidad: Tiempo minimo de siembra

Como estrategia para conocer si las plantas de lechuga pueden llevar a cabo su crecimiento
sin sufrir dafios por la aplicacion de cascara de naranja, se evaluaron diferentes tiempos de
aplicacion después de la siembra de lechuga, con el fin de establecer el momento ideal para
la aplicaciéon de CNI y CN al suelo después de la siembra. Al final del experimento se
midieron los parametros fitométricos de las plantas cuyas medias y su comparacion se
presentan en la Tabla 30 y 31.

La comparacion de medias realizada en tratamientos colonizados y no colonizados, indica
que la produccién de biomasa total, biomasa aérea, peso fresco aéreo y peso fresco total fue
favorecida en el tratamiento 2CN, el cual fue aplicado a los siete dias después de la siembra,
los resultados pertenecieron al grupo estadistico a con una media de 0.198, 0.158, 0.731 y
0.897 g respectivamente, tal como se observa en la tabla 30.

En todas las variables mostradas el tratamiento aplicado a los 7 DDS fue el mejor con
respecto al resto de los tratamientos, incluso aquellos inoculados con especies de Penicillium,
lo cual quiere decir que el indculo fingico no favorece o estimula el crecimiento de las
plantulas de lechuga y que en ninguno de los tiempos de aplicacion evaluados la CNI

funciona como biofertilizante.
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Tabla 30. Parametros fisiologicos a diferentes tiempos de aplicacion.

Peso fresco

Biomasa total Biomasa aerea

Peso fresco total

DADS | Tratamiento (@) (@) A(ereo (@)
g)
0 1CN 0.091+0.01 c¢b | 0.076+0.01 ¢b | 0.363+0.03 b | 0.440+0.04 bc
7 2CN 0.198+0.02 a 0.1584+0.02 a 0.7314£0.09 a  0.89740.13 a
14 3CN 0.088+0.04 c¢b | 0.07740.03 ¢b | 0.34240.15 b | 0.3794+0.17 bed
21 4 CN 0.070+0.01 cd | 0.060+0.01 ed | 0.3024+0.04 b | 0.334+0.05 bcde
34 5CN 0.094+0.02 c¢b | 0.0744+0.01 ¢b | 0.310+0.01 b | 0.322+0.07 cdef
Control 6C 0.091+0.00 cb | 0.057+0.00 cde 0.2584+0.01 b 0.288+0.01 def
0 1 CNI 0.046+0.01 de | 0.036+0.01 de | 0.171+0.09 b 0.214+0.10 def
7 2 CNI 0.038+0.01 de | 0.030+0.01 de 0.153+0.05 b 0.180+0.05 fg
14 3CNI 0.085+0.02 ¢ 0.0744+0.01 ¢b | 0.3524+0.08 b  0.307+0.07 cdef
21 4 CNI 0.034+0.02 e 0.029+0.02 e 0.405+0.52 b  0.123+0.00 g
34 5 CNI 0.1224+0.00 b 0.101+0.01 b 0.371+£0.04 b  0.470+0.07 b
Control 6C 0.0671+0.03 cde  0.073+0.03 ¢b | 0.336+0.10 b | 0.412+0.12 bed

Prueba de Medias LSD. CN= Cascara de naranja sin inoculo
CNI = Céscara de naranja inoculada. DADS: Dia de aplicacion después de la siembra

Por su parte las plantas pertenecientes al control negativo, las cuales no se sometieron a
ninguna aplicaciéon, fueron considerablemente inferiores al tratamiento de mejor
comportamiento el cual fue a 7 DDS con céscara de naranja no inoculada, lo cual podria
indicar que este tratamiento estd influenciando el incremento de la biomasa de la planta, asi
como del peso fresco de las hojas y peso del total de la planta, siendo asi como este
tratamiento estd funcionando como un estimulante del crecimiento y con ello actuando bajo
una accion de biofertilizante. Por otro lado, los tratamientos de c4scara de naranja con indculo
fingico mostraron los valores mas bajos en el desarrollo de biomasa total y aérea y peso
fresco total y aéreo, los cuales pertenecieron a grupos estadisticos e, de, b y fg
respectivamente, los cuales son diferentes al tratamiento de mejor comportamiento y a los
controles negativos utilizados, estando muy por debajo a tales tratamientos.

En la Tabla 31, se observa que, los tratamientos con aplicacion al momento de la siembra y
alos 7 DDS (1 CN y 2 CN) favorecen y estimulan el crecimiento de mayor numero de hojas
ambos pertenecen al mismo grupo estadistico con 9 hojas, y estos tratamientos son diferentes
al resto, incluyendo al control negativo, que conjuntamente con la aplicacion de CNI a los
0,7,21y 34 DDS fueron los tratamientos con menor niimero de hojas, nuevamente el indculo

fingico influy6 negativamente en la produccion de hojas de lechuga.

73



Tabla 31. Parametros fisiologicos a diferentes tiempos de aplicacion

Tratamie Longitud de Longitud Nuamero de hojas
DADS planta radicular cm
nto
Cm

0 1CN 8.16+0.15 bed | 4.801£0.34 bed  9.33+0.57 a

7 2CN 11.63+£0.70 A 7.83+1.00 a 9.00+1.00 a

14 3CN 7.66+0.76 cde 4.56+1.22 cd | 7.00£1.00 bed

21 4 CN 6.26+0.25 Fg 3.23+0.25 ef | 6.6610.57 cd

34 5CN 5.83+0.28 G 2.86+£0.25 f 6.66+0.57 de
Control 6C 7.261+0.40 def 4.16+£0.35 de | 6.00+£0.00 d

0 1 CNI 7.96+0.05 bede | 4461030 ed | 6.00+0.57 d

7 2 CNI 6.861+0.55 efg 3.76+0.20  def | 6.661+1.00 cd

14 3 CNI 8.80+0.60 B 5.70+£0.52 b 7.66+1.00 abc

21 4 CNI 6.50+0.50 gf 4361032 d 6.001+0.57 d

34 5 CNI 8.40+1.21 be 5.56+097 be | 6.33+0.57 cd
Control 6 C 7.66+1.00 cde  433+1.01 de | 6.66%0.00 cd

Prueba de Medias LSD. CN= Cascara de naranja sin inoculo
CNI = Céscara de naranja inoculada. DADS: Dia de aplicacion después de la siembra

La longitud de la raiz, asi como la longitud de las plantas completas, se comportaron de forma
similar pues en ambos casos el tratamiento con mayor longitud fue el de aplicacion a los 7
DDS de CN, con longitudes de 8.16 cm de planta y 4.80 cm de raiz, perteneciendo ambas al
grupo estadistico a, lo cual las diferencio6 del resto de los tratamientos incluyendo al control
negativo el cual dio la menor longitud en todos los casos. El tratamiento de aplicacion de
CNI a los 14 DDS perteneci6 al grupo b y fue el segundo tratamiento que mejor6 la longitud
de raiz y de planta en relacion con el resto de los tratamientos, con 5.7 cm y 8.8 cm
respectivamente; cabe mencionar que para los tratamientos de CNI este fue el Gnico que no
inhibi6 el crecimiento de las raices, puesto los tiempos de aplicacion a los 0, 7 y 21 DDS

disminuyeron la longitud de las raices.

Xiao y Wu en 2014 sefalaron que los &cidos orgédnicos pueden acumularse bajo ciertos
ambientes, dando como resultado el envenenamiento y la disminucién del crecimiento de las
plantas, los autores observaron que una gran cantidad de acidos organicos como los acidos
fenolicos inhibieron el crecimiento normal de las plantas actuando como aleloguimicos para
cambiar la microflora. Lo anteriormente mencionado podria explicar la inhibicion en el
desarrollo de las plantas de lechuga existente a partir de la aplicacién de diferentes dosis y a

diferentes tiempos de aplicacion, dado que en el presente trabajo se comprobé que la cascara

74



de naranja inoculada es capaz de producir los acidos formico y acético. Los cuales al igual
que el acido fenodlico podrian estar causando efectos alelopaticos en las plantas de lechuga.
Ello puede sostenerse a partir de recordar que las aplicaciones de cascara de naranja sin
in6culo no provocaron tal efecto de inhibicion del crecimiento y que en la naranja sin inéculo

no cuenta con la presencia de los acidos acético y formico.

Estudios mas a fondo sobre las concentraciones de los 4cidos organicos en la cascara de
naranja podrian comprobar la hipotesis anteriormente planteada, atribuyendo el efecto
inhibitorio de las plantas a la presencia de los acidos formico y acético, o al incremento
observado de los 4cidos naturalmente determinados en la cédscara de naranja, pero
visiblemente incrementados en su concentracion ante la presencia de Penicillium inoculadas,

como el &cido gluconico y succinico.
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4.6.4 Eficiencia fisiolégica y dinimica de crecimiento

La eficiencia fisiologica de la produccion de biomasa o peso seco producido en las plantas
de cada tratamiento fue analizada a través del modelo matemaético propuesto por los autores
Carranza y colaboradores (2009), en el cual se describe el comportamiento de lechuga en un

suelo salino sodico, donde ya se contempla una reduccion en los parametros de crecimiento,

debido a dicha salinidad del suelo.

Los resultados mostraron que el control negativo o suelo sin tratar tiene un coeficiente de
determinacion de 0.71, cabe mencionar que es el tratamiento de menor ajuste con respecto a
los suelos tratados, lo cual quiere decir que la biomasa de las plantas de lechuga se ajusta al
modelo propuesto, pero en menor medida que los suelos con CN y CNC. Lo anteriormente
descrito podria deberse a que el suelo control no suftio los efectos de remediacion a partir de
los tratamientos de cdscara de naranja y este continuaba con salinidad; a pesar de lo anterior,
el peso seco a través del tiempo crecid de manera progresiva y ajustado al modelo se observa

en la Figura 25.

Figura 25 Comportamiento del peso seco total en el control negativo ajustado al modelo
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El comportamiento de las plantas de lechuga fue progresivo a lo largo del tiempo a partir de
la aplicacion de céscara de naranja sin indculo (CN), éste se ajustd mejor que el suelo control
en el modelo matematico propuesto, dado que el coeficiente de determinacién mostré un
valor de 0.91. El comportamiento del peso seco o biomasa ajustado al modelo, se observa en
la Figura 26, donde los puntos corresponden a los promedios de cada muestreo y el ajuste al

modelo matematico se sefiala de color azul.

Figura 26 Comportamiento del peso seco total con aplicaciéon de CN ajustado al modelo
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Con respecto al tratamiento correspondiente a las plantas de lechuga crecidas en suelo
previamente sometido a la aplicacion de céascara de naranja inoculada (CNI), se obtuvo el
coeficiente de correlacion mas alto entre los tratamientos evaluados, con un valor de 0.9436
por lo cual se observa que el modelo matematico propuesto se ajusta de igual en mayor
medida que lo hace el control negativo y la céscara de naranja sin inoculo (Figura 27). Este
fenémeno podria deberse a diversos factores que no se estudiaron en el presente trabajo, sin
embargo, la informacion sobre el incremento de la biomasa a través del tiempo permitid
evaluar el resto de los pardmetros de crecimiento de la lechuga, mismos que se presentan a

continuacion.
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Figura 27 Comportamiento del peso seco total con aplicacion de CNI ajustado al modelo
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El monitoreo a lo largo del tiempo, de indices de crecimiento de plantulas de lechuga var.
italiana bajo tratamientos de aplicacion de CNI, CN y un control negativo. Permitieron
obtener parametros de eficiencia fisiologica como la tasa relativa de crecimiento (TRC), el
indice de area foliar (IAF), la tasa de asimilacion neta (TAN), el area foliar especifica (AFE)
y la relacion de area foliar (RAF). Los indicadores de crecimiento anteriores estin
estrechamente relacionados con su método de obtencidn, que involucra el cambio en la
biomasa a través del tiempo (dw/dt), por lo tanto, el comportamiento de cada uno de los
siguientes factores indica la eficiencia fisiologica de crecimiento a partir de la aplicacion de

los diferentes tratamientos.

Es destacable mencionar que para los tres tratamientos (CN, CNI y control) el crecimiento a
lo largo de los 102 dias de evaluacion fue muy limitada en su valor a pesar de ser analizados
durante un intervalo mayor de tiempo, con respecto a estudios de otros autores (Archila,
1998; Carranza et. al., 2009) en el cultivo de lechuga donde fueron descritos con valores
maximos de TRC de 0.1164, IAF de 12.7, AFE con 497.55 y RAF de 483.38, en la presente

investigacion los indices obtenidos muestran un comportamiento muy por debajo a los
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mencionados anteriormente, al ser un fendémeno generalizado en los tres tratamientos podria

atribuirse a algtn factor experimental o ambiental al que las plantas fueron sometidas.

De acuerdo con Archila et al. (1998), la Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) expresa el
incremento de masa seca de la planta de lechuga en un intervalo de tiempo, tomando como
referencia el valor inicial de la masa seca producida y la acumulada, ello lo convierte en un
indice de eficiencia que expresa el crecimiento en términos de una tasa de incremento en el

tamafio por unidad de tamafio y tiempo (g g d™!).

En términos generales la TCR indica la eficiencia de la planta como productor de nuevo
material y depende de la fotosintesis total y de la respiracion, ademas se propone como una
medida que integra el comportamiento fisioldgico de las plantas a partir de la medida del

balance entre la capacidad potencial de fotosintesis y el costo respiratorio de la planta.

En la Figura 28, se observa el comportamiento de la TRC en los y tratamientos que se aplicd
CN, CNl y el control negativo a lo largo del tiempo, la TRC méxima alcanzada a lo largo del
ensayo fue de 0.0962 y 0.0916 g g' d”! en el caso del control y la CNI, respectivamente, en
ambos casos este fenomeno de mayor potencial de crecimiento de material vegetativo nuevo
sucedid al dia 40 DS. El CN arroj6 su mayor TRC en el dia 20 DDS, con un valor de 0.05 g

gl d’!, valor que fue menor con respecto al resto de los tratamientos.

En todos los tratamientos, a partir del dia 60 DS los valores del TRC decrecieron de manera
que se mantuvieron dentro de valores similares culminando al dia 102 de muestreo en los
valores de 0.01 y 0.095 g ¢! d"! para la CN y CNI, respectivamente. Por su parte el control
término con el menor TCR con 0.0054 g ¢! d”!. De acuerdo con Carranza y colaboradores
(2009), los valores altos iniciales de la RAF pueden ser debido a que las plantas utilizan sus
fotoasimilados en mayor cantidad para el desarrollo y crecimiento de las areas

fotosintéticamente activas, generando gastos energéticos, lo que conlleva a menor peso.
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Figura 28 Tasa Relativa de Crecimiento en plantulas de lechuga (g g d'!)
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El indice de area foliar en plantas de lechuga sefiala la superficie de la hoja por unidad de
area de superficie ocupada por la planta, y normalmente aumenta con el crecimiento del
cultivo hasta alcanzar un valor méximo en el cual se alcanza la maxima capacidad para
interceptar la energia solar (Hunt, 1982). En el presente ensayo, el indice mayormente
alcanzado entre los tratamientos fue por el control, seguido de la céscara de naranja sin
inocular y el minimo valor en la capacidad de captar la energia solar fue en las plantas
sometidas al tratamiento de inoculo fingico, con un valor de 1.53, 0.97 y 0.68

respectivamente (Figura 29).

Es importante observar que el indice de area foliar se comporté de forma muy similar en los
tres tratamientos probados, y en los tres casos su valor maximo estd muy por debajo de
estudios antes realizados, ejemplo de ello es el IAF registrado en plantas de lechuga bajo
crecimiento en un suelo salino soédico que en este caso fue de 6.78 a los 61 dias después del
trasplante. Este indice aun es considerado bajo con respecto a otros estudios y esto es debido
a que existe por si mismo un decremento por el estrés osmotico atribuido al sodio del suelo,

afectando a la fotosintesis de las plantas (Carranza et. al., 2009).
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De acuerdo con Curtis y Lauchli (1986), la reduccion del IAF es causada por una disminucién
en el incremento de biomasa por unidad de area foliar y por la disminucién en la proporcion
de masa seca acumulada en los tejidos foliares, ambas relacionadas a la disminucion de peso
seco de las plantas, es interesante retomar que con respecto a otros estudios el IAF fue menor
que en otros estudios y su valor maximo llevé 102 dias, lo cual supera el ciclo productivo de
la lechuga, sin embargo, dado que en los tres tratamientos el comportamiento de la IAF tuvo
tendencias similares entre ellos, se puede adjudicar tal decremento a las condiciones
experimentales del suelo o del ambiente al cual los tratamientos fueron sometidos. No
obstante, es factible deducir que los tratamientos con céscara de naranja no resultaron en un

mejorador de suelo, como podria esperarse.

Figura 29 indice de Area Foliar en plantulas de lechuga
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La Tasa de Asimilacion Neta, indica la eficiencia fotosintética promedio, individual o en una
comunidad de plantas. La capacidad de la planta para incrementar su masa seca en funcién
del area asimilatoria en periodos cortos a lo largo del ciclo de crecimiento depende del area
foliar, de la disposiciéon y edad de las hojas y de los procesos de regulacion interna
relacionados con la demanda de los asimilados (Hunt, 1982). La TAN es una medida de la

eficiencia promedio de las hojas de la planta o de un cultivo (Brown, 1984), lo que indica
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una medida indirecta de la ganancia neta de asimilados por unidad de area foliar en una

unidad de tiempo; esta no es constante y decrece con la edad de la planta o poblacion.

En el presente ensayo la TAN en los tres tratamientos mostr6 el mejor comportamiento a los
22 dias, con 0.0011, 0.0010 y 0.0012 g cm™? d' en CN, CNI y el control respectivamente.
Posterior a tal muestreo el comportamiento de la TAN fue decreciendo a lo largo del tiempo,
estabilizandose a partir del dia 60 donde la CN present6 un mayor TAN con respecto al

resto de los tratamientos.

Figura 30 Tasa de Asimilacion Neta en plantulas de lechuga (g cm?2d™)
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Por su parte el area foliar especifica (AFE) es una medida de la superficie foliar de la planta
en términos de densidad o grosor relativo de la hoja. Se define como la relacion entre el area

total de la hoja y la masa del area foliar de la planta (Florez et al., 2006).

Las oscilaciones de AFE en los tratamientos fueron muy similares entre ellos, puesto que, en
los tres casos, la acumulaciéon de AFE fue incrementando gradualmente hasta el dia 42,

tiempo en donde comenz6 su decrecimiento, que unicamente en el caso de la CN fue menos
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brusco con respecto a CNI y el control. Igualmente, al dia 84 DDS existio un decrecimiento
en el AFE para concluir con un incremento a los 102 DDS en todos los tratamientos
evaluados, que en el caso de la CN éste incremento fue mayor que la CNI y el control.

El maximo AFE de lechuga sucedio en los tratamientos de CN y CNI, con 289.55 y 265 cm?
g ' alos 42 DDS; esta 4rea foliar incrementd maés rapido que el control negativo que alcanzo
su punto méaximo hasta el cuarto muestreo que correspondié al dia 70 DDS con 217.15 cm?
g

Con lo anterior es posible apreciar que el tratamiento de cdscara de naranja sin inocular
obtuvo una mayor 4rea foliar especifica a lo largo del ensayo, con respecto al control y a la
cascara de naranja inoculada, lo cual puede deberse, a lo que Carranza y colaboradores (2009)

mencionan sobre una menor expansion celular y transporte de fotoasimilados a los puntos de

crecimiento.

Figura 31 Area Foliar Especifica en plantulas de lechuga (cm? g™!)
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Relacion de area foliar es un indicador de la superficie foliar de la planta con base en la masa
seca y es definida como la fraccion de masa seca total que corresponde a las hojas. La RAF
méxima entre los tratamientos la obtuvo la CN con 273.76 cm? g a los 56 DDS hasta este

momento de muestreo la CNI obtuvo una menor RAF de entre los tratamientos. Las plantas
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sometidas a CNI obtuvieron su nivel maximo en el dia 42 DDS, después de este tiempo la
RAF fue decreciendo gradualmente con un pico de descenso en el dia 84, sin embargo, este
pico sucedi6 en todos los tratamientos, terminando el ensayo con 132.44 cm? g al dia 102.
Por su parte el control tuvo una RAF inferior durante la mayoria de los muestreos con
respecto a las plantas en suelo tratado, su pico maximo fue a los 70 DDS con 160 cm? g’!
decreciendo a partir de este momento hasta el final del ensayo.

Durante este estado del desarrollo, algunas hojas cesan su expansién mientras que otras
entran en senescencia, y asi se tienen plantas que acumulan mayor materia seca y disminuyen
su area fotosintéticamente activa, y esto lleva a menores valores de la RAF (Archila et al.,
1998).

En este indicador, nuevamente la CN sin indculo respondié de manera mas favorable que la
CNl y el control negativo, lo cual para este caso representa la mayor produccion de biomasa

en plantas tratadas con CN.

Figura 32 Relacién de Area Foliar en plantulas de lechuga (cm?g™")
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V. CONCLUSIONES

El analisis molecular mostré6 dominancia de Penicillium crustosum, Penicillium
steckii 'y Penicillium citrinum en el indculo fingico de cascara de naranja.

Los acidos de orgéanicos determinados en la céscara de naranja son; el acido
gluconico, citrico, malico y succinico. Los &acidos organicos producidos por el indculo
fangico son el acido acético, formico, gluconico y succinico.

La disminucion del pH en la cascara de naranja a lo largo de la inoculacion fingica
flucttia de 4.3 en el dia uno a 3.55 en el dia seis. Sin embargo, en la incorporacion de CNI al
suelo, no disminuy6 su pH por el contrario, aumentd de 5.52 con acidez moderada al inicio
del experimento a rangos de neutros a medianamente alcalinos con valores de 7.34 a 7.82.
Es posible que la cdscara de naranja funcione como regulador del pH, llevando al suelo a la
neutralidad.

La remediacion del suelo bajo factores de humedad al 65%, tamafio de CN a 0.5 cm
y la interaccion del indculo fingico con la fuente de carbono de maiz, contribuyeron a la
disminucién de 4 dS m™! de CE pasando de un suelo salino a moderadamente salino después
de 30 dias de tratamiento.

La disposicion de P en el suelo mejord con factores de remediacion relacion de
naranja paja 1:2, humedad del suelo al 65% y tamafio de céscara de naranja a 0.5 cm, estos
dos tltimos también influenciaron la disminucion en la CE. El P disponible inicial del suelo
fue 0.32 mg kg' s y posterior a la remediacion, dos de los tratamientos presentaron
concentraciones 7 veces més altas, de 2.18 a 2.30 mg kg™' s de P.

Las plantulas de lechuga sembradas 30 dias después del tratamiento de suelos
mostraron una mayor produccion de hojas, mayor longitud aérea y total de plantas, mayor
peso fresco y seco. El aumento en el desarrollo de tales variables de respuesta coincide con
los tratamientos de menor conductividad eléctrica y mayor disposicion de P después de ser
remediados.

En aplicaciones de diferentes dosis de cascara de naranja al momento de la siembra,
el mejor desarrollo en plantulas de lechuga se presentd en el control y en la mayor dosis de
aplicacion de CNI (4%), por su parte las dosis menores (0.5, 2 y 3%) inhibieron el desarrollo
de las variables hojas y peso aéreo sin embargo favorecieron el crecimiento en la longitud de

raiz.
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La CN en dosis de 0.5% aplicada a la hora de la siembra favorece el desarrollo de la

longitud, peso fresco y seco de la planta, por tanto, funciond como biofertilizante.

El mayor desarrollo en plantulas de lechuga se obtuvo con la aplicaciéon de CN a 7
dias después de la siembra, contrario asi en los tratamientos con inoculo fungico que en
ninguno de los tiempos aplicados funciona como biofertilizante y por el contrario puede

inhibir el crecimiento de plantulas de lechuga.

El modelo matematico por el cual se analiz6 la acumulacion de biomasa de las plantas
permitid obtener la eficiencia fisiologica de las plantulas de lechuga a lo largo de 102 dias,
obteniendo que: la IAF y la TCR méximas se dieron por el control a los 40 DDS; la RAF y
la TAN maximas se obtuvieron a los 22 DDS en el tratamiento de CN; el maximo AFE de
lechuga sucedio en los tratamientos de CN y CNI a los 42 DDS, fue el tnico indicador en el

cual, el inoculo mostré un mejor resultado.

La disminucion de la CE y el aumento en la disposicion de P, tuvieron una relacion
inversamente proporcional a partir de la aplicacion de los tratamientos de cdscara e naranja,
independientemente de la presencia o ausencia del indculo fungico, es decir, que la influencia
de los &cidos orgéanicos del inoculo fungico no jugaron un papel diferencial para la
remediacion de los suelos, lo cual puede indicar que los 4cidos de la cascara de naranja por
si misma, gluconico, citrico, malico y succinico son los responsables del efecto de

remediacion de sales.

La CN provoca un efecto favorable en el crecimiento de las plantas de lechuga,
comparado con el efecto negativo bajo la presencia del indculo fungico CNI, por ello la CN
por si misma podria funcionar como biofertilizante, y de ser asi debe aplicarse 30 dias antes

de la siembra, o al menos 7 dias después de la misma.
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VI. RECOMENDACIONES
Es importante continuar analizando el comportamiento del inoculo fangico en el suelo, con
pardmetros como esporulacion y comprobar su persistencia a lo largo del tiempo y a
diferentes condiciones ambientales que pudieran comprometer su sobrevivencia y con ello
su funcionamiento, pues se autores (Grageda et. al., 2012) han sefialado que el uso de
plaguicidas es toxico para los inoculantes o biofertilizantes y se ha observado que en suelos
salinos y/o sodicos el porcentaje de infeccion radical es muy bajo, por ello comprobar la
eficiencia del inoculo fangico ante diversos fendmenos in situ, aseguraria la calidad para su

optima utilizacion en la remediacion de suelos.

El conocimiento de patrones de comportamiento entre especies de Penicillium, tales como
las que se estudiaron en el presente trabajo y de las cuales se demostrd su capacidad
solubilizadora, podrian aprovecharse en muchas otras areas de estudio con respecto a ellas,
en la relacion con las raices de las plantas por ejemplo, en un nivel mas amplio al analizar su
capacidad endofitica; dado que en estudios pasados Scervino y colaboradores (2011),
aislaron Penicillium purpurogenum de la corteza interna de las raices de diversas especies,
lo que sugiere una estrecha relacion con la planta y una posible naturaleza endofitica de la
cepa, caracteristica que podria estudiarse en las especies de Penicillium tratadas en la

presente investigacion.

Para la realizacion del presente trabajo se estudiaron las investigaciones de diferentes autores
con trabajos en Penicillium sp como solubilizadora de P, y muchos de ellos comprobaron que
de forma in vitro las concentraciones carbono, nitrégeno, fuente de calcio y aspectos como
el pH de los medios, regulan la eficiencia de solubilizacion de fésforo, a través de la
produccién de acidos organicos que puede ser distinta en cada caso de acuerdo con las
condiciones del medio. Lo anterior nos permite entender que no existe un unico factor para
la solubilizacion de P, pues hay un complejo de factores que interactian entre si en la
solubilizacion de Py la produccidn de &cidos organicos, por lo cual es interesante conocer la
dindmica en la produccion de acidos organicos in situ, asi como sus variaciones de acuerdo
con las fuentes de carbono (paja de maiz o avena) utilizadas directamente en el suelo, lo cual

podria permitir eficientar tal solubilizacion.
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El presente trabajo marca la pauta para profundizar en futuras investigaciones y proponer
nuevas teorias que expliquen a fondo el mecanismo de disminucidon en la salinidad de
diferentes condiciones de suelos, asi como conocer aquellas que permitan entender el
mecanismo por el cual las cepas Penicillium steckii, Penicillium crustosum y Penicillium
citrinum solubilizan P, de tal forma que sea posible conocer la participacion de cada una de

ellas o si es un efecto conseguido a través de la sinergia de las tres especies.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1
Elementos esenciales para las plantas (Campbell y Reece, 2007).
Forma
Elemento  disponible para Funciones principales
las plantas
MACRONUTRIENTES
Carbono CO2 . (-
. Componentes principales de compuestos organicos
OXlgeno C02 Vegetales
Hidrogeno H>O
Nitrégeno NOs NH:* Componente de acidos nuc!elcos, proteinas, clorofila,
coenzimas.
. + Cofactor para sintesis de proteinas; principal soluto para
Potasio K Jer s . .
el equilibrio de agua (funcionamiento de estromas)
Formacion y estabilidad de paredes celulares. Activa
Calcio Ca*! algunas enzimas y regula respuestas de células a
estimulos
Magnesio Mg>* Componente de la clorofila
Fésforo H2POs HPO2 Componente de acidos nuc}elcos, fosfolipidos, ATP,
coenzimas
Azufre SO472 Componente de proteinas, coenzimas.
MICRONUTRIENTES
Cloro cr Fotolisis del agua en la fotosintesis, regula el equilibrio
del agua
Hierro Fe’* Fe?' Para la fotolisis del agua en la fotosintesis
Manganeso Mn** Componente de los citocromos
Boro H2BO* Activa la formacion de aminoacidos, activa enzimas
Zinc Zn** Activa la formacion de la clorofila, activa enzimas
Cobre Cu’, Cu?* Componente de enzimas fie reaccion redox y sintesis de
lignina
Niquel NiZ* Cofactor de una enzima para el metabolismo del
nitrogeno
Molibdeno MoOy2 Participa en la s1mb10'515,con bacterias fijadoras de
nitrogeno
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ANEXO 2

Condiciones ambientales promedio

Temperatura Temperatura  Humedad Humedad
max °C min °C max % min %

37.231 19.077 65.615 27.923

Condiciones ambientales a lo largo de los bioensayos

Dia Temperatura | Temperatura Humedad @ Humedad
max °C min °C max % min %

01/10/19 44 12 90 16
03/10/19 32 20 58 33
04/10/19 21 17 66 55
07/10/19 43 22 58 30
08/10/19 40 13 68 16
09/10/19 28 13 80 36
10/10/19 33 25 56 35
11/10/19 28 11 47 48
12/10/19 46 15 84 16
13/10/19 44 25 73 16
14/10/19 46 25 55 16
19/10/19 45 25 58 16
24/10/19 34 25 60 30
20/11/20 29 18 63 33
22/11/19 39 19 65 16
25/11/19 27 18 66 40
26/11/19 38 18 66 16
29/11/19 40 18 65 16
03/12/19 35 7 84 16
05/12/19 39 5 79 16
06/12/19 37 4 78 16
09/12/19 38 3 76 16
11/12/19 39 7 84 16
13/12/19 34 6 83 16
18/12/19 35 7 80 16
09/01/20 36 4 77 16
10/01/20 40 4 70 16
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Dia Temperatura Temperatura | Humedad Humedad
max °C min °C max % min %

20/01/20 22 10 81 45
21/01/20 23 7 88 40
22/01/20 34 4 83 16
23/01/20 23 6 84 34
24/01/20 17 10 75 30
28/01/20 20 2 69 16
29/01/20 21 4 68 16
30/01/20 36 7 58 16
31/01/20 20 9 53 20
04/02/20 37 9 75 16
05/02/20 24 9 79 39
06/02/20 28 8 67 16
07/02/20 30 7 77 16
10/02/20 33 7 77 21
11/02/20 39 8 77 16
12/02/20 34 9 74 16
13/02/20 42 7 77 21
14/02/20 35 8 80 16
17/02/20 42 6 69 16
18/02/20 47 6 69 16
19/02/20 43 5 59 16
20/02/20 42 7 77 16
21/02/20 38 10 70 16
24/02/20 44 9 74 16
25/02/20 46 8 67 16
26/02/20 42 8 62 16
27/02/20 40 6 73 16
02/03/20 43 11 73 16
03/03/20 41 10 79 16
04/03/20 40 8 68 16
05/03/20 42 9 64 16
09/03/20 34 8 75 16
13/02/20 37 9 73 16
14/02/20 37 11 65 16
17/02/20 28 9 79 16
18/02/20 31 10 77 16
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ANEXO 3

Secuencia del fragmento 16S-1TS1-5.8S-1TS2-26S de la cepa Penicillium crustosum
con un total 518 nucledtidos.

AAGGATCTTTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCT
TGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGLGC
CCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGAAGTCTGAGTGAAAATATAAATTAT
TTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCC
CTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGT
GTTGGGCCCCGTCCCCCGATCTCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGLGTC
CGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAT
CAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCG

Secuencia del fragmento 16S-1TS1-5.8S-1TS2-26S de la cepa Penicillium
citrinum con un total 555 nucleotidos.
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCGACCTCC

CACCCGTGTTGCACGAACCTGTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCCAGGCCGCCGGGGGGLA
TCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCTCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCT
GAGACAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTC
TTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCT
GCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCTCCGGGGGEGGACGGGCCCE
AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTTG
TAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAACCTTTTATTTTITTCTCAGGTTGACCTCGGAT
CAGGTA

Secuencia del fragmento 16S-ITS1-5.8S-1TS2-26S de la cepa Penicillium steckii

con un total 339 nucledtidos.
GCGGGCCCCGCGCGCGCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCT

ATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCA
AGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGGLCGEEGEEGEEGGACGGGCCCGAAAGGCAGC
GGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGG
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ANEXO 4

IMAGENES DE EXTRACCION DE ACIDOS ORGANICOS

Naranja en cartucho de celulosa soxhlet

o

bk [%WH

Extraccion de rotovapor Diluciones de la muestra
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ANEXO 5

IMAGENES DE AISLAMIENTO DE CEPAS

Obtencion de esporas

g

Crecimiento en medio rosa de bengala Crecimiento en medio rosa de bengala

Crecimiento en PDA Crecimiento en PDA
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ANEXO 6

Distribucion de unidades experimentales
en invernadero

Instalacién de tratamientos no colonizados  Instalacion de tratamientos colonizados
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ANEXO 7
IMAGENES DE BIOENSAYOS

\I..J \ !
g ;
Suelo Remediado Crecimiento de lechuga en suelo
remediado

Instalacion de bioensayos a diferentes Instalacion de bioensayos a diferentes
dosis de CN y CNI dosis de CN y CNI
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]

Bioensayo de aplicacion a diferentes Bioensayo de aplicacion a diferentes
tiempos de aplicacion tiempos de aplicacion

Instalacion de bioensayos de dinamica
de crecimiento de lechuga de crecimiento de lechuga
CN y CNI al mismo tiempo
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