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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto de los
microorganismos en la remediacion de suelos agricolas en Tumilaca - Region de
Moquegua. Los microorganismos fueron extraidas de la zona EI Comun; se utilizé
la prueba T de una muestra; para la caracterizacion molecular y un disefio de DCA
con siete tratamientos y tres repeticiones, ambos procesos se realizaron de marzo a
junio del 2019 en cada tratamientos se aplicaron diferentes concentraciones de
soluciones nutritivas de microorganismos TO (antes de la aplicacion), T1 (manejo
del agricultor); T2 (1,25 %); T3 (2,50 %); T4 (3,75 %); T5 (5,00 %) T6 (EM1
comercial al 5,00 %) a los 100 dias después de la plantacion de fresa, Se extrajo una
muestra de suelo antes de la plantacion. Los resultados muestran la caracterizaron
molecularmente de la solucidén nutritiva de microorganismos identificandose
veintiocho bacterias, siete hongos, dos actinomicetos y dos levaduras, la
remediacién de suelos con diferentes concentraciones de microorganismos donde
bajan la conductividad eléctrica, en cuanto a los analisis quimicos de la solucién
nutritiva a concentraciones de 3,75 %, fueron los mejores en cuanto a la
disponibilidad del nitrégeno, potasio, calcio y magnesio y concentraciones de 1,25
y 2,50 % tiene efecto en el fosforo disponible de los suelos de Tumilaca, el pH del

suelo no hubo diferencia.

Palabra clave: Caracterizacion molecular, fresa, microorganismo nativo,

remediacion de suelo.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to determine the effect of microorganisms
in the remediation of agricultural soils in Tumilaca - Moquegua Region. The
microorganisms were extracted from the EI Comun area; the one-sample t-test was
used; for molecular characterization and a DCA design with seven treatments and
three repetitions, both processes were carried out from March to June 2019, in each
treatment different concentrations of nutrient solutions of microorganisms were
applied TO (before application), T1 (management of the farmer); T2 (1,25 %); T3
(2,50 %); T4 (3,75 %); T5 (5,00 %) T6 (commercial EM1 at 5,00 %) at 100 days
after planting strawberry. A soil sample was taken before planting. The results show
the molecular characterization of the nutrient solution of microorganisms,
identifying twenty-eight bacteria, seven fungi, two actinomycetes and two yeasts,
the remediation of soils with different concentrations of microorganisms where the
electrical conductivity is lowered, in terms of the chemical analysis of the nutrient
solution. at concentrations of 3,75 %, they were the best in terms of the availability
of nitrogen, potassium, calcium and magnesium and concentrations of 1,25 and 2,50
% have an effect on the available phosphorus of the Tumilaca soils, the pH of the

ground there was no difference.

Keywords: Molecular characterization, strawberry, native microorganism, soil

remediation.
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INTRODUCCION

En la agricultura moderna a raiz de la revolucion verde ocurrido en los afios 70 del
anterior siglo se masificd el uso de fertilizantes, abonos foliares y pesticidas
sintéticos con la finalidad de proveer mayor cantidad de alimentos; pero también se
ha contaminado el medio ambiente donde especialistas manifiestan que ha
conllevado a la aparicion de enfermedades al ser humano ademas que los
agricultores tienen dependencia al uso de insumos quimicos en detrimento de la

degradacion de suelos (Singh et al., 2017, p. 3).

Es por ello que se propone con este trabajo de investigacion impulsar la
aplicacion de microorganismos para remediar los suelos de la plantacién de fresa
mediante la identificacion y caracterizacién de microorganismos obtenidos o

producidos en las chacras de los agricultores en la Tumilaca.

Ademas del uso de microorganismos que son atrapados en el suelo para que
posteriormente sean incorporados via radicular y foliar a las plantas para la
produccién de alimentos sanos y de mejor calidad que representan una estrategia
ecologica como el manejo de nutrientes, pestes y reducir la aplicacion pesticida, asi

como mejorar los rendimientos de los cultivos (Bhattacharryya et al., 2016).

Es por ello que por lo antes descrito el proyecto se enmarca en la linea de la
investigacion de la Universidad José Carlos Mariategui en el aprovechamiento

sostenible de recursos naturales y ambientales.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. Descripcion de la realidad del problema

El cultivo de fresa (Fragaria ananassa D.) es plantado a lo largo de la costa peruana
y también en la sierra, este fruto es consumida por la poblacion por su balance acido
azucarado que lo hace apetitosa, tiene vitaminas como la A, B y E y antocianinas
recomendables para la actividad del cuerpo humano. En Moquegua se ha observado
plantaciones del cultivo, pero no aparece en las estadisticas de la Oficina de
Informacion Agraria de la Gerencia Regional de Agricultura Moquegua. El
rendimiento a nivel nacional es de 19 446 kg/ha con una plantacién de 1 273 ha en
las regiones de Apurimac, Arequipa, La Libertad, Lima y Huanuco (SIEA, 2020, p.

8; Ministerio de agricultura, 2008, p. 5 y Restrepo, 2010, p. 1).

Uno de los problemas de los agricultores es el uso desmedido de los
pesticidas, los cuales se han convertido en parte integral de la actividad agricola,
los cuales han contribuido a la aparicion de enfermedades neuroldgicas y el
cancer. Existen diferentes formas de ingredientes activos de pesticidas: como

granular, polvo humectable o concentrados emulsionados que son absorbidos por



el suelo. Los mismos que han sido aplicados a los cultivos para la produccion de
alimentos. Su uso excesivo, conduce a una contaminacion del suelo, agua y aire.
Pudiendose encontrar residuos en orina o sangre de humanos o mamiferos. Estos
compuestos pueden acumularse en los 6rganos del cuerpo a través de torrente
sanguineo. Se ha demostrado que algunos pesticidas, tales como la rotenona y
cipermetrina, son inhibidores o agonistas de enzimas mitocondriales, alterando la
funcién mitocondrial. Estimaciones de organismos mencionan que 12,6 millones
de hombres han muerto por 100 enfermedades causadas por entornos no saludables
tales como suelos contaminados por pesticidas (La Merrill et al., 2014, p. 1;
Bretveld et al., 2006, p. 5; Mahabali y Spanoghe, 2015, p. 188; Collotta et al., 2013,
p. 38; Koutros et al., 2016, p. 795; Liu et al., 2017, p. 214; Karami-Mohajeri y

Abdollahi, 2013; p. 40, Mnif et al., 2011, p. 2 268 y OMS, 2016, p. 3).

La contaminacion del suelo es un tipo de degradacion de la tierra que ocurre
cuando un rango de componentes naturales o antropogénicos superan el maximo
admisible en los entornos naturales del suelo. El uso excesivo de agroquimicos
conduce a una contaminacion acelerada del suelo ha llevado a una creciente
preocupacion en relacién con los graves efectos negativos a los seres humanos. El
16,1 % de todo el suelo, excedieron las normas recomendadas de calidad de
comestibles y la salud humana. Asi la contaminacion de suelos esta sobrellevando
amuchos malestares cronicos, como la enfermedad celiaca, la enfermedad cardiaca,
el cancer y la enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2018, p. 71; Palansooriya et

al., 2019, p. 10; Kissane y Shephard, 2017, p. 1 294).

La produccién y empleo de pesticidas estan universalmente regularizados



por los gobiernos. Los propietarios usan 10 veces mas pesticidas quimicos por acre.
El uso en hogares y en cultivos representa el 8, 15 y 10 % del total de herbicidas,
insecticidas y fungicidas, respectivamente. La contaminacion de los plaguicidas
produce la lixiviacion en aguas subterraneas, escorrentia superficial, captacion de
plantas, volatilizacién y deriva hacia el aire. Los pesticidas son aplicados
indiscriminadamente ocurriendo muchos accidentes por vaporizacion y flotando en
las hojas de la hierba o acechando al suelo, a las personas y animales (Pokhrel et
al., 2018, p. 534, Grube et al., 2011, p. 4; Bush, 2018, p. 460; Tiryaki y Temur,

2010. p. 29 y Hoover, 2005, p. 10).

Los microorganismos descubiertos por el profesor japonés Teruo Higa en
Japon a comienzos de los afios 1970 comercializandose bajo el nombre de EM1, las
actividades antropogénicas a menudo contribuyen a la contaminacion, los
microorganismos que habitan en nichos ecolégicos extremos han evolucionado y
prosperado como consecuencia de la persistencia, la adaptacion y la
especializacion, sirven como reservorios de genotipos y fenotipos especializados;
los métodos de reparacion bioldgicos han recibido atencion por sus menores costos
de operacion, eliminacién Optima, aumento en los rendimientos a  bajas
concentraciones. ElI empleo de microorganismos (tales como bacterias, arqueas y
hongos) y las plantas absorber, adsorber y los transforman, Los microorganismos
crecer y prosperar en entornos extremos, incluso en un pH &cido o alcalino en altas
0 bajas temperaturas, en altas concentraciones de contaminantes de sustancias
toxicas, sales etc.; adaptandose a condiciones ambientales desfavorables y
proporcionan células, enzimas y sistemas cataliticos, en las areas de terreno de los

agricultores se esta realizando las actividades sin restituirles la materia organica al



suelo, apareciendo nuevas enfermedades como por ejemplo radiculares y estan
aumentando su incidencia y severidad que estan ocasionado pérdidas incalculables
alos agricultores (Fathepure, 2014, p. 2; Peeples, 2014, p.2; Alegbeleye et al., 2017,
p. 76; Ayangbenro y Babalola, 2017, p. 1; Raddadi et al., 2015, p. 7 909;

APROLAB, 2007, p. 10 y Rolli, 2010, p. 2).

1.2. Definicion del problema

1.2.1. Problema general

¢Cual es el efecto de los microorganismos en la remediacion de suelos agricolas en

Tumilaca — Regién de Moquegua?

1.2.2. Problema especifico

¢Cual sera la caracterizacion molecular de los microorganismos presentes en una

solucién nutritiva de suelo en Tumilaca?

¢ Cual sera el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de la solucién
nutritiva de microorganismos a los 100 dias en una plantacion de fresas sobre el

analisis quimico y conductividad eléctrica en la remediacién de suelo en Tumilaca?

1.3. Objetivo de la investigacion

1.3.1.Objetivo general

Evaluar el efecto de los microorganismos en la remediacion de suelos agricolas



en Tumilaca — region de Moquegua.

1.3.2. Objetivo especifico

Caracterizar molecularmente de los microorganismos presentes en una solucion

nutritiva de suelo en Tumilaca

Evaluar la adicién de diferentes concentraciones de la solucion nutritiva de
microorganismos a los 100 dias en una plantacién de fresas sobre el analisis

quimico y conductividad eléctrica en la remediacion de suelo en Tumilaca.

1.4. Justificacion e importancia de la investigacion

La investigacion contribuird a los agricultores del distrito de Samegua,
pertenecientes a la provincia de Mariscal Nieto y por supuesto de la regién de
Moquegua tengan un conocimiento de que una alternativa para hacer que la
agricultura sea  sostenible; donde se busca que con la preparacion de
microorganismos por parte de los agricultores en sus campos de cultivos, se pueda
aumentar la resistencia por parte de la planta al ataque de hongos patégenos por el
incremento de microorganismos nativos (de los suelos de las parcelas que no hayan
sido perturbadas por la mano del hombre y maquinaria agricola existente),
comparada con aquellos microorganismos de los campos de cultivo de fresa y de
esta manera los agricultores pueden recibir mejores ingresos econdémicos de sus

productos obtenidos en forma orgénica.

Asimismo, la demanda existente en la zona de Moquegua de poder



abastecerse de fresa en sus despensas es mayor por ser un ingrediente para elaborar
las loncheras escolares y también de personas jovenes y adultas debido a que tiene
una fuente de antioxidantes en la fresa que hace facil su consumo ademas de color,

sabor y textura.

La importancia se traduce que agricultores y profesionales peruanos amplien
sus conocimientos y pongan en practica la metodologia de producir en forma
natural, con insumos producidos en los fundos de los agricultores, campesinos, son

econdmica y muy accesibles a los agricultores.

1.5. Variables

Para la caracterizacion molecular de los microorganismos se hara uso del tipo de
investigacion descriptiva donde se utilizara dos variables de estudio: variable x:
microorganismos y variable y: Remediacion de suelos. La influencia del uso de los
microorganismos se verd reflejada en la caracterizacion molecular de las bacterias,
hongos, levaduras y actinomicetos. En cuanto a la remediacion se analizara en
laboratorio para la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo en

cuanto a CE, pH, disponibilidad de N, P, K, Ca'y Mg.

1.5.1.Variable independiente (x)

Microorganismos benéficos

1.5.2. Variable dependiente (y)

Remediacion de suelo



1.5.3. Variable interviniente

Esta dado por las condiciones del medio ambiente; temperatura y humedad relativa

1.5.4. Operacionalizacion de las variables

La tabla 1 muestra la operacionalizacion de las variables, tanto de la caracterizacion
molecular de los microorganismos y la adicion de diferentes concentraciones de los
microorganismos, la remediacién del suelo sera de acuerdo a la conductividad

eléctrica, pH, nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio disponible.

Tabla 1l

Operacionalizacion de variables

Variables Dimensiones Indicadores

Variable independiente

Microorganismo Concentraciones %
Variable dependiente

Remediacion del suelo

Conductividad eléctrica mS/cm
Acidez real pH
N, P, K, Ca'y Mg disponible mg/kg

Variable interviniente: T°y HR

1.6. Hipotesis de la investigacion

1.6.1. Hipotesis general

La adicién de los microorganismos influye en la remediacion de suelos agricolas de

Tumilaca de la region Moguegua.

1.6.2. HipAtesis especifica



La caracterizacién molecularmente permitira determinar los microorganismos

presentes en una solucion nutritiva de suelo en Tumilaca

La adicion de diferentes concentraciones de la solucidon nutritiva de
microorganismos a los 100 dias en una plantacion de fresas sobre el analisis

quimico y conductividad eléctrica influira en la remediacién de suelo en Tumilaca.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

2.1.1. Caracterizar molecularmente de los microorganismos presentes en una

solucion nutritiva de suelo en Tumilaca

En la investigacion “Respuesta del suelo y del cultivo de fresa (Fragaria x
ananassa) a la aplicacion de lacto fermentos enriquecidos en el sector Querococha
Canton Cevallos, Ecuador”, en el suelo encontrd 2 cepas de hongos benéficos
(Arthrobotrys irregukaris) control de nematodos (Pullularia sp.) con una poblacion
de 6 000 UFC; hubo mejoras en el suelo con 6 cepas de hongos benéficos, el
tratamiento FIM3 (Lacto fermentos + EMAs + sulfato de magnesio) presento
variacion en el pH observando un promedio de 3,23 reportando 2 cepas de hongos
benéficos (Trichoderma sp) y (Acremonium sp) con 18 000 UFC. Estos hongos
cumplieron funciones de antagonismo, descomposicion de la materia organica

(Solis, 2015, p. 13).

En su investigacion “Caracterizacion, identificacion y evaluacion de



microorganismos autdctonos biorremediadores de suelos contaminados por
agroquimicos en la provincia de Loja”, reporto la identificacion de ocho géneros
con potencial biorremediador en las zonas de cantén Pindal (Loja): el hongo Mucor
circinelloides F., tiene buenos resultados para el herbicida glifosatoen 5 g/l y 1 g/l.
Penicillium chrysogenum y Aspergillus uncultured, tiene resultados para absorcién

de cipermetrina (Abad, 2017, p. 2).

La investigacion de “Caracterizacion de microorganismos benéficos
proveniente de tres pisos altitudinales de Azuay — Ecuador y su influencia en el
cultivo de fresa”, realizado en el campus de la UNALM, realizado en dos etapas
de campo y uno en laboratorio donde se determind UFC de levaduras y
actinomicetos, en la fase de campo se escogié consorcios microbiano por piso
altitudinal; inoculando el suelo y se procedié a plantar la fresa, cada piso altitudinal
viven microrganismos benéficos de utilidad ambiental provocando cambios en la

rizosfera; beneficiando el desarrollo vegetativo (Alvarez, 2018, p. 30).

En el trabajo denominado “Aislamiento, caracterizacion e identificacion de
bacterias diazotroficas de la rizosfera del cultivo de Olea europea Olivo en Tacna
Per”, los resultados son el aislamiento y caracterizacion de 104 cepas de bacterias
diazotroficas, se encontro correlacion entre las poblaciones bacterianas con la MO,
fosforo y pH del suelo, tiene capacidad de produccion de acido indol acético (AlA)
en 58,65 %, solubilizando el fosfato en un 25,96 %. El anélisis molecular del gen

16S rRNA reconoci0 a diferentes microorganismos (Clavijo et al., 2012, p. 1).

El trabajo de investigacion “Aislamiento y caracterizacion molecular de
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microorganismos endofiticos asociados a Valeriana sp. y Gentianella weberbaueri
Gil y promotor de crecimiento vegetal”, se caracterizo ocho bacterias, seis hongos;
trece se identificaron con el andlisis del 16S ADNr y para hongos del ITS
molecularmente. La cepa Rahnella inusitana VT25B produjo 61,50 ug/ml de AIA

e impidio el incremento de Fusarium oxysporium en 68 % (Ulloa, 2016, p. 13).

En su investigacion “Coleccion de microorganismos edéficos y endofitos
nativos para contribuir a la seguridad alimentaria nacional” se clasificaron 353
cepas bacterianas y flngicas con la ampliacion de los genes 16S RNAr,
observandose las bacterias mas cuantiosas son Bacillus 27 %, Pseudomonas 8 % y
Stenotrophomonas 6 %, los géneros flngicos méas cuantiosos son: Aspergillus 8 %,
Penicillium 3 % y Myrothecium 3 %. Ademas, la solubilizacion del fosforo y
producir sideréforos es de 36 y 61 %, solo el 3 % produce celulosa y el 11 %

produce B-hemolisis (De los Santos et al., 2018, p. 14).

La investigacion “Aislamiento, Caracterizacion molecular y evaluacion de
cepas fijadoras de nitrogeno en la promocion del crecimiento de frijol” muestra los
resultados que la identificacion molecular de la soya corresponde a tres
microorganismos, mientras que la jicama corresponde a Bradyrhizobium japonicum
(IN113-13), estos fueron inoculadas en plantulas de frijol a una suspension de 108

UFC/ml (Angeles y Cruz, 2015, p. 1).

En la investigacion “Caracterizacion molecular de Trichoderma spp. En
cultivo de arveja Pisum sativum L.” muestra los resultados mediante marcadores

RAPDs, la variacion molecular es de 26 %, entre las poblaciones de Trichoderma
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spp., mientras que dentro de las poblaciones fue del 70 % (Checa et al., 2015, p.1).

La investigacion “Identificacion y caracterizacion bioquimica, morfologica
y molecular de microorganismos cultivables asociados a la rizosfera y al sustrato
de plantas de vainilla”, muestra los resultados que al evaluar 44 cepas bacterianas
y 8 micdticas. Los hongos Penicillum griseofulvum y Aspergillus fumigatus, las
bacterias identificadas son Bacillus cereus y Serratia sp, Pseudomonas koreensis

(Alvarez, 2012, p. 6).

La investigacion “Caracterizacion molecular de actinomicetos provenientes
de ecosistemas antarticos” los resultados muestran que diez cepas pertenecen a
Strptomyces fildesensis GW25-5t, tres cepas a Streptomyces griseus/streptomyces
flavogriseus, una cepa a Streptomyces olivochromogenes y dos Gltimas cepas a
Streptomyces sannanensis. Los actinomicetos se acomodan a los escenarios

ambientales separados de miles de kilémetros uno del otro (Navas, 2016, p. 14).

En su trabajo de investigacion “Caracterizacion bioquimica y molecular de
bacterias asociados a nédulos de cuatro leguminosas en la provincia de Santa Elena
Ecuador”, los resultados muestran que mediante técnicas morfoldgicas bioquimicas
y de microscopia electrénica de barrido (MEB) se determiné diez cepas bacilares
gram negativas de vertiginoso incremento y caracteristicas rizo bacterias, tolerantes

a salinidad y ha agroquimicos. (Valenzuela, 2018, p. 12).

La investigacion “Caracterizacion de bacterias fijadoras de nitrogeno y su

relacion con tierras agricolas del distrito de riego de Repelon, departamento del
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Atlantico” los resultados muestran variaciones de los suelos en sus caracteristicas.
El pH vari6 entre ligeramente acido de 6,41 y 6,56 a neutro con valores de 6,60 a
7,50. El porcentaje de materia organica es alto 2,91 a 6,46 %. El fosforo total del
suelo presento variaciones entre 76,20 a 113 ppm. Se presentaron bajos valores de
humedad entre 0,91 a 5,99 %, se evalu6 la densidad poblacional de bacteria
fijadoras de nitrégeno, la densidad poblacional para la cepa 3 es 1,60 x 108 UFC/g
de suelo, la cepa 2 fue 5,20 x 10’ UFC/g de suelo y la cepa 1 de 4,40 x 10’ UFC/g
de suelo. La zona norte presento mayor poblacion de las cepas 1y 3, la zona centro
mostré mayor poblacion la cepa 2. Las propiedades fisicoquimicas durante la época
de ausencia de actividad agricola, escasez de agua y falta de operacion de riego
mejoran las propiedades del suelo y son mejores para el establecimiento de las

bacterias fijadoras de nitrogeno (Rojas y Valencia, 2018, p. 12).

2.1.2. Adicion de diferentes concentraciones de la solucion nutritiva de
microorganismos a los 100 dias en una plantacion de fresas sobre el
analisis quimico y conductividad eléctrica en la remediacion de suelo en

Tumilaca.

En su investigacion “Microorganismos de suelos floricolas contaminados con
plaguicidas durante su tratamiento con vermicompost” los resultados muestran el
pH mas &cido y valores altos de CE, las bacterias y hongos proliferan en mayor
cantidad y se adaptan a las condiciones de los plaguicidas, la adicién de
vermicompost no incremento la poblacion de bacterias, pero proporciona las

condiciones estables para la poblacion de hongos (Palomino, 2019, p. 10).
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Ensu trabajo de su investigacion “Ingenieria ecoldgica: efecto del uso
de microorganismos de montafia (MM) sobre el suelo con base a dos cultivos
agricolas”, muestra los resultados muestran que las propiedades fisico quimicos
estuvieron asociados a un aumento en la complejidad de biosistemas de estudio, lo
cual fue producto de la introduccion de los MM en el patrén de manejo de los
cultivos estudiados, producto del ensamblaje de especies en el biofertilizante

producto de los tiempos de incubacién (Umafia, 2017, p. 4).

La investigacion “Efecto de microorganismos eficientes (EM) en la
fertilidad del suelo agricola degradado biol6gicamente del sector Barraza, Laredo,
Trujillo” muestra los resultados que 20 ml de EM con 200 ml de agua presento
mejores resultados, por lo tanto, el EM regeneraron la fertilidad del suelo agricola
degradados biol6gicamente en cuanto a fosforo, materia organica, potasio, pH y es

igual en CE (Ramos, 2017, p. 8).

En la investigacion “Aplicacion de enmiendas organicas y microorganismos
eficientes para la mejora de la calidad del suelo en el anexo 22 — Jicamarca 2018”
muestra los resultados una reduccion del volumen del contenido de los residuos
organicos que fueron colocados al comienzo de la investigacion y posee una
dependencia directa con aumento de las concentraciones de nutrientes N, P, K
esenciales para la mejora fisico quimica del suelo y los microorganismos se
desarrollan muy rapidamente estimulando la degradacion de la materia organica

(Castillo, 2018, p. 7).

La investigacion “Efecto de la aplicacion de microorganismos eficaces en
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el contenido de cadmio y propiedades fisicoquimicas de un suelo contaminado del
distrito de Orcotuna, Concepcion, 2017 muestra los resultados que hay disminucion
del cadmio, el pH se incrementd de 7,98 a 8,09, la conductividad eléctrica (CE),
vario de 0,513 a 8,070 dS/m, la materia organica vario de 2,51 a 8,80 %, el fosforo
disponible del suelo aumenté de 16,43 a 153,57 ppm, el potasio disponible aumento
significativamente desde 267,33 a 5 813,33 ppm, la CIC se incrementd con la

aplicacion con valores de 20,37 hasta 27,31 meg/100 g (Llanos, 2018, p. 10).

En la investigacion “Aislamiento y caracterizaciéon de microorganismos
biocatalizadores de ceniza volcdnica en suelos agricolas de Tungurahua” los
resultados muestran bacteria, hongos, levaduras y actinomicetos presentes en la
ceniza volcanica y suelo volcanico, los microorganismos fueron caracterizados por
observaciones macro y microscopicas y pruebas bioquimicas, se midioé parametros
biofisicos de pH, conductividad eléctrica y densidad aparente, se identificaron 27
microorganismos predominando Bacillus, Trichoderma, Rhodosporidium vy
Nocardia, los que mayor eficiencia mostraron fueron Trichoderma, Paecilomyces
lilacinus, Aureobasidium pullulans y Nocardia. EI pH, C.E. y poblacién de

microorganismos se vieron afectados por la ceniza (Diaz, 2017, p. 12).

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Remediacion de suelos

La remediacion consiste en un conjunto de técnicas que busca la recuperacion de
suelos o cuerpos de agua contaminados, con la finalidad de restaurar o mejorar las

caracteristicas de ciertas propiedades de la matriz ambiental, manteniendo la
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armonia el ecosistema y evitar riesgo para animales, plantas y seres humanos. Para
la remediacion de suelos es preciso conocer las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbioldgicas, asi como la temperatura, radiacion solar, pluviometria, es
significativo conocer el contaminante a tratar incluso su toxicidad, la efectividad
del tratamiento depende de las caracteristicas del suelo como de los contaminantes

(Manual de Legislacion Ambiental, s/f, p. 32, Volke y Velasco, 2002, p. 13).

Tabla 2

Principales ventajas y desventajas de remediacion

Tratamiento ‘entajas Desventajas
o Efectividad en costo e Mayor tiempo de tratamiento
e Tecnologias benéficas para el o Necesaria la verificacion de la toxicidad de
ambiente intermedios o0 productos

Bioldgicos ¢ Los contaminantes son expulsados e No logran emplearse en suelos que no tengan
materia organica porque favorece el aumento

de los microorganismos

e Demanda un minimo o ningdn
tratamiento posterior

e Efectivos en costos e Los residuos deben tratarse aumentando en

costos y necesidad de permisos

Fisicoquimico e Pueden hacerse en periodos cortos e Los fluidos de extraccién pueden acrecentar

la movilidad de contaminantes

o El equipo es viable y no necesita
mucha tecnologia

Térmico e Tratamiento mas costoso

Fuente: Volke y Velazco, 2002.

Los tratamientos se pueden clasificar en tres tipos: a) bioldgico, es la
utilizacion de organismos, entre ellos plantas, hongos y bacterias, que busca
convertir al contaminante en sustancias mas simple, b) fisicoquimico se busca
mejorar las propiedades del suelo para inmovilizar y/o separa, el objetivo es

cambiar la matriz del suelo por arrastre de vapor cambiar la matriz aire, c)
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tratamientos térmicos, describen en separar o inmovilizar los contaminantes por

una oxidacion térmica completa (Peeples, 2004, p. 192).

La remediacion también se puede clasificar en convencionales
(tradicionales) y no convencionales (innovadoras). Los primeros han sido probados
fuera del laboratorio y plantas pilotos; poseen un grado de tecnificacion y se
encuentran en la region en la cual se requieren. Los segundos son aquellos cuya
base se encuentra en los fundamentos tedricos, pero buscan aumentar la eficiencia

de remocion y disminuir los tiempos de la remediacion (INECC, 2007, p. 14).

2.2.2. Técnicas de remediacién

Segun The National Academy Press (1993, p. 12), menciona que basicamente se

clasifican en:

e Remediaciéon en el lugar (in situ), es el empleo de microorganismos para la
remediacién de los contaminantes en determinados sitios, es mas econdémico,
expeditivo e inequivoco que los demés métodos de descontaminacion.

e Remediacion ex situ, el tratamiento se realiza en un lugar diferente al lugar en

que se encuentran el residuo, dicho lugar no es una planta de tratamiento.

2.2.3. Microorganismos

La tecnologia de EM, fue creada por Teruo Higa, doctor oriundo del Jap6n a
mediados de los afios 60, empezé la pesquisa de una nueva opcion para substituir a

los fertilizantes y pesticidas quimicos que eran comdnmente usados desde la
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segunda guerra mundial y que contaminaban el medio ambiente. En un inicio los
ME eran usados como acondicionadores del suelo. EM (Efective Microrganismo),
estos son: bacterias fotosintéticas, bacterias de &cido lactico, levaduray

actinomicetos (Marti, 2008, p. 65).

Los microorganismos eficientes suelen actuar, donde toman la sustancia que
han generado otros organismos de acuerdo a su actividad y desarrollo. Las raices
exudan sustancias usadas por los ME para desarrollarse, lo hacen simplificando
aminoéacidos, acidos nucleidos, vitaminas, hormonas y otras sustancias. Los ME
incrementa su cantidad, incrementan el dinamismo de los microorganismos,
haciendo mas grande la microflora equilibrando los ecosistemas y eliminando a
microorganismos patdgenos existentes en el suelo. Los ME contiene mas de 80
especies de microorganismos formas de 10 géneros agrupandose en cuatro:
levaduras; son bacterias que hacen uso de las sustancias que emiten las raices y

sintetizan vitaminas y activan microorganismos del suelo (Condori, 2015, p. 13).

Los actinomicetos; son hongos que estan controlando a otros hongos y
bacterias patogenas, le proporcionan a la planta mayor resistencia al ataque de
patdgenos a través del contacto de patdgenos debilitados. Estas bacterias producen
acido lactico con el cual son capaces de controlar la poblacion de microorganismos
patdgenos como por ejemplo el Fusarium, a través de la fermentacion del estiércol,
sirve a las plantas y por ultimo las bacterias fotosintéticas; son microorganismos
que utilizan la energia del sol con sustancias producidas por las raices sintetizar
vitaminas y nutrientes para las plantas incrementan el nimero de microorganismos

como los fijadores de N y micorrizas (Afasco y Pinedo, 2005, p. 12).
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Los microrganismos también de montafia (MM), son microorganismo de
tierra que se encuentran en el ecosistema o0 entornos naturales, los cuales pueden
ser inoculados para mejorar el suelo y los rendimientos de los cultivos, estos
microorganismos descomponen la materia organica y a la vez combaten a los
microorganismos patdgenos. Son recicladores de nutrientes, fijan el N del suelo,
son capaces de degradar sustancias toxicas como pesticidas, y producen sustancias
que mejorar el suelo. Son extraidos de suelos no manipulados por el hombre

producen muchos beneficios y bajos costos (Moreno y Velarde, 2016, p. 7).

Los microorganismos eficientes (ME) o microrganismos de montafia (MM)

cumplen con las siguientes funciones (Castro, 2011, p. 12):

e Son capaces de degradar la materia organica aumentando la disponibilidad
de nutrientes al suelo.

e Controlan a microorganismos patdgenos que estan en el suelo.

e Con capaces de degradar sustancias toxicas como los pesticidas.

e Aceleran la germinacion de semillas y fijan el nitrgeno.

Los ME como inoculante microbiano, son capaces de restablecer el
equilibrio microbiolégico de los suelos, mejorando las caracteristicas fisico
quimicas del suelo, incrementando las producciones, aumenta el crecimiento en las
plantas y disminuir las plagas y enfermedades ya que los ME ayuda a inducir la
resistencia sistematica a patdgenos por parte de las plantas, consumen los exudados
de las plantas evitando la propagacién de patdgenos, promueve la formacion de la

flor, formacion de fruto y maduracion por sus efecto hormonales en zonas de
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crecimiento (meristematicas) y por ultimo aumenta la capacidad fotosintética. En
el suelo mejoran las caracteristicas fisicas quimicas y biologicas. Reducen la
compactacién aumentan los espacios porosos y mejora la filtracion del liquido
elemento, La parte microbiolégica suprima los microorganismos patdégenos que
estan en el suelo y que compiten con los ME y remueve el incremento de los

microorganismos benéficos nativos del suelo prosperen (Marti, 2008, p. 34).

2.3. Marco conceptual

2.3.1. Biofermento

Son fermentos liquidos donde la demanda de mano de obra es baja y las diluciones
se hacen en porcentajes de cuatro a diez por lo que os hace mas econémicos (Afiasco

y Picado, 2005, 67).

2.3.2. Fertilizante orgéanico

Es un abono donde tiene ingredientes de guano de animales menores y vacunos
ovinos y otros con la adicidon de malezas y pueden ser liquidos y sélidos (compost)

y la adicién de microorganismos (Anaya, 2016, p. 13).

2.3.3. Microorganismos eficientes o EMs

Es una combinacién de microorganismos benéficos obtenidos en los lugares donde
no ha habido la intervencion del ser humano; contiene 3 tipos de microorganismos
como: bacterias foto tropicas (fijan el nitrogeno y el diéxido de carbono en

moléculas organicas) Bacterias de acido lactico (producen &cido lactico a partir de
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azucares) y levaduras que degradan proteinas y carbohidratos (Feican, 2011, p. 14).

2.3.4. Biorremediacion

Es el uso microorganismos para evolucionar contaminantes en nada contaminantes
para limpiar terrenos o aguas contaminadas. El objetivo es emplear los
microorganismos en plantas para retornar un medio ambiente alterado por

contaminantes a su condicidn natural (Umrania, 2006, p. 13).
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CAPITULO 11l

METODO

3.1. Tipo de investigacion

La investigacion es aplicada y experimental, porque se manipul6 las variables y se

sometio a diferentes concentraciones la solucion nutritiva de microorganismos.

3.2. Disefio de la investigacion

Para la caracterizacion molecular de microorganismos en la solucion nutritiva se
utilizo la prueba de T para una muestra, mientras para la remediacion de suelos en
Tumilaca se utilizé el disefio experimental completamente al azar (DCA); con siete
tratamientos y tres repeticiones. El disefio de investigacion se realizé conforme a la

figura 1.

R3 |13 T4 |15 76 [T0 |11 |T2

Figura 1. Croquis experimental
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3.2.1. Tratamientos utilizados en la investigacion

TO:

T1:

T2:

T3:

T4:

T5:

T6:

Antes de la aplicacion de microorganismos
Manejo del agricultor 0,00 %
Microorganismos al 1,25 %
Microorganismos al 2,50 %
Microorganismos al 3,75 %
Microorganismos al 5,00 %

EM1 comercial al 5,00 %

3.2.2. Aleatorizacion de tratamientos

Se

realiz6 con siete tratamientos y tres repeticiones, con 21 unidades

experimentales.

3.2.3. Ubicacién

El estudio de microorganismos se desarroll en la zona de Tumilaca en el anexo del

Comun perteneciente al distrito de Torata, Provincia de Mariscal Nieto, Region de

Moquegua.

3.2.3.1. Ubicacion geograéfica

Latitud sur 1 17° 117 45
Longitud oeste : 70° 5468
Altitud :1 620 msnm
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3.2.3.2. Caracteristicas del &rea experimental

- Avrea del terreno : 40,00 m?
- Largo del campo experimental 10,00 m
- Ancho del campo experimental t4m

- Area neta experimental 221 m?

3.3. Poblacién y muestra

3.3.1. Poblacioén

La poblacion quedé conformada por el suelo agricola en la zona del Comun en

Tumilaca.

3.3.2. Muestra

Las muestras de suelos fueron recolectadas en un peso de 1 kg por unidad
experimental segun la operacionalidad de las variables a los 100 dias después de la
plantacion de las plantas de fresa y de cinco aplicaciones de microorganismos (cada

20 dias).

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.4.1. Observaciones indirectas

Se utiliz6 en laboratorio el andlisis de salinidad y del analisis quimico del suelo para
obtener la informacidn cuantitativa en cuanto a la conductividad eléctrica (mS/cm),

pH, nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio disponible.
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3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

3.5.1. Seleccidon de pruebas estadisticas

Para la caracterizacion molecular de la solucién nutritiva se realizo6 en el laboratorio
de la Universidad de Tarapacé (Arica) y después de obtener los resultados de los
microorganismos obtenidos como bacterias, hongos, actinomicetos y levaduras se
realizo la prueba de T de una muestra, empleando el programa Statistical Package

for the Social Science (SPSS-25).

Mientras que, para los datos obtenidos de la remediacion de suelos en cuanto
a los anélisis de salinidad y analisis quimico de las muestras de suelo tratados con
diferentes concentraciones de la solucién nutritiva de microorganismos, realizados
en la Universidad de Tarapaca (Arica) se emple6 el analisis de varianza y la prueba
de significacion el cual en la tabla 3 muestra el andlisis de varianza de disefio de

DCA,; para el anélisis se empled el programa de software de InfoStat.

Tabla 3

Analisis de varianza para disefio completamente al azar (DCA)

F de V GL SC CM FC all
0,05 0,01
Tratamientos 6  SCrrar. SCrra/GL CMrrat/ CMerror
Error 14 SCrota-SCrrat  SCemor/GL
Total 20 SCiotal

Fuente: Montgomery, 2004.

3.5.1.1. Manejo de la investigacion.

A. Preparacion de area del ensayo.
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El area de investigacion se realizd en el anexo del Comdn — Tumilaca,
procediéndose a recolectar una muestra de suelo de ocho puntos a una profundidad
de 20 cm; el cual se coloco en un balde de 20 litros para proceder a homogenizar el
suelo y extraer una muestra de 1 kg de suelo para hacer los analisis quimicos y de
salinidad, posteriormente se realizo la roturacion de terreno y realizar los surcos

para proceder a efectuar la plantacion de los esquejes del cultivo de fresa.

B. Preparacion de microorganismos.

Se realiz6 el cocido de arroz en una olla colocando 300 g de arroz y agua, en seis
envases de plastico de %2 kg de capacidad se coloco el arroz cocido repartiéndolo
en partes iguales, luego se tapo los envases con una tela de color blanco sujetandolo
con una liga, colocandolo en el pie de un arbol , donde no haiga actividad agricola
a una profundidad de 20 cm, después de siete dias se sacaron los envases del suelo
para mezclarlo en un envase de plastico de 20 litros de capacidad, donde se afiadid
2 kg melaza, 250 gramos de levadura, 2 litros de leche, ademés se homogenizo con
agua de acequia hasta completar 10 litros (Ilamandolo EM madre), siete dias
después se colocaron en un envase de 20 litros un litro de EM madre mas un kg de
melaza, enrazandolo con agua hasta completar los 20 litros de capacidad; luego se
tapd el envase y una semana después se encuentra listo para aplicarlo al suelo donde

se encuentra el cultivo de fresa (Huacollo, 2018, p. 32).

C. Metodologia en laboratorio.

Para la caracterizacion molecular de la solucion nutritiva de microorganismos es la

siguiente:
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a. Medios de cultivo para bacterias, hongos levaduras y actinomicetos.

En la tabla 4 muestra los medios de cultivo empleados para la caracterizacion
microbioldgica de bacterias, hongos, levaduras y actinomicetos para realizar la

cuantificacion de los microorganismos.

b. Método de siembra microbiol6gica del suelo.

Se tomaron 10 ml de la muestra nutritiva original, diluyéndolas en esterilidad,
agregandole 90 ml de agua destilada estéril. Seguidamente se agitaron las muestras
por 5 minutos, para logra la suspension del suelo en el solvente, la ayuda de una
pipeta estéril de 10 ml de capacidad se afiadio una cantidad proxima a la dilucion y

continuar hasta la dilucién deseada.

La siembra de las diluciones predeterminadas segun el grupo a determinar
se realizo por el método de viables por triplicado, se sembr6 a 1 ml de profundidad,
se afiadid el medio de cultivo de aproximadamente 20 °C, se agit6 la placa en forma
horizontal de cinco ciclos a la derecha e izquierda; procurando no derramar. Las

incubaciones se desarrollaron segun el agar:

Agar Plate Count: 37 °C

Agar TSN en anaerobiosis: 46 °C

Agar Dicloran Rojo de Bengala Cloranfenicol (DRBC): 37 °C
Medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS): 37 °C

Agar Almidon Caseina: 37 °C

Agar Burk: 37 °C
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Agar Ramos Callao: 30 °C

Tabla 4

Medios de cultivo para microorganismos

Organismo

Medio de cultivo

Bacterias totales

Mesofilos aerobios totales
Bacterias anaerobias totales
Hongos totales

Levaduras totales

Mohos totales

Lactobacilos y bacterias Acido lacticas
Actinomicetos

Fijadores de nitrogeno
Fosfatos mineralizadores
Fosfato solubilizadores

Calculo (Aerobios + Anaerobios)

Agar Plate Count

Agar TSN en anaerobiosis

Calculo (Levaduras + Mohos)

Agar Diclorén Rojo de Bengala Cloranfenicol (DRBC)
Agar Dicloran Rojo de Bengala Cloranfenicol (DRBC)
Medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS)

Agar Almidoén Caseina

Agar Burk

Agar Ramos Callao

Agar Ramos Callao

c. Evaluaciones de las poblaciones microbiologicas en los medios de cultivo.

Agar Plate Count: a

las 48 horas se contabiliz6 la totalidad de las colonias por

dilucion: Agar TSN en anaerobiosis: a las 24 horas se contabilizo la totalidad de las
colonias. Agar Dicloran Rojo de Bengala Cloranfenicol (DRBC): 48 horas, se
contabilizo las levaduras y los hongos filamentosos. Medio Man, Rogosa y Sharpe
(MRS): Método del numero mas probable, se contabilizd los tubos positivos

segun las diluciones y se contrastaron segun la tabla NMP.

Agar Almidén Caseina: a las 72 horas, se contabilizd los actinomicetos
emergentes. Agar Burk: a los 10 dias. Se contabiliz6 las diluciones que tengan halo
de nitro fijacion. Agar Ramos Callao: a las 72 horas, se contabilizd los

microorganismos que presentaron halo de solubilizarian del fosfato fijado.
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d. Descripcion de los medios de cultivo.

El Plate Count Agar fue desarrollado por Buchbinder, Baris y Goldstein. En el PCA
(Plate Count Agar), la triptona y el extracto de levadura abastecen las fuentes de N
y vitaminas, para el incremento de variedad de microorganismos, la glucosa aporta
energia. La transparencia del medio y tamario de las colonias al crecer facilitan los
recuentos bacterianos. La siguiente; hidrolizado pancreéatico de caseina (Triptona)

5,0 g; extracto de levadura 2,5 g; glucosa 1,0 g; agar-agar 15,0 g y el pH 7£0,2.

Agar TSN en anaerobiosis: el agar TSN se basa en el aislamiento y recuento
de microorganismos anaerobios en cualquier clase de muestras de anaerobiosis. El
TSN lleva sales de hierro y las bacterias lo utilizan apareciendo colonias de color
negro. Su composicion es neomicina sulfato 0,02 g/L; extracto de levadura 10,0
g/L; peptona de caseina 15,0 g/L; agar bacteriol6gico 13,5 g/L; sodio sulfito 1,0

g/L; hierro (1) citrato 0,5 g/L; polimixina B sulfato 0,05 g/L y el pH final 7,0.

Medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Preparado de acuerdo con la férmula
de Man, Rogosa y Sharpe, es un medio selectivo indicado para el aislamiento de los
lactobacilos. La composicién: Peptona de carne 10,00 g; extracto de carne de buey
8,00 g; extracto de levadura 5,00 g; glucosa 20,00 g; fosfato dipotasio 2,00 g;
acetato de sodio 5,00 g; citrato triamonio 2,00 g; sulfato de magnesio 0,20 g; sulfato
de manganeso 0,05 g; agar-agar 10,00 g; tween 80 polisorbato 1,00 g y pH final:

6,4+0,2.

Agar Almidon Caseina, desarrollado por Kuster y Williams, para el
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crecimiento de actinomicetos. Su composicion es a base de almidén 10,0 g; caseina
(libre de vitamina) 0,3 g; KNO3 2,0 g; NaCl 2,0 g; K2HPO4 2,0 g; MgS0O4; 7H20
0,05 g; CaCO3 0,02 g; FeSO4. 7H20 0,01 g; Agar 15,0 g; agua destilada 1,0 L y

pH 7,20.

Agar Burk. Medio carente de fuentes nitrogenadas disefiado para la
determinacion de microorganismos fijadores de nitrégeno. Su composicion es
medio de Burk sulfato magnésico 0,2 g; sulfato de hierro 7H20 0,005 g; fosfato
monopotasico 0,2 g; fosfato bipotasico 0,8 g; molibdato sédico 0,00024 g;

glucosa 5 g; agar 20 g; agua 1 000 ml y cloruro célcico 0,0085 g.

Agar Ramos Callao, medio para fosfato solubilizadores y  fosfatos
mineralizadores. Su composicion es agar nutritivo 22 g; extracto de levadura 2 g;
glucosa 20 g; agua esterilizada 1 000 ml y pH 7. Seguidamente para la prueba se
realizd el conteo de las placas que contaban entre 30 y 330 colonias, en casos
excepcionales se realizaron conteo de dos placas de diluciones consecutivas y se
procedio a sacar el promedio. Por morfologia de las colonias, se realiz6 un
aislamiento en agar nutritivo, asi mismo se realizaron las coloraciones respectivas

y las pruebas bioquimicas como se presenta en la tabla 5.

Luego se procedi6 a realizar la extraccion del DNA como sigue:
Primeramente, en forma opcional: colectar la muestra en un tubo Eppendorf de 1,5
ml y moler el tejido con un pistilo en presencia de nitrégeno liquido. Segundo,
agregar 150 ul de Buffer de Extraccion y moler el tejido con un pistilo. Tercero,

agregar 150 ul mas de Buffer de Extraccion y 200 ul de fenol-cloroformo y mezclar
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en vortex. Cuarto, centrifugar 5 minutos a 12 000 rpm. Quinto, transferir la fase
acuosa en un nuevo tubo Eppendorf y precipitar el DNA agregando 2 volumenes
de Etanol al 100 %. Mezclar en vortex. Sexto, centrifugar 5 minutos a 12 000 rpm.
Séptimo, eliminar el sobrenadante y agregar 500 pl de ethanol al 70 %. Octavo,

centrifugar 1 min a 12 000 rpm.

Noveno, descartar todo el etanol y secar el pellet a temperatura ambiente.
Opcional: acelera el proceso en estufa a 37 °C. Decimo, resuspender a 20-30 ul de
H20dd. Mezclar en vortex. Onceavo, visualizar el DNA en gel de agarosa al 1 %.
Para preparar el gel de agarrosa y realizar la electroforesis se realizo la preparacion
de un gel de agarosa, siguiendo los siguientes pasos: Primer paso, preparar la
agarosa de acuerdo al tamarfio de los fragmentos de DNA que se esperan. El uso
general de agarosa es a una concentracion del 1% (P/V), (1gr/100 ml); para
fragmentos de DNA de tamafio pequefio (~100-300 pares de bases (pb)) se
recomienda una concentracion de agarosa del 2 y 3 % P/V. Segundo paso, pesar la
cantidad de agarosa a utilizar y transferir a un frasco de vidrio, previamente limpio.
Tercero paso, afiadir el volumen deseado de solucion tampdn Tris Borato EDTA
(TBE) 0,5X y mezclar. Cuarto paso, Calentar en horno microondas para disolver la

agarosa totalmente (se tomara de una coloracién translucida).

Quinto paso, enfriar la agarosa hasta 50 °C 6 hasta que la mano de una
persona pueda soportar la temperatura del frasco. Sexto paso, preparar el soporte de
agarosa sellando los bordes por presion o con cinta adhesiva (esto dependera del

modelo de camara disponible) y colocar en los peines.
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Tabla 5

Identificacién de microorganismos en laboratorio

Cadigo Microorganismo Descripcion
GPA  Streptomyces sp. Agar Almidon Caseina, colonia caracteristica y coloracion Gram.
. Agar Nutritivo, no fermentadores, aerobios estrictos, oxidasa y
GPB  Sphingomonas sp. catalasa positiva.
GPC  Aquabacterium sp. Agar Nut_rltlvo, _bacterlas_ _mowles, en form_a de bastén,
gramnegativas, oxidasas positivas, catalasas negativas.
GPD  Bacillus thuringiensis ﬁg?/r“ Nutritivo, bacilo gram positivo anaerobio facultativo y
GPE  Bacillus mycoides Agar Nutritivo, bacilo gram positivo no movil, formador de
esporas
GPE  Bacillus mycoides Agar Nutritivo, bacilo gram positivo no movil, formador de
esporas.
GPG  Bacillus megaterium Agar Nutritivo, bacteria formadora de esporas Gram-positivas,
g aerobia, longitud celular de hasta 4 um y un didmetro de 1,5 pum.
GPH Bacillus altitudinis Aga}r .Nutl’ltIVO, bacteria formadora de esporas Gram-positivas,
aerdbia.
GPI Bacillus cereus Agar NUtI’ItI,VC_), bac,tefla gram positiva, formadora de esporas
centrales, movil, aerdbio.
Agar Nutritivo, bacilo gram positivo anaerobio facultativo y
GPJ Bacillus thuringiensis movil, forma inclusiones cristalinas claros al microscopio éptico
durante esporulacion.
GPK  Bacillus altitudinis Aga}r .Nutl’ltIVO, bacteria formadora de esporas Gram-positivas,
aerdbia.
GNA  Enterobacteriaceae Aga}r_ Mac Conkey, bacteria movil indol negativo, ornitina
positiva.
GNB Enterobacteriaceae Agar Mac Conkey, bacteria movi indol negativo, ornitina positiva.
Agar Mac Conkey, bacterias gram negativas, no fermentan
GNC  Proteus lactosa, TSI negativo.
GND  Brevibacillus Agar Mac Conkey, bacilo gramnegativo, aerébico y formador de
esporas.
LA Saccharomyces Agar PDA, no utiliza nitratos.
Agar PDA, morfologia de células acuminadas esféricas, elipticas
LB Pichia u oblongas, forma ascosporas redondas, hemisféricas o con forma
de sombrero.
HA Cladosporium Agar PDA, Impronta con Azul de lactofenol y reconocimiento con

clave taxonémica de hifas y conidias.

Séptimo paso, verter la agarosa a aproximadamente 50 °C en el soporte de

agarosa evitando la formacion de burbujas. Si se forman burbujas, se pueden

remover usando una punta amarilla (tips). Octavo paso, Dejar que el gel se

solidifique a temperatura ambiente (aprox. 15 minutos). El gel sélido tiene una

apariencia opaca.
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Seguidamente cargar las muestras en gel de agarosa siguiendo el siguiente
orden: Primer orden, colocar el gel dentro de la cAmara de electroforesis y afiadir
suficiente TBE 0,5X hasta cubrir completamente el gel. Segundo orden, mezclar el
buffer de carga (6X), con las muestras de DNA de interés, luego cargar
cuidadosamente la mezcla a los pocillos formados en el gel de agarosa con una
micropipeta. Tercero orden, incluir en el gel, marcador de peso molecular (200 ng),
mezclado con el buffer de carga. Cuarto orden, conectar el equipo de electroforesis.
Quinto orden, prender el equipo, seleccionar el voltaje deseado (aproximadamente
80 voltios), entonces se podran observar burbujas saliendo de los electrodos.

Recordar que el DNA migra hacia el polo positivo.

Sexto orden, correr la electroforesis hasta que las muestras se hayan movido
aproximadamente entre la mitad y tres cuartos del gel. Séptimo orden, apagar el
equipo. Octavo orden, ver el gel en un transiluminador. EI ADN se torna visible
cuando se observa en un transiluminador con lampara de luz ultra violeta. Noveno
orden, realizar la toma de fotografias y analizar los resultados obtenidos del gel de

agarosa.

Para realizar la amplificacion por PCR se afiadio los siguientes reactivos a
un tubo de PCR de 200 pl: el DNA templado 1,00 pl, 10X buffer 2,00 ul, MgCl2
2,00 pl y 10 mm dNTP’s Mix 1,00 pl, Primer Sentido (S1) (10 pmoles/ul) 2,0 pl,
primer Anti Sentido (AS1) (10 pmoles/ul) 2,0 pl; taq polimerasa (5U/ul) 0,5 pl,
H20 hasta 20 pl, Volumen final 20 pl. EI DNA templado se agrega hasta final.
Mezclar en vortex y llevar al termociclador con el programa PCR-1, donde se

seguiran los siguientes pasos: Paso uno; 95 °C por 5 minutos, paso dos; 95 °C por

33



30 segundos, paso tres; 55 °C por 30 segundos, Paso cuatro; 72 °C por 50 segundos.
Paso cinco; Ir al Paso dos por 35 veces, Paso seis; 72 °C por 2 minutos, Paso siete;
4 °C hasta retirar las muestras, Paso ocho; Finalizar, con la visualizar los
productos de PCR en un gel de agarosa al 1 %. Luego de amplificar, las muestras

fueron enviadas a Corea para su secuenciacion.

e. Para la remediacion de suelos en Tumilaca.

Para la presente tesis se recolecto tres muestras de suelo agricola del total de area a
plantar el cultivo de fresa a una profundidad de 20 cm; en promedio se recolecto un
kg de suelo para determinar el andlisis quimicos y de salinidad del suelo,
denominandose (antes de aplicacion), después de realizar la plantacién de las fresa
y hacer cinco aplicaciones de la solucion nutritiva de microorganismos cada 20 dias
a diferentes concentraciones de acuerdo a los tratamientos propuestos; a los 100
dias después de la plantacion se muestreo cada unidad experimental para recolectar
un kilogramo de suelo agricola realizando el andlisis respectivos en la zona de

Tumilaca.

En el laboratorio de suelo y agua de la Universidad de Tarapaca se realizd
el analisis de conductividad eléctrica (por la metodologia de extracto de saturacion
a 25 °C), pH (potenciometro), nitrégeno disponible (método Kjeldahl), fésforo
disponible (método de Olsen), potasio disponible (fotometria de llama previa
extraccion en una solucion de acetato amonico 1N a pH 7), para calcio y magnesio

disponible se realizo por extraccion con solucion de acetato amoénico 1N.
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3.6. Metodologia

Metodoloaia

l l

Captura de Establecimiento de

microorganismos

l l

experimento

S Determinacion de area
Preparacion e identificacion de de estudio

microorganismos de solucion
nutritiva en laboratorio

de experimento

l Disefio e instalacion

Caracterizacion molecular de l
microorganismos

Labores agronémicas y
recoleccidn de suelo agricola
para analisis

: 1

Anélisis quimico y CE de suelos Aplicacion de concentraciones
tratados con diferentes de solucion nutritiva. de

concentraciones de microorganismos microorganismos al suelo de 0;
de la zona de Tumilaca 1,25,2,50, 3,75y 5,00 %

Figura 2. Metodologia del trabajo de investigacion
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

4.1.1. Caracterizacion molecular de los microorganismos presentes en una

solucion nutritiva de suelo en Tumilaca

4.1.1.1. Caracterizacién molecular de bacterias de la solucion nutritiva de

microorganismos de suelo en Tumilaca.

Se analiz6 la caracterizacion molecular de bacterias realizados en la universidad de
Tarapaca donde se muestra 28 bacterias en la solucién nutritiva de
microorganismos; doce son gram negativos y dieciséis son bacterias gran positivos
ademas su identificacion estan dentro de un rango del 100 hasta el 98,55 %

presentes en la tabla 6.

4.1.1.2. Caracterizacion molecular de hongos de la solucion nutritiva de

microorganismos de suelo en Tumilaca.

Se analizd la caracterizacion molecular de hongos realizados en la Universidad de

Tarapaca donde  se muestra siete hongos de la solucion nutritiva de
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microorganismos de suelos en Tumilaca que estan es de un 100 hasta 98,98 %,

como se presentan en la tabla 7.

Tabla 6

Bacterias caracterizadas molecularmente de la solucion nutritiva de microorganismos

Bacteria identificada Identificacion molecular (%)

Bacillus aerophilus 100,00
Bacillus proteolyticus 100,00
Enterobacter cloacae 100,00
Brevibacillus sp. 100,00
Sphingomonas sp. 100,00

Alpha proteobacterium 100,00
Proteus mirabilis 100,00
Proteus vulgaris 100,00
Proteus sp. 100,00
Eukaryote partial 100,00
Sphingomonas aquatilis 100,00
Bacillus pumilus 100,00 a 99,86
Bacillus mycoides 100,00 a 99,70
Bacillus altitudinis 100,00 a 99,55
Bacillus thuringiensis 100,00 a 99,16
Bacillus cereus 100,00 a 99,04
Bacillus subtibilis 100,00 a 98,67
Aquabacterium sp. 99,89 a 98,98
Brevibacillus brevis 99,88
Brevibacillus agri 99,88
Enterobacter sp. 99,86

Bacillus pacificus 99,86

Bacillus toyonensis 99,86 2 99,70
Bacillus megaterium 99,85 a 99,53
Bacillus aryabhattai 99,85

Proteus cibarius 99,82

Proteus penneri 99,82

Bacillus aerius 98,55
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Tabla 7

Hongos caracterizados molecularmente de la solucidn nutritiva de microorganismos

Hongos identificados Identificacion molecular (%)
Bacterium sp 100,00 a 98,98

Fungus sp. 100,00 a 99,22

Ustilaginoidea virens 100,00

Cladosporium herbarum 100,00

Zasmidium cellare 100,00

Cladosporium sp. 100,00

Fungus gene 99,48 2 99,22

4.1.1.3. Caracterizacion molecular de actinomicetos de la solucion nutritiva de

microorganismos de suelo en Tumilaca.

Se muestra la caracterizacion molecularmente reaklizados en la Universidad de
Tarapaca donde hay dos actinomicetos encontrados en la solucion nutritiva de
microorganismos localizados en la zona de Tumilaca que van desde un 99,88 a
99,77 %, como se presentan en la tabla 8.

Tabla 8

Actinomicetos caracterizados molecularmente de la solucion nutritiva de microorganismos

Actinomicetos identificados  Identificacion molecular (%)
Streptomyces somaliensis 99,88

Streptomyces sp. 99,88 2 99,77

4.1.1.4. Caracterizacion de levaduras de la solucion nutritiva de los

microorganismos de suelo de Tumilaca.

Se muestra la caracterizacion molecular de dos levaduras identificadas en la
solucion nutritiva de microorganismos de la zona de Tumilaca identificado en un

100,00 %, como se presenta en la tabla 9.
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Tabla 9

Levaduras caracterizadas molecularmente de la solucién nutritiva de microorganismos

Levaduras identificadas Identificacion molecular (%)
Pichia occidentalis 100,00
Pichia sp. 100,00

4.1.1.5. Prueba T de muestra Unica

Se muestrala prueba de T de una muestra Unica donde se observa que hay alta
diferencia significativa entre muestras de microorgaismos, destacando las bacterias

con 28 especies caracterizados molecularmente, como se muestra en la tabla 10.

Tabla 10

Prueba de T de muestra Unica de la caracterizacion molecular de la solucion nutritiva de

microorganismos de suelo en Tumilaca

Organismos t gl Sig. (bilateral)
Microorganismos 19927 138 0.000

Se muestra la media de la caracterizacién molecular de microorganismos en los
suelos de Tumilaca donde las bacterias identificadas son en nimero de 28,00 los
hongos en 7,00 y los actinomicetos y levaduras son en un nimero de dos como se

observa en la figura 3.

4.1.2. Adicion de diferentes concentraciones de la solucion nutritiva de
microorganismos a los 100 dias en una plantacién de fresas sobre el
analisis quimico y conductividad eléctrica en la remediacion de suelo en

Tumilaca.

Se realizé el analisis de conductividad eléctrica y quimico del suelo agricola antes
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de la roturacion del terreno agricola y despues de 100 dias de plantacion del cultivo
de fresa en la zona del Comun Tumilaca a la aplicacion de diferentes
concentraciones de la solucién nutritiva de microorganismos a los tratamientos en

estudio.
30.000 - 28,000
25.000 -
20.000 -

15.000 -

Unidades

10.000 -
7,000

5.000 -
2,000 2,000

0.000 ] ]

Bacterias Hongos Actinomicetos Levaduras

Microorganismos

Figura 3. Media de microorganismos encontrados en la caracterizacion molecular

4.1.2.1. Conductividad eléctrica (mS/cm)

Se muestra el analisis de varianza para conductividad eléctrica, en ella muestra un
valor de 15,342 % para el coeficiente de varianza, el cual es aceptable para el
experimento (Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene
confiabilidad, ademas si hay homogeneidad del material experimental utilizado y
es aceptable, para tratamientos hay alta diferencia significativa lo que demuestra
gue hay heterogeneidad, observa en la tabla 11. Para el pardmetro conductividad

eléctrica rechazamos la hipotesis nula (Ho) y aceptamos la hipotesis alterna (Ha).
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Tabla 11

Analisis de varianza para conductividad eléctrica (mS/cm) en la aplicacidn de microorganismos

\F/‘;i:‘;;gﬁ GL SC CM FC o,osFT o Sio prvalor
Tratamiento 6 61,849 10,308 428,232 2,85 4,46  ** 0,0001
Error experimental 14 0,337 0,024 0,788
Total 20 62,186

Nota: CV = 15,342 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,

FC = F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, ** (Altamente significativa)

Se muestra la prueba de significacion de Tukey para conductividad eléctrica
(mS/cm), donde se observa que hay tres grupos definidos, ademas el tratamiento TO
antes de la aplicacion de microorganismos con un valor de 5,200 mS/cm, ocupado
el primer lugar en orden de mérito, ademas tiene diferencia significativa con los
demas tratamientos en estudio, quedando en Gltimo lugar el tratamiento T1 manejo
del agricultor con un valor de 0,133 mS/cm que se encuentra en el tercer grupo,

como se observa en la tabla 12.

Tabla 12

Prueba de significancia de Tukey (T =0,05) para conductividad eléctrica

Promedio

N° Tratamiento (ms/cm) Sig OME
1 TO: Antes de la aplicacion 5,200 a 1°
2 T5: Microorganismo al 5,00 % 0,580 b 2°
3 T6: EM1 comercial al 5,00 % 0,417 b 2°
4 T4: Microorganismo al 3,75 % 0,340 b 2°
5 T3: Microorganismo al 2,50 % 0,250 b 2°
6 T2: Microorganismo al 1,25 % 0,157 b 2°
7 T1: Manejo del agricultor 0,00 % 0.133 c 3°

Se muestra la conductividad eléctrica (mS/cm), con el tratamiento TO antes
de la aplicacion de microorganismos se obtiene 5,200 mS/cm que es un suelo

moderadamente salino, con la aplicacion de microorganismos en concentraciones
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de 1,25 a 5,00 % estos valores bajan desde los 0,58 hasta los 0,133 mS/cm (suelos
no salinos), son tan eficientes que el EM1 que tiene valor de 0,417 mS/cm, como

se observa en la figura 4.

6.000 -
’g‘ 5,200
> 5.000 -
E
© 4.000 -
o 3.000 -
h-]
3
S 2.000 -
ko]
3 1.000 -
5 0°80 0417 340 0250
o - ’ 0,157 0,133
0.000 - . i --——_|
TO: Antesde T5:500% T6:EM1 T4:3,75% T3:2,50% T2:1,25% T1:0,00%
aplicacion 5,00 %

Tratamientos

Figura 4. Conductividad eléctrica (mS/cm) en la aplicacion de microorganismos

4.1.2.2.pH

Se muestra el analisis de varianza para pH del suelo, en ella muestra un valor de
8,286 % para el coeficiente de varianza, el cual es aceptable para el experimento
(Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene confiabilidad,
ademas si hay homogeneidad del material experimental utilizado y es aceptable,
como se observa en la tabla 13. Para tratamientos no hay diferencia significativa lo

que demuestra que hay homogeneidad.

Para el parametro pH rechazamos la hipoétesis alterna (Ha) y aceptamos la

hipétesis nula (Ho).
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Tabla 13

Analisis de varianza para pH en la aplicacion de microorganismos

Fuente de FT

Variacis GL SsC CM FC ——— Sig p--valor
ariacion 0,05 0,01

Tratamiento 6 2,110 0,352 1,187 2,85 4,46 NS 0,368
Error experimental 14 4,149 0,296 0,788

Total 20 6,259

Nota: CV = 8,286 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,
FC =F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, NS (No significativo)

Se muestra los valores de pH donde se observa que el tratamiento TO obtiene
el mayor valor de pH con 7,017, seguido de los tratamientos T1, T6 con valores de
6,857 y 6,793 quedando en ultimo lugar el tratamiento T4 con un valor de 6,127,

como se observa en la figura 5.

7,200
7,017
7,000
6,857

6,800 6,793

6,623
6,600
6,400 6,363
6,200 6,210 6,127
6,000
5,800
5,600

TO: Antes de T1:0,00% T6:EM1 T5:500% T2:1,25% T3:2,50% T4:3,75%
aplicacion 5,00 %

pH (Unidad)

Tratamientos

Figura 5. Media de pH en la aplicacion de microorganismos

4.1.2.3. Nitrogeno disponible (mg/kg)

Se muestra la tabla 14 del analisis de varianza para nitrégeno disponible en la
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aplicacion de microorganismos, en ella obtiene un valor de 13,705 % para el
coeficiente de varianza donde los datos son homogeneos, el cual es aceptable para
el experimento (Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene
confiabilidad, ademas si hay homogeneidad del material experimental utilizado y
es aceptable para el presente estudio, para tratamientos hay alta diferencia
significativa lo que demuestra que hay heterogeneidad en los datos encontrados en
este parametro de estudio, como se observa en la tabla. En cuanto a la hipétesis para
el parametro nitrogeno disponible, rechazamos la hipotesis nula (Ho) y aceptamos
la hipotesis alterna (Ha). Donde podremos afirmar que hay diferencia significativa

en los tratamientos en estudio.

Tabla 14

Analisis de varianza para nitrégeno disponible (mg/kg) en la aplicacion de microorganismos

FT -
Vi GL sC CM  FC e oor SO valor
Tratamiento 6 773804.773 128 967,462 160,107 2,85 4,46 ** 0,0001
Error experimental 14 11 277,120 805,509 0,788
Total 20 785081,893

Nota CV = 13,705 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,

FC = F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, ** (Altamente significativa)

Se muestra la prueba de significacion de Tukey para nitrogeno disponible
(mg/kg), donde hay tres grupos, ademaés el tratamiento T4 microorganismos al 3,75
% con un valor de 609,500 mg/kg, ocupado el primer lugar en orden de mérito,
ademaés tiene diferencia significativa con los demas tratamientos en estudio,
quedando en dltimo lugar los tratamiento T6 EM1 con 92,767 mg/kg, T5
microorganismos al 5,00 % con 88,307 mg/kg, T1 manejo del agricultor 0,00 %

con 65,140 mg/kg y TO antes de la aplicacion de microorganismos con un valor
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de 22,013 mg/kg que se encuentra en el tercer grupo, como se observa en la tabla

15.

Tabla 15

Prueba de significancia de Tukey (T =0,05) para nitrégeno disponible

N° Tratamiento Promedio (mg/kg)  Sig OME
1  T4: Microorganismo al 3,75 % 609,500 a 1°
2 T3: Microorganismo al 2,50 % 317,403 b 2°
3 T2: Microorganismo al 1,25 % 254,520 b 2°
4  T6: EM1 comercial al 5,00 % 92,767 o 3°
5  T5: Microorganismo al 5,00 % 88,307 c 3°
6  T1: Manejo del agricultor 0,00 % 65,140 c 3°
7  TO: Antes de la aplicacion 22,013 c 3°
700,000 -~
609,500
600,000 -
% 500,000 -
E
@ 400,000 -
2 317,403
§ 300,000 - 254,520
2
© 200,000 -
= 92,767
100,000 - ’ 88,307 65 140
H B w =
0 - . . . . . —

T4:3,75% T3:2,50% T2:1,25% T6:EM1 T5:5,00% T1:0,00% TO: Antes
5,00 % de
aplicacion

Tratamientos

Figura 6. Media de nitrégeno disponible (mg/kg) para aplicacion de microorganismos

Se muestra la media de la disponibilidad de nitrogeno (mg/kg), se aprecia
gue con tratamiento T4 con una concentracion de 3,75 % obtiene el mejor resultado
con 609,50 mg/kg lo que nos indica que los microorganismos nativos actdan tiene
mayor capacidad para mejorar la disponibilidad del nitrégeno en los suelos tratados,

seguido del T2 con 317,403 mg/kg, quedando en ualtimo lugar el tratamiento TO
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antes de la aplicacion que la disponibilidad de nitrogeno estaba en valores de 22,013
mg/kg, asimismo podemos observar que el T6 EM1 al 5,00 % obtiene valores de

92,767 mg/kg, como se observa en la figura 6.

4.1.2.4. Fosforo disponible (mg/kg)

Se muestra el analisis de varianza para fosforo disponible, en ella muestra un valor
de 9,161 % para el coeficiente de varianza, el cual es aceptable para el experimento
(Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene confiabilidad,
ademas si hay homogeneidad del material experimental utilizado y es aceptable,
para tratamientos hay alta diferencia significativa lo que demuestra que hay
heterogeneidad, como se observa en la tabla 16. Para el parametro fdsforo

disponible rechazamos la hipotesis nula (Ho) y aceptamos la hipdtesis alterna (Ha).

Tabla 16

Analisis de varianza para fésforo disponible (mg/kg) en la aplicacion de microorganismos

Fuente de FT )
L GL SC CM FC Sig  p--valor
Variacion 0,05 0,01
Tratamiento 6 4503829 750,638 28,016 2,85 446 **  0,0001
Error experimental 14 37,110 26,794 0,788
Total 20 4878,939

Nota: CV = 9,161 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,

FC = F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, ** (Altamente significativa)

La prueba de significacion de Tukey para fésforo disponible (mg/kg),
donde hay tres grupos, ademas el tratamiento T2 microorganismos al 1,25 % con
un valor de 75,960 mg/kg y el tratamiento T3 con un valor de 74,240 mg/kg no hay
diferencia significativa entre ellos ocupado el primer lugar en orden de mérito, pero

si con los demaés tratamientos en estudio, quedando en Gltimo lugar el TO antes de
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la aplicacion de microorganismos con un valor de 33,640 mg/kg que se encuentra

en el tercer grupo, como se observa en la tabla 17.

Tabla 17

Prueba de significancia de Tukey (T =0,05) para fosforo disponible

Fosforo
N° Tratamiento (mg/kg) Sig OME
1 T2: Microorganismo al 1,25 % 75,960 a 1°
2 T3: Microorganismo al 2,50 % 74,240 a 1°
3 T5: Microorganismo al 5,00 % 62,327 b 2°
4 T6: EM1 comercial al 5,00 % 57,643 b 2°
5 T4: Microorganismo al 3,75 % 49,297 c 3°
6 T1: Manejo del agricultor 0,00 % 42,423 c 3°
7 TO: Antes de la aplicacion 33,640 c 3°

Se muestra la media de la disponibilidad de fésforo (mg/kg), se aprecia que
el tratamiento T2 con una concentracion de 1,25 % y el T3 con una concentracion
de 2,50 % obtiene el mejor resultado con 75,960 y 74,240 mg/kg respectivamente,
seguido del T5 con 62,327 mg/kg, quedando en Gltimo lugar el tratamiento TO antes
de la aplicacion con valores de 33,640 mg/kg, asimismo podemos observar que
el T6 EM1 al 5,00 % obtiene valores de 57,643 mg/kg, como se observa en la figura

7.
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Tratamientos

Figura 7. Media de fésforo disponible (mg/kg) para aplicacién de microorganismos
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4.1.2.5. Potasio disponible (mg/kg)

Se muestra el andlisis de varianza para potasio disponible, en ella los valores de
8,198 % para el coeficiente de varianza, el cual es aceptable para el experimento
(Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene confiabilidad,
ademaés si hay homogeneidad del material experimental utilizado y es aceptable,
para tratamientos hay alta diferencia significativa lo que demuestra que hay
heterogeneidad, como se observa en la tabla 18. Para el pardmetro potasio

disponible rechazamos la hipétesis nula (Ho) y aceptamos la hipétesis alterna (Ha).

Tabla 18

Analisis de varianza para potasio disponible (mg/kg) en la aplicacién de microorganismos

FT
Fuente de GL SC CM FC ———— Sig p--valor
Variacion 0,05 0,01
Tratamiento 6 61,849 10,308 428,232 2,85 4,46 wx 0,0001
Error experimental 14 0,337 0,024 0,788
Total 20 62,186

Nota: CV = 8,198 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,

FC = F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, ** (Altamente significativa)

Se muestra la prueba de significacion de Tukey para potasio disponible
(mg/kg), donde hay cuatro grupos, ademas el tratamiento T4 microorganismos al
3,75 % con un valor de 1 016,427 mg/kg tiene diferencia significativa con los deméas
tratamientos en estudio, quedando en Ultimo lugar los tratamiento T2
microorganismos al 1,25 % con un valor de 550,167 mg/kg, T6 EM1 comercial
5,00 % con un valor de 549,300 mg/kg y T1 manejo del agricultor 0,00 % con un
valor de 476,247 mg/kg encontrandose en el cuarto grupo, como se observa en la

tabla 19.
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Tabla 19

Prueba de significancia de Tukey (T =0,05) para potasio disponible

o : Promedio .
N Tratamiento (mg/kg) Sig OME
1  T4: Microorganismo al 3,75 % 1016,427 a 1°
2 T3: Microorganismo al 2,50 % 803,420 b 2°
3 T5: Microorganismo al 5,00 % 697,193 c 3°
4 TO: Antes de la aplicacion 677,200 c 3°
5  T2: Microorganismo al 1,25 % 550,167 d 4°
6 T6: EM1 comercial al 5,00 % 549,300 d 4°
7  T1: Manejo del agricultor 0,00 % 476,247 d 4°

En la media de la disponibilidad de potasio (mg/kg), muestra el tratamiento
T4 con una concentracion de 3,75 % obtiene el mejor resultado con un valor de 1
016,427 mg/kg lo que nos indica que los microorganismos nativos tiene mayor
capacidad para mejorar la disponibilidad del potasio en los suelos tratados, seguido
del T3 con 803,420 mg/kg, quedando en ultimo lugar el tratamiento T1 manejo del
agricultor 0,00 % con un valor de 476,247 mg/kg, asimismo podemos observar que
el T6 EM1 al 5,00 % obtiene valores de 549,300 mg/kg, como se observa en la
figura 8.

1,200,000 -+
1,016,427

1,000,000 -
803,420
800,000 - 697,193 77,200
600,000 550,167 549,300 476,247
400,000 -
200,000 -
0 - : - - ' ' '

T4:3,75% T3:2,50% T5:500% TO:Antes T2:1,25% T6:EM1 T1:0,00%
de 5,00 %
aplicacion

K disponible (mgkg)

Tratamientos

Figura 8. Media de potasio disponible (mg/kg) para aplicacién de microorganismos
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4.1.2.6. Calcio disponible (mg/kg)

Se muestra el andlisis de varianza para calcio disponible, en ella muestra un valor
de 3,584 % para el coeficiente de varianza, el cual es aceptable para el experimento
(Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene confiabilidad,
ademas si hay homogeneidad del material experimental utilizado y es aceptable,
para tratamientos hay alta diferencia significativa lo que demuestra que hay
heterogeneidad, como se observa en la tabla 20. Para el pardmetro calcio disponible

rechazamos la hipétesis nula (Ho) y aceptamos la hipotesis alterna (Ha).

Se muestra la prueba de significacién de Tukey para calcio disponible
(mg/kg), donde hay cuatro grupos, ademas el tratamiento T4 microorganismos al
3,75 % con valor de 4 087,843 mg/kg tiene diferencia significativa con los demas
tratamientos en estudio, quedando en dltimo lugar los tratamientos TO antes de la
aplicacion de microorganismos con un valor de 2 505,770 mg/kg que se encuentra

en el cuarto grupo, como se observa en la tabla 21.

Tabla 20

Analisis de varianza para calcio disponible (mg/kg) en la aplicacién de microorganismos

FT
Fuente de ) sC cM FC ————Sig p--valor
Variacion 0,05 0,01

Tratamiento 6 4055058 860,000 675843143,333 51138,981 2,85 4,46 ** 0,0001

Error experimental 14 185 021,365 13 215,812 0,788

Total 20 4055243 881,365

Nota: CV = 3,584 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,

FC =F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, ** (Altamente significativa)

Se muestra la prueba de significacién de Tukey para calcio disponible

(mg/kg), donde hay cuatro grupos, ademas el tratamiento T4 microorganismos al
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3,75 % con valor de 4 087,843 mg/kg tiene diferencia significativa con los demas

tratamientos en estudio, quedando en altimo lugar los tratamientos TO antes de la

aplicacion de microorganismos con un valor de 2 505,770 mg/kg que se encuentra

en el cuarto grupo, como se observa en la tabla 21.

Tabla 21

Prueba de significancia de Tukey (T = 0,05) para calcio disponible

Promedio

N° Tratamiento Si OME
(mg/kg) ’
1 T4: Microorganismo al 3,75 % 4087,843 a 1°
2 T2: Microorganismo al 1,25 % 3 289,310 b 2°
3 T5: Microorganismo al 5,00 % 3 252,247 c 3°
4 T1: Manejo del agricultor 0,00 % 3 228,650 c 3°
5 T6: EM1 comercial al 5,00 % 3 151,903 c 3°
6 T3: Microorganismo al 2,50 % 2 939,127 c 3°
7 TO: Antes de la aplicacion 2 505,770 d 4°
4,500,000 -~
4 087,843
4,000,000 -
3,500,000 - 3289310 3228,650
- 2939,127
> 3,000,000 - 32 47 31 03
£ 2 505,770
o 2,500,000 -
2
S 2,000,000 -
&
T 1,500,000 -
©
o
1,000,000 -
500,000 -
0 - T T T T

T4:3,75% T2:1,25% T5:500% T1:0,00% T6:EM1 T3:2,50% TO: Antes
5,00 % de
aplicacion

Tratamientos

Figura 9. Media de calcio disponible (mg/kg) para aplicacién de microorganismos

La media de la disponibilidad de calcio (mg/kg), muestra el tratamiento T4
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con una concentracion de 3,75 % obtiene el mejor resultado con un valor de 4
087,843 mg/kg, seguido del T2 con 3 289,301 mg/kg, quedando en altimo lugar el
tratamiento TO antes de la aplicacion con valor de 2 505,770 mg/kg, asimismo el

T6 EM1 al 5,00 % obtiene valores de 3 151,903 mg/kg, se observa en figura 9.

4.1.2.7. Magnesio disponible (mg/kg).

Se muestra el andlisis de varianza para magnesio disponible, en ella muestra un
valor de 4,929 % para el coeficiente de varianza, el cual es aceptable para el
experimento (Calzada, 1982), demostrando de esta manera que el disefio tiene
confiabilidad, ademas si hay homogeneidad del material experimental utilizado y
es aceptable, para tratamientos hay alta diferencia significativa lo que demuestra
que hay heterogeneidad, como se observa en la tabla 22. Para el parametro
magnesio disponible rechazamos la hipotesis nula (Ho) y aceptamos la hip6tesis

alterna (Ha).

Tabla 22

Analisis de varianza de magnesio disponible (mg/kg) en la aplicacién de microorganismos

\F/‘;‘i:‘;;gﬁ GL  sC cM FC ﬁ Sig p--valor
Tratamiento 6 6 368,204 1061,367 8,571 2,85 4,46 ** 0,0005
Error experimental 14 1733,593 123,828 0,788
Total 20 8101,797

Nota: CV = 4,929 %, GL = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, CM = media cuadratica,

FC = F calculada, FT = F tabular, Sig = significancia, ** (Altamente significativa)

La prueba de significacion de Tukey para magnesio disponible (mg/kg),
muestra dos grupos, ademas el tratamiento T4 microorganismos al 3,75 % con un

valor de 264,893 mg/kg tiene diferencia significativa con los demas tratamientos,

52



quedando en altimo lugar el tratamiento T3 microorganismos al 2,50 % con un valor
de 233,760 mg/kg, TO antes de la aplicacién con un valor de 223,213 mg/kg, T5
microorganismos al 5,00 % con un valor de 218,977 mg/kg, T2 microorganismos
al 1,25 % con un valor de 214,310 mg/kg, T6 EM1 comercial al 5,00 % con un
valor de 212,827 mg/kg y T1 manejo del agricultor 0,00 % con un valor de 212,477

mg/kg que se encuentran en el segundo grupo, como se observa en la tabla 23.

Tabla 23

Prueba de significancia de Tukey (T = 0,05) para magnesio disponible

Promedio
N° Tratamiento (mg/kg) Sig OME
1 T4: Microorganismo al 3,75 % 264,893 a 1°
2  T3: Microorganismo al 2,50 % 233,760 b 2°
3 TO: Antes de la aplicacion 223,213 b 2°
4 T5: Microorganismo al 5,00 % 218,977 b 2°
5  T2: Microorganismo al 1,25 % 214,310 b 2°
6 T6: EM1 comercial al 5,00 % 212,827 b 2°
7  T1: Manejo del agricultor 0,00 % 212,477 b 2°
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250,000 -
’ 233,760
= 223213 218977 214310 212827 212,477
2
= 200,000 -
E
Q
2 150,000 -
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de 5,00 %
aplicacion
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Figura 10. Media de magnesio disponible (mg/kg) para aplicacion de microorganismos
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Se muestra la media de la disponibilidad de nitrogeno (mg/kg), muestra que
el tratamiento T4 con una concentracion de 3,75 % obtiene el mejor resultado con
264,893 mg/kg lo que nos indica que los microorganismos nativos tiene mayor
capacidad para mejorar la disponibilidad del magnesio en los suelos tratados,
seguido del T3 con 233,760 mg/kg, quedando en ultimo lugar el tratamiento T1
manejo del agricultor 0,00 % con valor de 212,477 mg/kg, asimismo podemos
observar que el T6 EM1 al 5,00 % obtiene valor de 212,827 mg/kg,como se observa

en la figura 10.

4.2. Contrastacion de hipétesis

4.2.1. Hipotesis general

Al concluir con el trabajo de investigacion y realizadas las evaluaciones podemos
mencionar que los microorganismos tienen efecto en la remediacion de suelos

agricolas en Tumilaca - region Moquegua.

4.2.2. Hipotesis especificas

Se ha realizado la caracterizacion molecular de 39 microorganismos nativos donde
influyen en la remediacion de suelos de Tumilaca - Regién Moquegua, aceptandose

la hipdtesis alterna.

La aplicacién de concentracion de microorganismos influye en la
remediacion de los suelos en los parametros de analisis de salinidad de
conductividad eléctrica y el andlisis quimico en los parametros de nitrégeno,

fosforo, potasio, calcio y magnesio disponible de los suelos en Tumilaca - Region
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Moquegua, aceptandose la hipotesis alterna.

4.3. Discusion de resultados

4.3.1. Caracterizacion molecular de los microorganismos presentes en una

solucion nutritiva de microorganismos de suelo en Tumilaca

La caracterizacién molecular de la solucién nutritiva de microorganismos de los
suelos de Tumilaca esta dado por bacterias, hongos, actinomicetos y levaduras que
de acuerdo a la prueba de T de una muestra nos muestra que hay alta diferencia

significativa a continuacién se realiza la discusion.

4.3.1.1. Caracterizacion molecular de bacterias en una solucion nutritiva de los

microorganismos de suelo en Tumilaca.

Bacillus mycoides fue aislado de suelo en plantas del cultivo de tomate donde
inhibid la actividad nematicida de Meloidogyne incognita, ademas se reportd que
producen un biotension activo en un intervalo de pH de 5 a 9 a temperaturas que
varian de 20 a 50 °C, controlando en 38 a 91 % la mancha foliar Cercospora
beticola Sacc. (Jing et al., 2015, p. 661; Najafi et al., 2005, p. 198; Bargabus et al.,

2002, p. 289 y Jacobsen et al, 2004, p. 1 231).

Bacillus megaterium puede solubilizar fosforo inorganico, aumentando la
cantidad de fdsforo disponible y promueve el crecimiento de la planta. Controla el
hongo Aspergillus ochraceus que es una micotoxina que contamina a los alimentos,

ademas resuelve problema de la desnitrificacion eliminando el nitrito hasta en un

55



85 % (Gupta et al., 2020, p. 9; Chan et al., 2009, p. 568 y Jungian et al., 2018, p.

105).

Las formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis controlar larvas de
mosquitos (Culicidae, Diptera), considerados como un insecticida muy efectivo,
confirmados en estudios efectuados en campo. Este plaguicida es permitido por
Europa. En Norte América ha sido permitida su comercializacién genéticamente
modificada en el afio 1994. Para la aplicacion del insecticida organico hay que
afiadir materia organica al suelo porque podria ocurrir una toxicidad (Lacey, 2007,
p. 133; Stevens et al., 2013, p. 9; Wu et al., 2008, p. 1 676; Huang et al., 2016, p.

319y Zhou et al., 2019, p.148).

En experimentos en macetas, Bacillus cereus inhibe la formacion de agallas
de raices y reduce la produccidon de huevos del parésito de la zanahoria y el tomate
Meloidogyne hapla. Usados también en suelos salinos para aumentar la
productividad, en la deshidrogenasa, fosfatasa, el fosforo y el carbono, inhiben
organismos patdgenos deteriorando los tejidos de los huéspedes, en las personas
produce su presencia vomitos y diarreas dependiendo de la toxina producida

(Jiyeong et al., 2014, p. 288; Islam et al., 2016, p. 23 y Pitt et al., 2015, p. 165).

En Bacillus subtibilis presenta una capacidad de produccion de surfactina se
investigaron como biofertilizantes. Esta siendo usado para el control de pesticidas
y promotor de crecimiento de planta a nivel de raiz. Asimismo son usados para el
control de enfermedades con buen resultado, ademaés tiene actividad antagonista

natural e inocuo a una gran cantidad de plantas en el mundo, también es usado para
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estimular el aumento de las producciones, y previenen la infeccion del patégeno,
ademas producen la degradacion vy el stress bidtico y abiotico (Paraszkiewicza et
al., 2017, p. 802; Ali et al., 2014, p. 144; Kumbar et al., 2019, p. 1; Goswami et al.,

2019, p. 1; Radhakrishan et al., 2017, p. 667, y Tripathi et al., 2012, p. 279).

Evaluacion del probidtico Bacillus Aerius permite el crecimiento,
resistencia a enfermedades y la inmunidad innata de Pla-Mong, induce a la
resistencia a enfermedades como en el cultivo de arroz de Xanthomonas oryzae pv.
Oryzae, ademas degrada la materia orgéanica. Previenen la colonizacion de las
enfermedades, también solubiliza el fosforo. En plumas de pollo han dado muy
buenos resultados al descomponerlos y hacer un ambiente mas amigable (Meidong,
et al., 2017, p. 1; Krishanti et al., 2015, p. 801; De Werra et al., 2009, p. 4 162;

Bhari, et al., 2018, p.1 y Ou et al., 2010, p. 8020).

Bacillus proteolyticus inhibe el crecimiento del patdgeno Escherichia
coli, presentan cualidades para producir enzimas con una amplia diversidad
bioldgica, se puede usar para la industria en el cuero, para el procesamiento de los
alimentos, produccion farmacéutica, en la biorremediacion y en la industria textil
para eliminar manchas a base de proteinas (Bhaskar et al, 2007, p. 2 759; Gupta et

al., 2020, p. 240; Godfrey y West, 1996, p. 3).

Bacillus altitudinis tiene actividad alta en la emulsificacién, prometiendo la
estabilidad de biotensioactivo, actividad anti fingica y uso en la proteccion del
medio ambiente para la biorremediacion de agroquimicos, en la cosmetologia y en

la industria de detergente; tiene actividad contra el cancer y contra una serie de
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hongos y bacterias, se utiliza paraaumenta la cantidad de lipasa tanto de la fructuosa
como la pectona. Son usados en la produccion y formacion de abonos distribuidos
en los animales, plantas y microorganismos (Goswami y Deka, 2019, p. 1,
Mohamed et al., 2018, p. 1; Esakkiraj et al., 2012, p. 370 y Bornscheuer, 2002, p.

73).

Bacillus pumilus es usado como anti fangico donde el papel de la inhibicion
de las quitinasas demuestra un papel de insecticida donde reduzcan la aplicacion de
agentes toxicos en la agricultura; usado también para controlar enfermedades
radiculares, ademas de ser un promotor de desarrollo de las plantas. También son
usados como antibioticos para combatir una serie de enfermedades bacterianas
(Rishad et al., 2016, p. 2; Agarwal et al., 2017, p. 1 y Kusmiatum et al., 2015, p.

27).

Bacillus aerophilus fue usado en restos de industria encontrandose
poligomeros de azlcar, usados en la industria farmacéutica, agricola y la
alimentacion donde tiene efectos pro bidticos donde llegan al colon y son sustratos
para proveer energia. Los alimentos son mejore y con caracteristicas deseables;
estables a pH, temperatura e inhiben la retrogradacion del almidon, los alimentos
tienen un pH bajo, estabilidad optima y buenas condiciones acidas (Cardona y

Sanchez, 2007, p. 2 415 y Gowdhaman et al., 2014, p. 70).

Los insecticidas organofosforados son usados para combatir plagas de

insectos, pero su utilizacion es indiscriminada aunandose a la contaminacion de
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grandes nichos ecoldgicos, Bacillus aryabhattai, inutiliza el clorpirifos y parathion
hasta un 56 %, los organofosforados son potentes neurotoxinas. Interrumpiendo el
funcionamiento del sistema nervioso seguido con paralisis muscular, se puede
encontrar en el aire de la estratosfera y también en el suelo como promotor de
crecimiento de plantas, tolerantes a sales, metales pesados y a la radiacion UV,
produce sabores y aromas naturales, también reduce la fitoxicidad del arsénico

(Yang et al. 2006, p. 118; Wen et al., 2015, p. 13 y Ghosh et al, 2018, p. 1).

Bacillus pacificus, bacteria encontrada en fuentes marinas, son resistentes al

calor, a la sequedad y otras agencias destructivas (Gordon et al, 1976, p. 291).

Bacillus toyonensis mejoran la respuesta inmune a la vacuna contra el virus
herpes en ovinos; la vacuna ha sido utilizada en varias enfermedades. Aunque
puede tener problemas adversos cuando son usados como vacunas en
microorganismos, aunque las vacunas de ADN son mejores pero su costo alto limita
esta practica, el uso de probio6ticos de microrganismos vivos confiere efectos
benéficos a la salud, usada en la alimentacion de los animales aumenta la eficacia
de las vacunas (Bandeira et al., 2017, p. 1; Pierrie et al., 2008, p. 273; Huang et al.,
2016, p. 180; Demana et al., 2005, p. 46; Williams et al., 2009, p. 237, Erickson y

Hubbarb, 2000, p. 403).

Enterobacter cloacae es una bacteria que mejora la produccion en arroz
ademaés puede usar en la biorremediacion de suelos con cromo y mantener la
fertilizacion; mejoro las caracteristicas de los suelos para asegurar la alimentacion

y la salud publica, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes son patdégenos
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oportunistas observandose gque el segundo de los nombrados contrarresta la accion
del primero, ocupa la cuarta posicion en agentes patogenos en el ser humano

(Pattnaik, et al., 2020, p. 240 y Hsieh et al., 2009, p. 2).

Enterobacter sp, fue aislado del suelo con potencial promotor de
crecimiento de plantas en longitud de raiz, brote, peso seco y fresco, asimismo en
la fitorremediacidon en la absorcion del cromo, ayuda a evitar el stress a la planta, a
la fijacion del nitrégeno, el AIA, el amonio y la produccidn de cianuro de hidrogeno
ademas termite la solubilizacién del fosforo mineral. La mejora también se ve
reflejada en la biorremediacién en la agricultura, promueven la produccion de AlA,
Citoquinina y promotores del etileno (Gupta et al., 2020, p. 2; Yadav, 2017, p. 2;

Liuetal., 2017, p. 3; Ojuederie, y Babalola, 2017, p. 1505).

Aquabacterium sp., mostré capacidad de oxidacion del hierro en forma

aerobica y anaerobica en tratamiento de aguas residuales (Zhang et al., 2016, p. 1).

Sphingomonas aquatilis es una bacteria resistente al cloro del agua potable,

identificado mediante el analisis de genes 16S ARNr (Sunab et al., 2013, p. 2).

Eukaryote partial tiene una importancia microbiana durante el transcurso de
descomposicion que beneficia la identificacion de cronologias anteriores a la
muerte, aunque intervienen factores abidticos y bidticos en el deterioro, también
intervienen en la fotosintesis en la formacion de cloroplastos (Metcalf et al.,

2013, p. 2 y Chueca et al., 2002, p. 236).

Proteus vulgaris es un microorganismo que regula el nivel de la urea en el
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organismo humano ya que estos tienen problemas renales y obstruccion del tracto
urinario las concentraciones altas producen sangrado gastrointestinal y la
deshidratacion, mientras se bajan produce insuficiencia hepatica, sindrome nefritico
y caquexia, los niveles de urea en la sangre y en la orina tipicamente estan entre 3
y 7 mm, la recuperacién de agua residual es un problema del area esencial, una de
las fuentes de agua residuales es la orina, 80 % nitrégeno, 50 % fosforo y 9 % de
potasio (Ansari et al., 2015, p. 46; Poly et al., 2016, p. 3; Maurer et al., 2006, p.

3152y Larsen et al., 2001, p. 193).

Proteus sp, inhibio la descomposicion de la madera. La busqueda de
conservantes quimicos ha dado lugar a muchas investigaciones sobre el control
bioldgico de la descomposicion de la madera, pero no han sido muy efectivos en el
area de curativos, con el aumento del pH retardaron el crecimiento de algunos

hongos de madera (Onyekweli, 2003, p. 110 y Ejerchi, 1998, p. 533).

Proteus mirabilis, produce infecciones urinarias que es una bacteria que
fueron evaluadas morfolégicamente, bioquimicamente, se evaluaron diferentes
antibidticos contra esta bacteria, donde la acetona resulto con mejor actividad
antibacteriana. La infeccion en el tracto urinario (ITU) es muy comun y afecta a
individuos cada afio, en mujeres es mayor que en hombres esto se debe a la
adherencia de la mucosa urotelial o predisposicion anatdmica, Proteus mirabilis es
una bacteria Gram negativa es agente causal de la infeccion al tracto urinario. Es
por ello que se estan empleando bioactivos de numerosas plantas como terapia para
esta bacteria, la bacteria tiene componentes para descontaminar el carbon animal

(Dhanasekaran et al., 2019, p 2; Torzewska et al., 2019, p. 81; Oluwafemi et al.,
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2017, p.2; Masajtis-Zagajewsha y Nowjcki, 2017, p. 287).

Proteus penneri son enzimas para luchar las enfermedades cardiovasculares
que segrega proteasa extracelular, la deposicion de coagulos de sangre provocando
trombosis, muestran patogenicidad en nuestras aisladas de la orina y son resistentes
a las tetraciclinas, es una bacteria Gram negativa comun en las infecciones del tracto
urinario (Sowmya et al., 2015, p. 2; Rajeev et al., 2012, p. 113; Janda et al., 2001,

p.1232; Liuetal., 2017, p. 214 y O"Hara et al., 2000, p. 535).

Proteus cibarius, bacteria Gram negativa facultativamente anaerdbica en
mariscos, el aislamiento se realizé a una temperatura de 30 °C aun pH de 7 y en

presencia de NaCl al 2 % (Dong-Wook et al., 2016, p. 3).

Alpha proteobacterium son gram-negativas aerobicos, requiriendo sal para
su crecimiento, encontrdndose en las algas rojas marinas, la bacteria es fijadora de

nitrégeno (Diaz y Patel, 2010, p. 1 438; Kurahashi y Yokota, 2007, p. 372).

Brevibacillus agri fue aislada del agua, esta bacteria tiene la particularidad
de degradar tetra decano, hexadecano y alcano sulfonato, usado en la recuperacion
de mejoras del petr6leo donde se aumenta la viscosidad del agua inyectada y
aumento de la recuperacion del petréleo, degradando los hidrocarburos en
yacimientos de petréleo, se usa para eliminar dicloro benceno poseyendo alta
eficiencia y la operacion estable de la bacteria, dicloro benceno para la produccion
de resina y pesticidas sintéticos, por lo tanto el control bioldgico y natural es

economico y eficaz sino también para el medio ambiente (Yuehui et al., 2014, p.
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124; Zhang et al., 2016, p. 2; Bai-ren, et al., 2017, p. 20; Mato et al., 2014, p. 191y

Rene et al., 2015, p. 530).

Brevibacillus brevis se ha convertido en aditivos populares en la pintura,
caucho, plastico y textiles y tapiceria, capaz de degradar la oxidacion terrestre y
acudtica depurando sedimentos, resultando una alternativa ecoldgica practica y
rentable, esta bacteria vive en las zonas donde hay alta salinidad, alta temperatura
y suelos anaerdbicos, son productores de bioactivos, pudiendo afectar la
produccién de antibioticos (Wei et al., 2015, p. 30; Cristale et al., 2016, p. 12;
Ahmad et al., 2018, p. 147; Anupa et al., 2013, p. 42; Sanchez y Demain, 2002, p.

896).

Brevibacillus sp producen la biodegradacion en los hidrocarburos (Hadad et

al., 2005, p. 1).

4.3.1.2. Caracterizacion molecular de hongos de la solucion nutritiva de los

microorganismos de suelo en Tumilaca.

Bacterium sp. Influye en la asimilacion del fésforo y el nitrégeno, mejorando el
crecimiento de la planta, en leguminosas la simbiosis del nitrégeno requiere una
fuente fosforada debido a la alta concentracion que requiere el ATP, bacteria que
promueven directa o indirectamente el crecimiento de las plantas (Jung et al., 2005,

p. 867; Raghothama y Karthikeyan, 2005, p 38; Ditta y Khalid, 2016, p. 3).

Ustilaginoides virens, hongo que causa la enfermedad del falso carbon

especialmente en el cultivo de arroz reduciendo la calidad y el rendimiento
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poniendo en riesgo la seguridad alimentaria por la produccion de micotoxinas. El
ciclo de vida del hongo es sexual y asexual. También producen perdidas cualitativas
y cuantitativas en la industria arrocera, el fungicida Propiconazole, inhibe su
reproduccion en China. El hongo contiene Ustiloxin que es una fitotoxina y
micotoxina conocida por ser inhibidor del micro tubulos que es un veneno para
humanos y en ganado animales. Infecta el coleoptilo y raices en el estado de
plantula y los estambres filamentos del ovario (Jiehua et al., 2019, p. 200; Zhou et

al., 2019, p. 145; Ghabrial y Suzuki, 2009, p. 354).

Cladosporium herbarum elimina los compuestos colorantes de la melaza
mediante el uso del frio donde en un pH de 5,5 y temperatura de 20 °C y una
concentracion de 6 % podria eliminar la contaminacion de esta bacteria, mencionan
que hay 500 especies distribuidas en bosques, pastizales y campos cultivados

(Taskin et al., 2016, p. 2 y Sandra et al., 2003, p. 797).

Zasmidium cellare, hongo que se reproduce en bodegas con alta humedad
para metabolizar organismos volatiles, sus contenidos genéticos restantes varian
entre eucariotas con tres a 94 genes. Estos genes contienen ADN y ARN donde se
transfieren horizontalmente y varian entre especies. Este hongo es conocido en
Australia como molde de bodega. Este hongo crece en vapores de alcohol y mejoran
la calidad del aire por ello rosean este hongo en el vino (Goodwin et al., 2016, p. 2;

Mandl et al., 2010, p. 350 y Tribe et al., 2006, p. 172).

Cladosporium sp, son hongos de origen marino que han demostrado una

Prolifica fuente de propiedades bioldgicos y farmacéuticas. Se ha encontrado
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resistencia a meticilina, patdégeno nosocomial con aproximadamente 20,000
muertes al afio, inhibiendo el crecimiento de meticilina Staphylococcus aureus
(MRSA), ademaés produce la biodegradacion de la lignina (Blunt et al., 2017, p.

238; Wang et al., 2018, p. 72 y De Volder et al., 2013, p. 536).

4.3.1.3. Caracterizacion molecular de actinomicetos de la solucion nutritiva de

los microorganismos de suelo en Tumilaca.

Streptomyces somaliensis, resistente al cloro en concentraciones mayores de 0,7 mg
L-1, al 100 % de las bacterias. Fue utilizado para agentes antibacterianos dando
buenos resultados la combinacién de sulfametoxazol y la trimetoprima; son
antibidticos que son usados para tratar infecciones en las extremidades inferiores,
asi como en el cuello y la cabeza. Las infecciones externas son tratadas con
antibidticos como sulfonamidas o sulfamidas (Sunab et al., 2013, p. 2; Nasher et

al., 1989, p. 266; Gumaa et al., 1986, p. 595 y Mahgoub, 1976, p. 304).

Streptomices sp, se aisld del suelo mostrando actividad anti fingica contra
Fusarium solani y Brasiliensis aspergillu empleandose como control biolégico de
hongos en plantas. Solubiliza la quitinasa usados en la agricultura para combatir

patdgenos en las plantas (Pradeepa et al., 2014, p. 224 y Ordentlich, 1988, p. 85).

4.3.1.4. Caracterizacion molecular de levaduras de la solucion nutritiva de los

microorganismos de suelo en Tumilaca.

Pichia occidentalis es levadura conocida como G1 que puede decolorar varios
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colores azoicos donde se produce la degradacion de enzimas, usados en la
industria como las fibras textiles sintéticas, plasticos, cuero, productos alimenticios
y cosmeéticos de papel, los colorantes azoicos son muy coloreadas y la eliminacion
de estas agua residuales en el medio ambiente son nocivos en especial para los
organismos acuaticos reduciendo la solubilidad del oxigeno en el agua causando en
humanos la mutagénesis y/o carcinogenicidad, por ello antes de ser eliminadas
deben ser tratadas como la absorcion, coagulacion floculacion y la oxidacion, sin
embargo algunas aminas pueden inhibir la actividad de las bacteria, algunas
bacterias tolerantes a sal tiene la capacidad de degradar colorantes (Song et al.,
2017, p. 2; Dos Santos et al., 2007, 2 370; De Miranda et al., 2013, p. 362; Crini,

2006, p. 1 062; Ou et al., 2010, p. 8 017 y Meng et al., 2012, p. 96).

Pichia sp, levadura con habilidades de decolorar colorantes azoicos
aerobicamente fue aislado del lodo del mar sobre andlisis 18S rDNA para
tratamiento de aguas residuales, se estima que casi 300 000 toneladas de colorantes
textiles son descargados en el ambiente todo los afios caracterizados por uno 0 mas
grupos, estos colorantes son toxicos, cancerigenos y mutagénicos a los organismos
vivos, la eficiencia de la decoloracién microbiano depende de los microorganismos
seleccionados y la degradacion de colorantes azoicos se han centrado en hongos,
bacterias, actinomicetos y algas, pero muy poco se ha realizado por ver la
degradacion por parte de las levaduras que podrian soportar pH bajos y alta
concentracion de sal (Quetal., 2012, p. 32; Jin et al., 2007, p. 240; Dos Santos et

al., 2007, p. 2 370; Wang et al., 2009, p. 655; Saratale et al., 2008, p. 1 422).

Alvares (2018, p. 23) en tres pisos altitudinales de Ecuador ha encontrado 4
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bacillus, 3 lactobasillus, 5 actinomicetos, que son diferentes a los encontrados en la
presente tesis, donde han sido 28 bacillus 7 hongos, 2 actinomicetos y 2 levaduras;
pero Clavijo (2012, p. 1) ha reportado 114 microrganismos en el suelo del cultivo
de olivo en la zona de Tacna donde tienen caracteristicas de producir AlA,
solubilizacion del fosforo, crecimiento en medio mineral sin nitrdgeno. Asimismo,
Solis (2015, p. 13) report6 10 hongos los cuales fueron dos hongos benéficos para
el control de plaga y nematodo, seis hongos para mejorar el suelo y dos hongos para

cumplir la funcién de antagonismos y descomponer la materia organica.

Zapata y Castellano (2019, p. 1) en la identificacién de microorganismos en
el geiser de Candarave encontrd 31 microorganismos, mientras Naquiche (2014, p.
3) en los geiseres de la zona de Calientes solo identifico 2 bacterias. Ulloa (2016,
p. 13) aislaron ocho bacterias y seis hongos enddéfitos, De los Santos et al (2018)
mostro la clasificacion taxonémica de 353 cepas. Checa et al, (2015, p. 1) realizo
la caracterizacion molecular de poblaciones de Trichoderma spp. Navas (2016, p.
14) identifico 7 actinomicetos que se adaptar de ecosistemas antarticos a otras
zonas. Valenzuela (2018, p. 12) al realizar la caracterizacion molecular de los
nodulos de leguminosas muestra que se han identificado 10 cepas bacilares gram

negativa.

Velazquez, O. (2018, p. 13) identifico molecularmente a 5 bacillus en
Bogota Colombia, para el control de botritis en el cultivo de fresa. Padilla (2013, p.
5) encontré bacillus con UFC en promedio de 3,7 x 10 y en hongos y levadura de
3,5 x 10%. Abad (2017, p. 2) identifico 8 hongos que adsorben el glifosato como es

el Mucor Circinelloides F. Mientras que en la presente tesis el bacillus
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proteobacteria tiene 60,67 x 102, en cuanto a las levaduras Saccharomices sp.
Alcanzo a tener 12,33 x 10% en hongos el valor es de 20 UFC/ml. Alvarez (2012,

p. 6) evalud 44 cepas bacterianas y ocho micoticas, ademas de dos hongos.

Abad (2017, p. 2) reporto que se han identificado ocho géneros de hongos
con capacidad biorremediadora. De los Santos et al. (2018, p. 14) muestra la
clasificacion de 353 cepas bacterianas y fangicas, ademas solubilizan el fosforo.
Angeles y Cruz (2015, p. 1) evaluaron las cepas fijadoras de nitrogeno del frejol

donde muestran la identificacién molecular de cuatro hongos.

4.3.2. Remediacion de suelos mediante el andlisis de la conductividad eléctrica
y quimico de los suelos aplicados diferentes concentraciones de la

solucion nutritiva de los microorganismos de suelos en Tumilaca.

Para el andlisis de salinidad de la remediacion se tiene la conductividad eléctrica,
los microorganismos nativos tienen accion positiva bajando la conductividad de
5,20 mS/cm, moderadamente salino (Bascones, 2004, p. 18) a valores entre 0,580
a0,1333 mS/cm (no salino). Palomino (2019, p. 10) muestra valores que estan entre
0,14 a 3,99 dS/m, los cuales son adecuados en los suelos agricolas. Llanos (2018,
p. 10) manifiesta que la conductividad eléctrica vario de 0,513 a 8,070 dS/m (no
salino a moderadamente salino). Ramos (2017, p. 8), menciona que los valores en
funcién a las dosis de EM varia de 3,863 a 3,94 mS/cm (ligeramente salino). Diaz
(2017, p. 12), menciona que valores obtenidos en suelos con ceniza y sin ceniza

varian de 1,83 a 0,22 mS/cm.
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Para el pH que es el logaritmo negativo de base 10 de la concentracion de
ion hidrogeno (Bazéan, 2017, p. 25) los valores obtenidos en la presente tesis estan
de 7,017 a 6,127 de debilmente acido a neutro; semejantes a los valores reportados
por Rojas y Valencia (2018, p. 12) mientras que Palomino (2019, p. 10) manifiesta
que los valores de pH son acidos. Llanos (2018, p. 12) menciona que el pH se
incrementd en suelos que tienen cadmio a valores de 7,98 a 8,09 (medianamente
alcalinos). Umafa (2017, p. 4) menciona que el pH vario de 6,02 a 5,7
(moderadamente acido). Ramos (2017, p. 8) menciona que no hay variacion en el
pH en la fertilizacion del suelo en funcion a la dosis de EM y los valores son de
7,300 a 7,400 (neutro a medianamente alcalino). Diaz (2017) menciona que suelos
con ceniza y sin ceniza los valores varian de 5,0 a 6,70 (muy fuertemente acido a

neutro).

Para el nitrogeno disponible los valores obtenidos en la presente tesis son
de 609,500 a 22,013 mg/kg, muy alto a medio (Bascones, 2004, p. 22). Ramos
(2017, p. 8) menciona que el contenido de materia organica es de 1,723 a 3,427 %
(bajo a medio). Castillo (2018, p. 7) manifiesta un incremento del nitrégeno con
valores de 0,12 a 2,08 %. Diaz (2017, p. 12) menciona que los suelos con ceniza 'y

sin ceniza optimen valores de 18 a 32 ppm (bajo).

Para el fosforo disponible los valores obtenidos en la presente tesis son altos
entre 75,960 a 33,640 mg/kg, muy alto (Bascones, 2004, p. 22) se asemejan a Rojas
y Valenzuela (2018, p. 12) mencionando que los valores de fosforo del suelo
presentan altas concentraciones. Alejo et al. (2012, p. 10) encontré valores de

fosforo de 12,40 y 17,20 mg/kg (medio) en suelos no cultivado y en suelo cultivado
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respectivamente. Llanos (2018, p. 10) menciona que los valores de fosforo
aumentaron de 16,43 a 153,57 ppm (altos). Ramos (2017, p. 8) menciona que en
funcién a la dosis de EM varia de 48,940 a 69,097 ppm (alto). Diaz (2017, p. 12)
menciona que suelos con cenizay sin ceniza obtiene valores de 422 a 145 ppm

(alto a 6ptimo).

Para el potasio disponible los valores obtenidos en el presente trabajo son
valores muy altos entre 1 016,427 a 476,247 mg/kg, muy alto (Bascones, 2004, p.
26). Alejo et al. (2012, p. 10) encontro valores de 586 y 542 mg/kg (muy altos), en
suelos no cultivados y suelos cultivados respectivamente. Llanos (2018, p. 10),
menciona que los valores aumentaron de 267,33 a 5813,33 ppm (valores altos).
Ramos (2017, p. 8) menciona que en funcion a las dosis de EM los valores varian
de 690,150 a 747,540 ppm (alto). Diaz (2017, p. 12) menciona que los valores con

ceniza y sin ceniza varian de 766 a 450 ppm (alto a 6ptimo).

Para el calcio disponible los valores obtenidos en el presente trabajo son de
alto a medio con valores de 4 087,843 a 2 505,770 mg/kg, muy alto a medio
(Bascones, 2004, p. 34). Alejo et al. (2012, p. 10) encontr6 valores de 4 172 y 3 631
mg/kg (medio), en suelos no cultivados y suelos cultivados respectivamente. Diaz
(2017, p. 12) menciona que en suelos con ceniza y sin ceniza los valores son de

5986 a 3258 ppm (alto).

Para el magnesio disponible los valores obtenidos en el presente trabajo son
muy altos con valores de 264,893 a 212,477 mg/kg, muy alto (Bascones, 2004, p.

37). Alejo et al. (2012, p. 10) encontro valores de 513 y 420 mg/kg (muy altos) en
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suelos no cultivados y suelos cultivados respectivamente. Diaz (2017, p. 12)
menciona que en suelos con ceniza y sin ceniza los valores son de 960 a 398 (alto

a 0ptimo).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Primera. Se evaluo el efecto de los microorganismos en la remediacion de suelos
agricolas en Tumilaca, cuyos resultados indican la eficiencia en la
conductividad eléctrica, nitrégeno, fosfor, potasio, calcio y magnesio.

Segunda. Mediante la caracterizacion molecular de la soluciéon nutritiva de
microorganismos, se ha reportado 39 microorganismos; 28 bacterias,
siete hongos, dos actinomicetos y dos levaduras; al realizar la prueba de
T de una muestra alta significancia de la presencia de los
microorganismos en el suelo de Tumilaca.

Tercera. Los microorganismos con una concentracion de 3,75 % alcanzan 609,50
mg/kg, para fosforo disponible los microorganismos a una concentracion
al 1,25y 2,50 % alcanza valores de 75,960 y 74,240 mg/kg, para potasio,
calcio y magnesio los microorganismos a una concentracion de 3,75 %
alcanzan valores de 1 016,427; 4 087,843; 64,893 mg/kg clasificados

como valores altos a muy altos.Se realizo el analisis de conductividad
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eléctrica para la remediacion de suelos donde en el parametro
conductividad eléctrica con la aplicacion de diferentes dosis de
microorganismos baja la salinidad del suelo llegando a valores de 0,580

a 0,133 mS/cm.

5.2. Recomendaciones

Primera. Experimentar el uso de la solucidon nutritiva de microorganismos en

diferentes pisos altitudinales de la provincia y region de Mogquegua.

Segunda. Realizar la caracterizacién molecular de la solucion nutritiva de los

microrganismos en las tres provincias de la region de Moquegua.

Tercera. Evaluar los pardmetros de andlisis del suelo caracteristicas fisicos,
quimico 'y conductividad eléctrica para poder cuantificar la

biorremediacion en la region de Moquegua.
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