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3. INTRODUCCION

Para muchos paises los cultivos de algodon poseen gran importancia, ya que, no
sOlo proporciona fibras para la industria textil, sino que también juega un papel
importante dentro de la industria alimenticia, pues sus semillas tienen un alto

contenido en aceites y proteinas.

En Colombia existen alrededor de 297 productores de algodén, de los cuales 116
pertenecen a municipios de la costa, tales como: Cerete, Ciénaga de oro, Cotorra,
Lorica, Monteria, San Carlos y San Pelayo!. Actualmente en el departamento del
Cesar no se cultiva algodon, aunque existen estudios que buscan la reactivacion

del mismo?Z.

En el departamento del Cesar, durante los afios 90, surgi6 la bonanza de los cultivos
de algodon, también conocido como el “oro blanco”, para suplir la demanda
existente se deforestaron grandes hectareas de bosque, se cultivaba de manera
secuencial y se adicionaban agroquimicos (fertilizantes y plaguicidas) con el fin de
acelerar los procesos, esto ocasiono la contaminacién y desertificacion de los

suelos.

Aunqgue el uso de la mayoria de plaguicidas fue prohibido en Colombia desde 1986,
debido a los efectos ocasionados sobre la salud humana y ambiental, el uso de
fertilizantes ha persistido, estos ocasionan dafos a la capa de ozono y a los mantos

acuifeross.

Hoy en dia la economia del municipio esta basada principalmente en actividades
como la cazay la produccion pecuaria, donde se incluye las actividades veterinarias,

junto al comercio. Por otro lado el 22% del suelo en el municipio esta destinado a la

1 RESULTADOS Y ANALISIS COSTOS DE PRODUCCION COSECHA COSTA 2016 — 2017 CONALGODON 30 de
Junio del 2017

2 Annelise Barriga Ramirez. Buscan ‘revivir’ el cultivo del algoddn en el Cesar. EN EL TIEMPO (6 de diciembre
del 2017)

3 Mariluz Hernandez, Jhon V. Vidal y José L. Marrugo. Plaguicidas organoclorados en leche de bovinos
suplementados con residuos de algoddn en San Pedro, Colombia (29 de Noviembre del 2010)
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produccién agricola, lo cual representa un total de 2.237 hectareas de tierras, la
segunda &rea mas grande después de la ocupada por bosques, el municipio se

categoriza de agropecuario.

Dentro de la produccion pecuaria se caracteriza la ganaderia tipo doble propdsito
(produccién de carne y leche), donde la mayoria es extensiva®. Este tipo de practica
trae como consecuencia: perdida de la biodiversidad y cobertura vegetal,
compactacion de los suelos, emision de gases efecto invernadero, deforestacion y

explotacion de los recursos.

La presente investigacion posee como interés principal el aislamiento y evaluacién
de cepas nativas de los géneros Azospirillunm sp y Azotobacter sp, debido a su
potencial en la fijacion de nitrégeno y produccion de acido indoloacetico; con el fin
de demostrar su intervencion en el desarrollo y crecimiento de la vegetacion propia

de cinco fincas ubicadas en el municipio de Bosconia.

4 PLAN DE DESARROLLO BOSCONIA-CESAR 2016-2019 (ENERO 2016) pag. 56.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

“El departamento del Cesar es rico en recursos naturales y presenta una alta
biodiversidad, pero sus extensiones de suelo han resultado drasticamente
afectadas por las diferentes actividades que se les realizan, como la ganaderia, la
agricultura, la agroindustria y la mineria”. Estas actividades, al no ser controladas,
afectan de manera directa la relacion biota-suelo, lo que desfavorece su

recuperacion®.

En Bosconia para la produccion de algodén, durante los afios 90, era comun la
utilizacion de fertilizantes, siendo el Metilparation el mas aplicado. El uso de este
fertilizante de manera excesiva e indiscriminada ocasiona serias afectaciones a la
salud humana y ambiental, asi como disminucion de la biodiversidad y de la fijacién

de nitr6geno al suelo®.

El nitrdgeno es un factor determinante para la fertilizacion en el cultivo de algodon,
ya que aumenta su productividad y rentabilidad, sin embargo su porcentaje de
absorcion es en promedio 50%’. Una parte de los fertilizantes utilizados son
absorbidos, mientras que la otra se pierde por volatilizacién, desnitrificacion,

lixiviacion y erosioné.

Las sustancias liberadas al medio tras la utilizacién de estos agroquimicos generan

problemas econdmicos, ambientales y sociales, que van desde la destruccion de la

> CONTRALORIA MUNICIPAL DE VALLEUPAR. Oficina de control fiscal. RECURSO SUELO. (14 de enero del
2013) Pag. 40

6 Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR). (6 de mayo del 2016)

7 Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion.
<https://www.gob.mx/sagarpa>

8 Pedraza, R., Bellone, C., & de Bellone, C. (2010). Azospirillum inoculation and nitrogen fertilization effect on
grain yield and on the diversity of endophytic bacteria in the phyllosphere of rice rainfed crop. European
Journal of Soil Biology. (Pag. 36-43).
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capa de ozono hasta la contaminacion de aguas superficiales, pasando por la

generacion de enfermedades en los seres vivos®.19,

% Confederacién colombiana de algoddn. “Resultados de la cosecha algodonera”. Internet:
http://conalgodon.com/estadisticas/#sc-tabs-1522112487513
10 Gerardo Armando Aguado Santacruz. Introduccién al Uso y Manejo de los Biofertilizantes en la Agricultura
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5. JUSTIFICACION

El municipio de Bosconia se caracteriza principalmente por poseer tierras altamente
explotadas y degradadas debido al cultivo de algodon, es necesario el estudio de
alternativas con el fin de recuperar la rizosfera, especialmente a través de
investigaciones sobre biorremediacion, ya que permite utilizar la biodiversidad
microbiana como herramienta para mejorar ambientes dafiados y preservar la salud

de los ecosistemas.

Por lo anterior, es importante encontrar microorganismos capaces de nutrir el suelo
mediante la fijacibn de nitrégeno, solubilizaciéon de minerales, regulaciéon del
crecimiento vegetal y estimulacion del sistema de absorcion'!; asi como la
produccion de acido indolacético, auxina que se encuentra en las plantas de forma
natural, la cual promueve la produccion de hormonas vegetales que regulan los

procesos del desarrollo vegetal*?.

De igual forma, el tipo de articulacion de esta investigacion va ligada a la politica del
municipio el cual “planea realizar campafias de reforestacion urbana, que logre
mitigar los niveles de contaminacién del aire y del suelo, y darle una apariencia mas

amable y armdnica con el medio ambiente™3,

La motivacion es demostrar que existen muchas alternativas naturales que pueden
ser utilizadas para la regeneracion del suelo, durante el desarrollo de esta
investigaciébn se evaluaran microorganismos nativos, capaces de ayudar a la

regeneracion vegetal y nutricion del suelo debido a su poder de fijacion de nitrégeno.

Este proyecto de investigacion concientizara a los propietarios de las fincas objeto

de estudio, asi como a pequefios y medianos productores acerca del impacto

1 Hayat R, Ali S, Amara U, Khalid R, Ashamed I. Soil beneficial bacteria and their role in plant growth
promotion: Annu Rev Microbiol. 2010. (Pag. 579-598).

12 castillo G, Altuna B, Michelena G, Sanchez J y Acosta M. Cuantificacion del contenido de 4cido
indoloacetico (AIA) en un caldo de fermentacion microbiana. Anales de Biologia 27. 2005. (Pag. 137-142)
13 pLAN DE DESARROLLO BOSCONIA-CESAR 2016-2019 (ENERO 2016). Pag (105).
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ambiental y social generado tras la utilizacion de agentes fertilizantes y plaguicidas
en monocultivos extensivos, de manera puntual para el cultivo de algodén en el
municipio de Bosconia, Cesar. Asi mismo, pretende identificar cepas nativas
microrganismos capaces de promover la rehabilitacion vegetal, mediante la fijacion
de nitr6geno en el suelo y la produccion de acido indolacético, en los suelos
afectados por el uso de los agentes anteriormente mencionados.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar bacterias diazotroficas (azotobacter sp y azospirillum sp) en la rizosfera de
cinco fincas afectadas por los pesticidas utilizados para el cultivo de algodon en

bosconia cesar

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Explorar microorganismos a nivel de género: Azotobacter sp y Azospirrillum
sp.

- Identificar microorganismos a nivel de género: Azotobacter sp y Azospirrillum
sp.

- Cuantificar la produccion de Acido Indol Acético en los microorganismos del

género Azotobacter y Azospirrillum

- Comparar los porcentajes de las bacterias diazotroficas arrojados en cada

una de las fincas del presente estudio.
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7. MARCO REFERENCIAL

7.1. ANTECEDENTES

Aislaron y caracterizaron 104 cepas de bacterias diazotréficas nativas de la rizosfera
del cultivo de Olea europea “olivo” en Tacna, Peru. Las bacterias fueron
caracterizadas en base a su capacidad promotora de crecimiento, mediante la
produccion de Acido Indol Acético (AIA), solubilizacion de fosfatos, germinacion de
semillas de alfalfa y crecimiento en Medio Mineral sin Nitrdgeno. Se seleccionaron
las 20 mejores cepas segun sus caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas. Se
encontraron correlaciones entre las poblaciones bacterianas con la materia
organica, fésforo, pH del suelo, tipo de riego y profundidad de la raiz, observaron
una mayor concentracion de materia organica a mayor profundidad del suelo.
(Clavijo et al 2012)

Se aislaron bacterias diazotréficas de los géneros Azotobacter y Azospririllum a
partir de la rizosfera de cultivos de algodén en el Espinal, Tolima. Las poblaciones
microbianas se caracterizaron fenotipicamente en los medios de cultivo
semiespecificos: Ashby y LG (Azotobacter sp) y NFb, LGI y Batata (Azospirillum sp).
La promocion de crecimiento vegetal se determind mediante la actividad de la
enzima nitrogenasa por medio de la técnica de reduccion de acetileno y produccion
de indoles por el método colorimétrico de Salkowsky. La caracterizacion fenotipica
y bioquimica de los aislamientos obtenidos permitié seleccionar 5 cepas eficientes
en la promociéon de crecimiento vegetal in vitro, mediante las actividades de
reduccion de acetileno y produccién de compuestos indélicos, con valores

comparables con cepas de referencia internacional. (Guzman et al 2012)
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Abordaron las potencialidades de las bacterias diazotréficas asociativas en la
promocién del crecimiento vegetal y el control de Pyricularia oryzae (Sacc.) en el
cultivo del arroz (Oryza sativa L.), presentando estos microorganismos como una a
alternativa de biofertilizacion, ya que pueden mitigar los efectos nocivos
ocasionados por P. oryzae en O. sativa. La seleccion de cepas autdctonas permitid
el éxito de los inoculantes bacterianos, los cuales promovieron la adquisicion de
nutrientes, la fijacion de nitrogeno, la solubilidad de fosfatos y la produccion de
fitohormonas.

(Hernandez et al 2014)

Determiné el efecto de diez cultivos de Azospirillum spp., nativas en el desarrollo
vegetativo de Zea mays L. “maiz”, en condiciones de invernadero. Las bacterias
previamente aisladas en la rizosfera de maiz, se cultivaron en caldo nutritivo por 24
horas y con el sobrenadante se obtuvo el inéculo estandarizado a 9 x 108 celmL™?,
gue se sembroé en caldo extracto de suelo 10%, caldo tripticasa soya suplementado
con triptéfano y caldo Sundara Rao y Sinha Medium. Se demostro la fijacion de
nitrégeno, produccion de &acido indolacético y solubilizacion de fosforo. Se
incrementd el desarrollo vegetativo en condiciones de invernadero, observandose
aumento en la altura, biomasa aérea, precocidad en la floracién e incremento en la
biomasa radicular.

(Cérdova et al 2015)
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7.2. MARCO TEORICO

La utilizaciébn de microorganismo de vida libre que fijan nitrbgeno y secreten
hormonas son fundamentales en el desarrollo agroecoldgico de muchos cultivos
como cafia de azlcar, arroz, sorgo, y pastos tropicales, dentro el género mas
estudiado se encuentra Azospirrillum sp, Azotobacter sp, Beijerinckia sp y Klebsiella
sp, (Débereiner et al., 1995). Estos microorganismos son consideradas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), debido a su capacidad para estimular
directamente el crecimiento de las plantas, a través de diversos mecanismos, como
el aporte de nitrégeno por el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico
(Boonjawat et al., 1991; Elmerich et al., 1992; Ddbereiner et al., 1995), produccién
de sustancias reguladoras del crecimiento (Arshad y Frankenberger, 1998),
solubilizacion de minerales y nutrimentos (Crowley et al., 1991), incremento en el
volumen de la raiz (Bowen y Rovira, 1999), induccion de resistencia sistémica a
patdogenos (Van Peer et al.,, 1991), inhibicion del crecimiento de organismos
antagonicos (Utkhede et al., 1999) e interaccion sinérgica con otros

microorganismos del suelo (Bashan et al., 1996b).
Generalidades de Azospirrillum sp

La bacteria fue aislada por primera vez en Dinamarca, a partir de suelos arenosos
pobres en N2 (Beijerinck, 1959); inicialmente fue denominada con el nombre de
Spirillum lipoferum (Beinjerinck, 1925). Dobereineiner y Day, (1976) fueron los
primeros autores en reportar su amplia distribucion en la rizésfera de varios pastos
tropicales, silvestres y cultivados, en cereales y leguminosas de suelos tropicales,
subtropicales y templados de todo el mundo. Estos microorganismos pueden
encontrarse en la rizésfera o en la rizésfera. (Fallik et al., 1988; De Troch y
Vanderleyden, 1996), se caracterizan por adherirse a la superficie de raiz
(Castellanos, 1998) y no formar nédulos, sus células se encuentran en forma de
bastén curvo, Gram negativa, tienen respuesta oxidasa positiva y catalasa

usualmente positiva.
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Es una bacteria de vida libre capaz de fijar N2 atmosférico, transformandolo en
formas asimilables para las plantas; también produce hormonas como la auxina
Acido Indolacético (AlA), que estimula la ramificacion de las raices y el desarrollo
de pelos radiculares (33-40%). Se ha sugerido, ademas, que este microorganismo
esta involucrado en una mejor absorcion de minerales y agua por parte de la planta
lo que contribuye al crecimiento y aumento del rendimiento de los cultivos (Kapulnik
et al., 1981; Khammas et al., 1989; Bashan y Holguin, 1997 b).

Este género, muestra una distribucion geografica amplia alrededor del mundo,
siendo mas abundante en las regiones tropicales, aunque también se encuentra en
regiones templadas, frias y desérticas (De Conick et al., 1988). El pH del suelo juega
un papel importante en la presencia de las especies, como por ejemplo A. lipoferum
y A. brasilense que son abundantes en suelo con valores de cercanos a la
neutralidad. El porcentaje de arcilla, contenido de materia organica, la capacidad de
retencibn de agua y el contenido de nitrégeno afectan positivamente la
sobrevivencia de A. brasilense. Sin embargo, el microorganismo es independiente

de la aridez del suelo (Bashan et al., 1995).

Las bacterias del género Azospirillum sp tienen un metabolismo carbonado y
nitrogenado muy versatil, lo que le permite adaptarse y establecerse en el
competitivo entorno rizosferico. Como fuentes nitrogenadas, este género puede
utilizar un amplio rango de sustratos, amonio, nitrato, nitritos, aminoacidos y
nitrégeno molecular. En condiciones desfavorable, tales como la desecacion y
carencia de nutrientes, puede enquistar, recubriéndose de una capa de
polisacaridos produciendo una acumulacién de granulos de - hidroxibutirato, que

sirve a la bacteria de reserva de fuente carbonada (Collado, 2006)

El aislamiento de Azospirrillum sp a partir de raices de numerosas plantas silvestres
y cultivadas en diferentes tipos de suelo, ha sido reportado en todo el mundo, sin
embargo, han sido caracterizado seis especies: A. brasilense, A. lipoferum, A.

amazonense, A. halopraeferans, A. irakense (Holt et al.,1994) y A. largimobile; la
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especie A. brasilense ha sido la en la actualidad la mejor caracterizada

genéticamente (caballero —Mellado 2002).

Esta bacteria denominada BPCV pueden ser de vida libre o asociadas, aerobias,
anaerobias o anaerobias facultativas (Rodriguez, 1995). Las BPCV se han aislado
en suelos donde predomina la vegetacion de gramineas, como pastos tropicales
(Dobereiner y Day, 1975), pastos de zonas templadas (Kole et al., 1988), pastos de
suelos salinos (Quesada et al., 1982; Bagwell et al., 1998) y pastizales de zonas
aridas (Herman et al.,, 1993, 1994), asi como de gramineas cultivadas. Las
principales especies bacterianas asociadas con gramineas son Azospirillum
lipoferum, A. brasilense y A. amazonense (Ddbereiner et al., 1995); Herbaspirillum
seropedicae y Acetobacter diazotrophicus (Ddbereiner y Day, 1975); Enterobacter
agglomeran, E. cloacae, Bacillus azotofixans, B. polymyxa y Alcaligenes faecalis
(Boonjawat et al., 1991), Klebsiella sp. (Boonjawat et al., 1991; Palus et al., 1996) y
bacterias de los géneros Azotobacter sp y Pseudomonas sp (Bagwell et al., 1998).

Generalidades de Azotobacter sp

El género Azotobacter fue descubierto por Beijerink en 1901 y desde entonces se
ha desplegado un enorme interés en estudiar estos microorganismos debido a la
contribucion que pueden hacer a la nutricion nitrogenada de las plantas superiores
(Brown et al., 1962). Es uno de los primeros géneros conocidos como fijadores
asociativos de nitrogeno, siendo el mas estudiado en el ambito mundial a juicio de
Martinez y Dibut (1996).

Su nombre proviene de la palabra francesa “asoto” que significa nitrégeno y del
griego “bacter” que significa bacilo (Hernandez et al., 1994) y segun esos autores
son microorganismos de vida libre de suelo que requieren de sustancias organicas
como fuente de energia, pero si hay abundancia de NOs - y NH4, lo emplean con
facilidad y no fijan nitrégeno. Para fijar nitrégeno requieren molibdeno que puede

ser parcialmente reemplazado por vanadio.
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La poblacion de Azotobacter sp comprende siete especies: A. chroococcum, A.
vinelandii, A beijerinckii, A. paspafi, A. armeniacus, A. nigricans, A. salinetris. Los
miembros de la familia Azotobacteraceae tienen la capacidad de de sintetizar
antibioticos y generar sustancias promotoras del crecimiento vegetal (Pandey y
Kumar, 1990), ademas de fijar nitrdgeno no simbidticamente. Especie como A.
chroococcum, A. vinelandii, son utilizada como bioinoculantes en suelos tropicales

alcalinos.

Los microorganismo de este género comprenden bacterias con formas bacilar, son
Gram negativos, en cultivos viejos como gran variables, las células son ovoides y
miden aproximadamente 2 um a 4 um de diametro, siendo las de mayor tamafio A.
chroococcum que llegan a medir hasta 6 um; pueden llegar a formar cadena de
tamafos variables, la forma de resistencia es el quiste, son aerobios, pero algunos
pueden vivir en concentraciones bajas de oxigeno y su movilidad se debe a flagelos
peritricos, ademas, producen pigmentos solubles en aguas en medio especificos
(Saribay,2003).

Bioguimicamente son catalasa y oxidasa positivo, reducen el nitrato, producen el
sulfuro de hidrogeno e hidrolizan almidén, producen sustancias promotoras de
crecimiento como giberelinas, auxinas y citoquininas (Santana et al., 2002); las
bacterias de este género fijan asimbioticamente nitrégeno y son solubilizadores de
fosfato, ademas realizan proceso de biodegradacion de plaguicidas como el
endosulfan (Castillo et al., 2005). Cabe agregar que estos microorganismos, fijan al

menos 10 mg de N2 por gramo de carbohidratos consumido (Holt, 2000).
Azotobacter sp en el suelo

La poblacion de Azotobacter sp es principalmente influenciada por otros
microorganismos presentes en el suelo, existen algunos microorganismos que
estimulan el aumento de Azotobacter sp, lo cual incrementa la fijacion de nitrégeno.
Sin embargo, hay otros que limitan la poblacion de estas bacterias y obstaculizan la

fijacion efectiva del nitrégeno, por consiguiente, no pueden lograr la multiplicacion
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en el suelo. La propagacion de estas bacterias esta relacionada con la presencia en
el medio de suficientes cantidades de fésforo (P) y potasio (K), siendo mayor el
efecto del fosforo, cuya escasez o ausencia puede inhibir el desarrollo del cultivo,
este elemento estimula el metabolismo del carbono, la multiplicacion y la fijacion de
nitrégeno. Caso contrario pasa con el potasio, ya que si existen altas
concentraciones de este elemento en el suelo se inhibe el desarrollo de las bacterias
fijadoras (Lozada 2010).

Fijacion biologica de nitrégeno

Es el proceso en el que el nitrégeno atmosférico es reducido a amonio, el cual es la
forma asimilable para los organismos vivos, utilizada en la sintesis de biomoléculas
(Cheng, 2008).

El proceso de reduccién se realiza por el complejo enzimatico nitrogenasa, que
consta de dos proteinas distintas llamadas dinitrogenasa y dinitrogenasa reductasa,
ambos componentes contienen hierro y la dinitrogenasa contiene ademas
molibdeno. En la dinitrogenasa el hierro y el molibdeno forman parte de un cofactor
conocido como FeMo-co (figura 1), que es el centro donde se produce la reduccién
del N2. La composicion del hierro FeMo-co es MoFeSs homocitrato (figura 1), y se
presentan dos copias de FeMo-co por molécula de dinitrogenasa. (Madiga et al.,
2003).

Esta reduccion de nitrdgeno requiere mucha energia, alrededor de 12 a 16
moléculas de ATP por cada molécula de nitrégeno fijada (Ecuacion 1) Betancour,
2002; Singleton, 2004; Baca et al., (2000). Para la fijacion bacteriana de nitrégeno
se necesita un aporte importante de energia (150 kcal/mol) en forma de ATP y
coenzimas reducidas; la energia puede obtenerse a través de la conversion de la
energia luminica que realizan los organismos fotoautétrotofos, como las
cianobacterias, o a través de la respiracion de los heterotrofos como Azotobacter sp

(Atlas & Bartha, 2002). Ya que la fijacién de nitrdgeno en bacterias aerdbicas como
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Azotobacter es un proceso que demanda gran cantidad de energia, requiere una

eficiente fosforilacidon oxidativa.

Figura 1. Estructura de FeMo-Co, el cofactor con hierro y molibdeno de la
nitrogenasa.

Fuente: Madigan, 2003.

Ecuacion 1. Reaccion en la fijacién de nitrégeno. Fuente Baca et al., (2000).
N2 + 8H+ + 8e- + 16 Mg-ATP — 2NH3s + H2 + 16Mg-ADP + 16Pi
Flujo de electrones en la fijacion de nitrégeno

La secuencia de transferencia de electrones en la nitrogenasa es la siguiente:

donador de electrones —» reductasa de dinitrogenasa— dinitrogenasa — N2.

Los electrones para la reduccion del nitrogeno se transfieren a la nitrogenasa
reductasa desde la ferredoxina o la flavodoxina, proteina de bajo potencial que
contiene hierro y azufre. En Clostridium pasteurianum el donador de electrones es

la ferredoxina, que se reduce por la ruptura fosforoclastica del piruvato acetil-CoA +
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CO2. Ademés de la ferredoxina reducida, para la fijacion de N2 se necesita ATP. En
cada ciclo de transferencia de electrones, la dinitrogenasa reductasa es reducida
por ferredoxina/flavodoxina y se une a dos moléculas de ATP. El enlace de ATP
altera la conformacién de la reductasa dinitrogenasa y disminuye su potencial
reductor permitiendo la interaccién con la dinitrogenasa. En la transferencia de
electrones a la dinitrogenasa, el ATP es hidrolizado y la dinitrogenasa reductasa se
disocia de la dinitrogenasa y empieza otro ciclo de reduccién y de enlace con ATP.
(Figura 2). Cuando se ha reducido adecuadamente, la dinitrogenasa reduce a

continuacion el N2 a 2NHs y la reduccién afectiva ocurre en el FeMo-co.

Figura 2. Funcién de la nitrogenasa. (a) Pasos de la fijacion de N2 empezando por
el piruvato. Los electrones son aportados desde la dinitrogenasa, de uno en y cada
electron se asocia con la hidrdlisis de 2-3 ATPs.

(Oxidada) v (Reducida)

Complejo T (Oxidada)

enzimatico | ATP = = = = = = = - ADP + P,

nitrogenasa

. (Oxidada) \__/ (Reducida) N

2 NH4

N2
Productos Sustratos de la
nitrogenasa

-}

Fuente: Madigan, 2003.

Aplicaciones de Azotobacter sp y Azospirrillum sp en la agricultura

Los resultados han sido significativos en varios parametros de crecimiento, los
cuales en numerosos casos aumentan el rendimiento del cultivo desde un 5% hasta

un 30%, cuando reemplazan fertilizantes con alto porcentaje de nitrogeno (Okon y
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Labandera, 1994). En la Universidad Autonoma de Puebla se inocularon grandes
extensiones de suelos agricolas cultivados con maiz y trigo con diferentes cepas de
Azospirrillum sp obteniéndose incrementos significativos en el rendimiento de la

cosecha de ambos granos.

Los estudios demostraron que la inoculacion en la graminea Triticum aestivum L.
con una cepa de Azospirillum brasilense, aislada de la rizosfera de Brachiaria
mutica, mostré0 mejores resultados que la inoculaciéon con cepas de colecciones

aisladas de otras partes del mundo (Okon y Labandera, 1994).

Otro estudio demostré que la respuesta de inoculaciones de Azospirillum sp es
influenciada por fertilizantes a base de N, P y K, ya que estos incrementan la
poblacién de esta bacteria, lo cual repercute en una mayor produccion de biomasa
en las plantas (Kapulnik et al., 1981; Negi et al.,1991; Nahidh y Hakeem, 1991).

En experimentos de campo la inoculaciéon con Azospirrillum sp ha promovido el
crecimiento de plantas de importancia agronémica en un 10-20 % (Okon, 1985;
Summer, 1990; citados por Zaady y Perevolotsky, 1995). Segun Okon y Kapulnik
(1986) (citados por Zaady y Perevolotsky, 1995).

La inoculacién con Azospirrillum sp incrementa la produccién de materia seca, sin
embargo, este efecto puede ser benéfico en algunos casos o no significativo en
otros (Saito y Graciolli, 1981).

Segun Motsara et al. (1995) en cultivos como arroz, maiz, trigo y cafia de azlcar,

Azospirrillum sp puede incrementar el rendimiento entre el 15y el 30 %.

En Cuba se han utilizado biofertilizantes a base de esta bacteria que permiten la
sustitucion del 25% del fertilizante nitrogenado en arroz e incrementan el
rendimiento entre el 5y el 15%. En cafia de azUcar la aplicacién de biopreparados
a base de Azospirrillum sp ha producido incrementos en los rendimientos que varian
entre el 17 y el 50%, esto ha permitido ahorrar entre 50 y 100% del fertilizante
nitrogenado (The Latin American Alliance, 1997).
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Torres et al., (2000) aislaron 18 cepas del Género Azotobacter sp de 20 cultivos de
arroz en Tolima (Colombia), las cuales produjeron importantes concentraciones de
acido indol acético (AlA), incluyendo A. vinelandi con 32,22 ppm y A. chroococcun
con 30,7 ppm de AIA. Por otro lado, Aquilanti et al., (2004), aislaron bacteria
diazotroficas asimbidticas de la rizosfera de cultivos de maiz, trigo y hortalizas en
Italia, los géneros encontrados fueron de la familia Azotobatereaceae, al igual que
miembros de los géneros Beijirinckia sp, Azomonas sp y Agrobacterium sp. Tejera
et al., (2005), aislaron cepas de A. Chroococcum y Azospirrillum sp. De la rizésfera
de cultivos de cafia de azucar en Granada Espafa, Utilizando medio libre de
Nitrégeno (Burk’ s) (Martinez et al. 1985).

Neeru et al., (1991), utilizaron A. Chroococcum como bioinoculantes en la India para
una variedad de cereales, oleaginosas y vegetales obteniendo resultados
favorables en el peso seco de la planta y la produccién del grano. Igualmente,
Galindo et al.,, (2006), inocularon bacterias diazotrofas (A. vinelandi) vy
solubilizadores de fosfato en plantulas de mangle y plantas de Citrullus vulgaris en
la isla de San Andres (Colombia) incrementando la altura de las plantas, el nimero
de hojas y nudos. Los bioinoculantes en Colombia también se ha utilizado el cultivo
de crisantemo (Santana el al., 2002), pompon y clavel (FUNDASES, 2007).

Estd documentando que bacterias del genero Azotobacter sp y Azospirillium sp han
sido utilizados en acuicultura y en la produccion de vermicompost para aumentar
el contenido de nitrégeno y fosforo del producto (Garg et al., 2001; Kumar & Singh,
2001).

Entre las bacterias diazotrofas asimbiotica utilizada como biofertilizante una de las
mas utilizada es Azotobacter sp; La importancia agrondmica radica especialmente
en la capacidad producir antibidticos, sustancias estimulantes del crecimiento
vegetal (SPCV) del tipo auxinas, giberelinas y citoquinininas (Pandey et al, 1998)
aminoacidos y otras moléculas con actividad biologica de interés industrial y

Comercial como polisacéaridos (Sabra t al., 2001; Cuesta et al.,2006).
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La inoculacion con cepas de Azospirrillum sp seleccionadas permite reducir hasta
en 50% el uso de los fertilizantes minerales (N, P, K) sin que disminuya el
rendimiento del cultivo, e incluso se obtiene 5-10% de aumento respecto a los

cultivos fertilizados con el 100% del fertilizante mineral. (Caballero-Mellado 2007)

La aplicacion de Azospirillum lipoferum a cultivos de tomate mostraron disminucion
en el consumo de fertilizante nitrogenado en un 30 %, lograndose rendimientos
satisfactorios y contribuyendo de esta forma a minimizar las afectaciones al
ambiente (Terry, 1998); un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantulas, asi
como en el estado nutricional del cultivo de tomate con un rendimiento agricola
superior a un 11 % con respecto a las plantas testigo y un alto nivel poblacional en
la rizosfera de las plantas inoculadas, se encontré en las experiencias de Terry et
al., (2005).

Estudios realizados utilizando Azotobacter chrooccocum sobre cultivos de Sorgo
(Pennisetum glaucum (L)R. Br) denotaron incrementos significativos de un 4,9 a 5,4
% en la produccion del grano con respecto al control (Singh et al., 2003); igualmente
se encontré buenos rendimientos en los cultivos de maiz con disminucion en la
utilizacién de fertilizacién quimica utilizando la misma especie bacteriana (Wu et al.,
2005).

La inoculacion de bacterias Azotobacter chroococcum y Azotobacter brasilense a
cultivos de trigo incrementd notablemente el crecimiento en las plantas y en la
productividad (Mohsen et al., 2004); disminucion en la fertilizacion nitrogenada
sobre cultivos de trigo y cebada fueron los hallazgos obtenidos por (Sayeda et al.,
2005) utilizando los mismos géneros bacterianos.

Las respuestas positivas obtenidas en las investigaciones realizadas con
microorganismos de los géneros Azotobacter sp y Azospirillunm sp han sido
atribuidos a la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico en forma asimbidtica y a la
capacidad secretora de sustancias promotoras del crecimiento vegetal (auxinas)
gue estimulan los rendimientos en las cosechas (Dobbelaere et al., 2003). Estos

microorganismos presentan un gran potencial para la agricultura sostenible por su
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efectividad que les permiten aumentar el rendimiento de los cultivos, acortar ciclos,
disminuir el uso desmedido de fertilizantes minerales y productos quimicos y, por
consiguiente, reducir la contaminacion ambiental.

El instituto Colombiano Agropecuario (ICA) mediante resolucion 00375 define
bioinoculantes como aquel producto elaborado con base a una cepas de
microorganismos benéficos que al aplicarse al suelo o a las semillas, promueven el
crecimiento vegetal o favorece el aprovechamientos de los nutrientes en asociacion
con la planta o su rizosfera (ICA, 2004), su uso favorece a procesos limpios y rapido
de origen microbiano, estan elaborados de diferentes grupos de microorganismo:
bacterias, hongos, algas (Garzén et al.,2001).

Tal como cita Bellone y Carrillo de Bellone (2001) Azospirillum brasiliense es una
rizobacteria fijadora del nitrdgeno que promueve el crecimiento cuando es inoculada

especialmente en gramineas.

También Jaime et al. (1999) concluyeron que las inoculaciones con diferentes cepas
libres fijadoras de nitrégeno lograban incrementos en el cultivo de maiz, en especial

con Azospirrillum sp.

Azospirillum sp estimula la densidad y longitud de los pelos capilares, la velocidad
de aparicion de las raices laterales y la superficie radical. La intensidad de estos
efectos en la morfologia radical, depende de la especie vegetal y el cultivar y de la
concentracion del inéculo de Azospirillum sp (Frioni 1999).

Segun los resultados obtenidos por Ortega (1999) cabe esperar una nitrificacion del
amonio producido en el tratamiento con inoculante y que este nitrdgeno quede

disponible para un proximo cultivo.

Los resultados obtenidos por Rodriguez Caceres et al. (1996) mostraron que la
respuesta a la inoculacion varia en funcion del grado de fertilidad y la disponibilidad
del agua de los suelos, observando la gran importancia que puede adquirir la

relacion cepa — cultivo.
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7.3. MARCO CONTEXTUAL

Municipio de Bosconia, Cesar.

El municipio de Bosconia, est4 localizado en la parte noroccidental del
departamento del Cesar, limitando al norte con el municipio de El Copey, al oriente
con jurisdiccion de la ciudad de Valledupar, al sur con el municipio de El Paso y al

occidente con el departamento del Magdalena separado de este por el rio Ariguani.

El area total del municipio es de 609 kmz2. La cabecera municipal esta localizada en
el centro del municipio. Su poblacién es de 38.634 habitantes. La temperatura
promedio es de 32° C y tiene dos estaciones lluviosas intercaladas por estaciones
secas. Es por demas el municipio mas caliente del departamento del Cesar4.

El Municipio cuenta con un canal denominado CANAL GARCES, pero comunmente
conocido como EL TROPEZON, se encuentra ubicado a 7 Km de la Cabecera
Municipal en la via Bosconia - Plato. Ademas, se cuenta con una pequefa fuente
de agua subterrdnea denominada el Manantial y est4 ubicada a 1 Km de la
Cabecera Municipal en la Via Bosconia - Valledupar.

7.3.1. Factores abioticos

El municipio de Bosconia cuenta con un clima calido seco es isotérmico y cuenta
con temperaturas que pueden alcanzar valores promedios de 32° hasta los 42°
grados centigrados, La humedad relativa en la zona presenta un valor promedio
mensual de 53%, datos estimados en la estacidn meteorolégica de palmeras de la

costa.

El brillo solar presenta los valores mayores en las partes bajas, en tanto que en las
partes medias y altas las horas de insolacion disminuyen debido al incremento de
la nubosidad y los obstaculos orogréficos; El regimen pluviométrico en toda la region

es de tipo bimodal, con la ocurrencia de dos periodos de lluvias mayores

14 Sitio web del municipio de Bosconia-Cesar <http://www.bosconia-cesar.gov.co >
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intercaladas con dos menores. La precipitacion media mensual es de 88.33 mm de

lluvia.

Entre los Indicadores de suelo, se encuentran los siguientes datos:

Tabla 1. Factores abioticos

Espesor del suelo rocas sedimentarias

3000-5000 mts y en llanuras aluviales

alcanza hasta los 100 mts.

Pendiente edéfica general

El municipio presenta un relieve plano

con pendiente de 3 a 5%

Textura

Los suelos se caracterizan por ser de

baja a mediana evolucion
predominado los de baja a mediana
evolucion, drenaje  buenos a
imperfectos, fertilidad muy baja a
moderada, limitados por sales de
sodio, piedra y horizonte argolico

ocupando el 56% del municipio.

Permeabilidad

Los suelos se caracterizan por poseer

un drenaje bueno a imperfecto

Nivel freatico

0.995ma4.38 m

Humedad

Media terrenos arcillosos

Ph

Moderado

Fuente: PGIRS del municipio de Bosconia cesar.
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7.3.2. Factores biéticos
Flora

La zona de vida en la que se encuentra inmersa la cobertura vegetal presente en el
municipio de Bosconia corresponde al Bosque seco tropical, zona definida segun
Espinel & Montenegro (1977) como aquella formacién vegetal, distribuida entre los
0 a 1000 m de altitud, con temperaturas superiores a los 24°C y precipitaciones
entre los 700 y los 2000 mm anuales, con uno o dos periodos de sequia marcados

al ano.

En el area se presentan unidades de cobertura vegetal de origen natural como el
bosque abierto y la Vegetacién secundaria, las cuales constituyen el habitat de la

mayor diversidad de especies de flora y fauna de la zona.

Por otra parte, en el area de Influencia del Municipio de Bosconia se presentan
cuatro especies con categoria de amenaza a nivel nacional, las cuales

corresponden a:

Carreto Aspidosperma polyneuron — Apocynaceae (En Peligro)
Guayacéan de Bola Bulnesia arborea - Zygophyllaceae (En peligro)
Ceiba tolua Pachira quinata - Bombacaceae (En peligro)

Balsamo Myroxylon balsamum — Fabaceae (Casi Amenazada).
Fauna

Se encuentran ocho habitats para fauna, ubicados en 13 tipos de coberturas con un
area total de 849,05 ha. Esto indica que la fauna emplea el 65,81% de las coberturas
identificadas dentro del perimetro del municipio. En relacion con la avifauna fueron
registradas un total de 119 especies, de las cuales 117 estan distribuidas en 18
ordenes, 37 familias y 89 géneros. Las familias mejor representadas son Tyrannidae

(atrapamoscas) con 21 especies, Accipitridae (aguilas y gavilanes), Furnariidae
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(rastrojeros), Icteridae y Ardeidae (garzas).Con respecto al grupo de mamiferos se
registraron 31 especies agrupadas en 15 Familias y siete Ordenes.

7.3.3. Actividades predominantes

Las principales actividades econdémicas son comercio, ganaderia (carne y leche),

agricultura (con cultivos de palma africana, arroz, maiz y ajonjoli), industria.

Imagen 1. Municipio de Bosconia

El Copey

Bosconia

Ariguani
(El Dificil)

@012 Google Map data ©@2012 Google

(Fuente: Google Maps, 2017)
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Imagen 2. Ubicacién del municipio de Bosconia, con respecto al departamento del Cesar.

(Fuente: Alcaldia municipal de Bosconia, 2017)
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7.4. MARCO CONCEPTUAL

ABSORCION: proceso de penetracion de una sustancia dentro de un cuerpo poroso
0 permeable de otra sustancia o de un tejido.

ACONDICIONADOR DEL SUELO: cualquier material afiadido a un suelo con el

propésito de mejorar sus condiciones fisicas y quimicas.

ADAPTACION: proceso por el que un organismo se acomoda al medio ambiente y

a sus cambios.

AGRICULTURA: labranza o cultivo de la tierra. Arte de producir alimentos a la tierra

mediante la accion del hombre.

AGRICULTURA EXTENSIVA: forma de cultivo que requiere de grandes
extensiones de tierra, con importantes insumos para fertilizar el suelo y para la

proteccion de las cosechas, en particular cuando se trata de un monocultivo.
BACTERIA: organismo unicelular y microscopico, procariotico, carente de clorofila.

BIOMASA: expresion ponderal de los organismos existentes en cualquier espacio
definido.

CONTAMINACION: alteracion de un habitat por la incorporacién de sustancias
extrafias capaces de hacerlo menos favorable para los seres vivientes que lo

pueblan.

DESERTIFICACION: accion de degradar el ecosistema transformandolo en un

desierto, provocada por la actividad de los seres humanos.

FERTILIZANTE: composicién nutritiva, organiza o inorganica, para mejorar el

crecimiento de las plantas.

FIJACION DE NITROGENO: proceso que llevan a cabo algunos microorganismos
procariotas, dandoles la habilidad de no depender de otras especies para la

captacion de y asimilacion del nitrégeno.
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MONOCULTIVO: cultivo de grandes &reas de terreno con una sola especie vegetal.

NUTRIENTE: sustancia que contiene alimento. Elementos el suelo y el agua que

las plantas y animales toman.

PLAGUICIDA: termino general aplicado a un grupo de sustancias quimicas usadas
para el control o exterminio de plagas como insectos, hongos, bacterias y otros, en

general depredadores de los productos agricolas o parasitos del hombre.

RIZOSFERA: region del suelo cuya actividad bioldgica es influenciada por las raices
de las plantas, aqui los exudados de las raices afectan los procesos del suelo y los
microorganismos que se encuentran en él. Se caracteriza por el aumento de la

biomasa microbiana y de su actividad.

SUELO: se entiende por suelo la superficie de territorio nacional que puede ser
utilizada para fines de produccién agropecuaria, mineral o forestal.

USO DEL SUELO: disponibilidad del suelo para una seria de posibles usos, que
pueden ser ordenados y distribuidos de acuerdo a un plan, o de manera

espontanea.
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7.5. MARCO LEGAL

TIPO ASPECTO DESCRIPCION
LEY 491 DE 1999, Por el cual se establece
LEY Seguro ecologico. el seguro ecoldgico, se modifica el Cadigo
Penal y se dictan otras disposiciones.
o DECRETO 2811 DEL 18 DE DICIEMBRE
Caddigo de los
DE 1974.
recursos naturales _ _ _
Por el cual se dicta el Cddigo Nacional de
renovables y de
y ~ |Recursos Naturales Renovables y de
proteccion del medio .
_ Proteccion
ambiente. _ _
DECRETOS al Medio Ambiente.
o DECRETO 1974 DE 1989. Por el cual se
Manejo integrado de )
reglamenta el articulo 310 del Decreto-ley
los recursos o _
2811 de 1974 sobre Distritos de Manejo
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naturales

renovables.

Integrado de los Recursos Naturales
Renovables y la Ley 23 de 1973.

Uso y manejo de

plaguicidas.

DECRETO 0775 DE 1990. Por el cual se
reglamentan parcialmente los Titulos IlI, V,
VI, Vil y Xl de la Ley 09 de 1979, sobre uso

y manejo de plaguicidas.

Objeto del control y
vigilancia

epidemiologica.

DECRETO 1843 DE 1991. Por el cual se
reglamentan parcialmente los titulos Ill, V,
VI, VIl 'y Xl de la ley 09 de 1979, sobre uso

y manejo de plaguicidas.

RESOLUCION

Suelos.

RESOLUCION 0170 DE 2009. Por la cual
se declara en Colombia el afio 2009 como
afo de los suelos y el 17 de junio como Dia
Nacional de los Suelos y se adoptan
medidas para la conservacion y proteccion

de los suelos en el Territorio nacional.
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8. HIPOTESIS

¢Podra una bacteria del género Azotobacter sp y Azospirrillum sp mejorar las
condiciones del suelo en cinco fincas del municipio de Bosconia, Cesar; mediante

la produccién de acido indoloacetico e ion amonio?
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9. METODOLOGIA

9.1. TIPO DE INVESTIGACION.

El tipo de investigacion aplicada para la evaluacion de bacterias diazotroficas
(azotobacter sp y azospirillum sp) en la rizosfera de cinco fincas afectadas por los
pesticidas utilizados para el cultivo de algodon en Bosconia cesar es:

9.1.1. Descriptiva (exploracion descriptiva)

Con este estudio descriptivo se busca, medir, evaluar o recolectar datos sobre
diversos conceptos (Variables), aspectos, dimensiones o componentes del
fendmeno a investigar, en un estudio descriptivo se seleccionan una seria de
cuestiones y se mide o recolecta informacion sobre cada una de ellas para asi
(valgase la redundancia) describir lo que se investiga (Hernandez, et al., 2006).
Ademas de describir el fenédmeno, tratan de buscar la explicacion del
comportamiento de las variables. Su metodologia es basicamente cuantitativa y su
fin Gltimo es el descubrimiento de las causas. Se pueden considerar entre las
disciplinas planteadas para el desarrollo de la metodologia aplicada esta el disefio
experimental. (Hernandez, et al., 2003).

9.1.2. LINEA DE INVESTIGACION: Sostenibilidad y gestién ambiental

9.1.3. SUB-LINEA DE INVESTIGACION: Recurso Suelo

9.2. POBLACION

La poblacion de hectareas afectadas por los cultivos de algodén en las cincos fincas
aledafias al municipio de Bosconia estan estimadas en 2237 hectareas las cuales
entraron en nuestro tema de investigacion.

9.3. MUESTRAS

En cada una de estas fincas se tomaron varias muestras de suelo, el muestreo
consistié en realizar las tomas en zig-zag, tomando en cada punto una muestra
simple, se tomaron un total de 10 muestras, después se revolvieron y sacamos la

muestra de donde se realizaron los analisis al suelo. En cada uno de los potreros,
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utilizamos 1m? de suelo a extraido de cada una de las fincas del municipio de
Bosconia-Cesar.
9.4. Desarrollo metodologico

9.4.1. ETAPA 1. Obtencién de la informacidn técnica e instrumentos de

recoleccion de lainformacion.

La informaciéon de este proyecto se obtuvo de 2 maneras, recoleccion de
informacion primaria y secundaria.

Informacién primaria: se consiguieron de libros, tesis de grados, revistas cientificas,
articulos cientificos, que tienen que ver con la investigacion planteada. La
recoleccion de la informacion se dio mediante un barrido electrénico en la web por
las principales bases de datos académica como son: Google académico, Scielo,
ScienceDirect y el portal de revistas cientifica para Latino América Redalyc.

La informacion secundaria se logré de los andlisis de laboratorio, trabajo en campo
y encuestas en las fincas afectadas a estudiar.

9.4.2. ETAPA 2. Toma de muestra de suelo por el método de cuarteo y zigzag

Las muestras de suelos se recolectaron en cinco fincas localizadas en el municipio,
las cuales estaban divididas por potreros, donde anteriormente se cultivaba algodén
y que en la actualidad estan destinados, en su mayoria, a sistemas de pastoreo
extensivo; ademas se encuentran pequefias zonas que se utilizan para cultivos de
maiz, pasto de corte y de palma de aceite.

De cada cultivo o potrero se tomaron 10 muestras del suelo de la rizosfera a una
profundidad de 12 a 15 cm, el muestreo se realiz6 en forma de zig-zag a lo largo del
cultivo.

9.4.3. ETAPA 3. Exploracion microbiana

Aislamiento primario: Este se efectud al terminar el recorrido en cada cultivo o
potrero, luego se mezclaron las muestras y se realizd un cuarteo, para obtener una
muestra representativa de aproximadamente 500g, se tomé un punto de la muestra

y se introdujo 1g de la muestra en un frasco de vidrio mediano el cual contenia
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aproximadamente 4 ml de medio de Burk’s liquido (caldo libre de nitrégeno) Park et
al., (2005), luego se llevo a incubacion a una temperatura promedio de 28°C por un
tiempo de 48 horas, al terminar esto se observo la turbidez presentada.
Aislamiento secundario: Una vez que se obtuvieron las colonias en el aislamiento
primario, se realizaron siembras por estrias en cajas con medio Burk’s sélidos, luego
fueron incubadas por 3 dias a una temperatura de 28°C, al pasar este tiempo se
observo el crecimiento morfolégico que adquirieron las colonias y células, esto se
realizo por medio de la coloracion de Gram.

Luego de obtener los resultados de los aislamientos procedimos a realizar unas
observaciones macro y microscopicamente a las bacterias aisladas en la presente
investigacion, esto se desarrollé por medio de la Tincion de Gram

9.4.4. ETAPA 4. Identificacion microbiana

Para identificar los microorganismos a nivel de los géneros azotobacter sp y
azospirilluum sp, se realiz6 mediante observaciones, analisis microscopicos,
macroscopicos y pruebas bioquimicas.

En cuanto a la identificacidn de bacterias azotobacter sp se logré por medio de
observaciones y analisis macroscopicos y microscopicos, como se encuentran
descritos en la etapa anterior.

9.4.5. ETAPA 5. Cuantificacibn de &cido indolacético por métodos

colorimétricos.

Para cuantificar el acido indolacético, primero se realizdé una curva de calibrado, la
cual consistié en estandarizar el espectrofotometro que se encuentra ubicado en el
laboratorio de biotecnologia (GRUBIODEQ) de la Universidad de Coérdoba,
posteriormente se realizo la preparacion de soluciones patrones: se prepararon
soluciones de 3.2, 6.4, 9.6, 12.2, 16, 24, 30.4 y 45 ppm a partir de una solucion
estandar de 160 ppm, estas soluciones se realizaron por triplicado en un volumen
final de 10 mL.

Una vez preparadas las soluciones patrones se tomaron 3 mL de cada unay se le

adicionaron 1.5 mL de reactivo Salkowski (para la preparacion se utilizaron 20 mL
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de cloruro férrico (FeCls .6H20) al 5% y se le adiciono 22,55 mL de Acido Sulfarico
concentrado (36N) Y 57,45 mL de agua destilada), la mezcla se realizé en bafio con
hielo para evitar el aumento de la temperatura. Se agitaron los tubos y se dejaron
en reposo durante 30 min y posteriormente se midié la absorbancia a 527 nm en el
espectrofotometro (GENESYS™ 20); luego con los datos obtenidos se realizo la
curva patrén y se determind su ecuacion.

Procedimiento para cuantificacion: Con base en lo anterior se tomaron una
colonia de cada aislado y se inocularon en 25 ml del medio liquido Burk’s; se agrego
L-triptéfano (100 ppm) para inducir a la produccion del AlA, se colocaron en un
Shaker con agitacién constante a 150 rpm y a una temperatura de 30°C, durante 72
horas en la oscuridad. Al finalizar este proceso se centrifugaron alicuotas de 10ml
a 2500 rpm durante 20 minutos. En un tubo de ensayo se tomaron 4 ml de
sobrenadante y se le adicionaron 2.0 ml de reactivo Salkwoski (relacién 2:1) a cada
muestra; se definié el tiempo de revelado. Luego se leyeron las absorbancias en el
espectrofotometro GENESYS™ 20. La técnica se modifico, adapto y estandarizo
segun las condiciones del equipo, se utilizo la longitud de onda y la ecuacién de
calibrado; todos los ensayos se realizaran por triplicados.

9.4.6. Pruebas bioquimicas:

Para la identificacién de bacterias azotobacter sp., tuvimos que recurrir a siembras
en pruebas bioquimicas, donde las bacterias se inocularon en tubos de ensayos,
los cuales contenian medios TSI, SIM, LIA, CITRATO y UREA. Luego utilizamos
una punta de un asa lineal la cual se introdujo a unos 4 mm del fondo del tubo, al
retirarla se hicieron unos movimientos hacia todos lados, al terminar se incubaron a
35°C durante 24 horas y se tomaron los datos finales.

9.4.7. ETAPA 6. Comparacion de porcentaje de bacterias encontradas.

Luego de aislar e identificar las bacterias se llevé a cabo una comparacion de
concentraciones de produccion de acido indolacético de cada finca, teniendo en
cuanta la cantidad de absorbancia. En esta investigacion se identificé cual de estas
fincas tiene mayor capacidad de acido indolacético en la regeneracion vegetal.
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9.4.8. ETAPA 7. Lugar de la investigacion

El experimento se desarrollé en 5 fincas del municipio de Bosconia-Cesar, donde
las temperaturas oscilan entre 28.4°C a 40°C. Con respecto al suelo se tendran en
cuenta los parametros como porcentaje de humedad, carbono organico, materia

organica, nitrogeno y pH.

Las fincas donde se realizaron la zona de muestreo se encuentran en las afueras
del municipio de Bosconia, La finca El Caribe (9.958422, -73.879423) se encuentra
a 2,5 Km en la via de Bosconia-El Paso donde en los afios 1985-1998 hubo
monocultivos de algoddn y que en la actualidad este suelo se utiliza para pastoreo
extensivo. La Hacienda la Claralicia (9.966162, -73.891547) (9.958466, -
73.902654), esta se encuentra a escasos 300 metros del casco urbano en la via
Bosconia-Plato, por lo que se dice que esta delimita al municipio y hoy en dia se
utiliza para la siembra de cultivos y pastoreo de animales, en esta finca se
estableceran dos zonas de muestreo debido a su extensa area. La finca La Gran
Via (10.016695, -73.902984), la cual comunica la region de las pavas con el
carreteable del Alto de las Minas. Este tramo correspondia al denominado callejon
de los Vallenatos, consta de una longitud de 3.500 donde solo 500 m se puede
transitar en vehiculo de automotor y el resto se convirti6 en camino de herradura
privado. La finca Las Mercedes (9.990366, -73.894007) se encuentra en la via
Bosconia-El Copey, para llegar hay que ir por una carretera en regular estado, con
una longitud de 4 km. De naturaleza publica. Anteriormente era llamada el callején
de los vallenatos, es la antigua carretera a Barranquilla. Sirve de limite entre el

Municipio de El Copey y el municipio de Bosconia®®.

15 pLAN DE ACCION MUNICIPAL PARA LA PREVENCION, ASISTENCIA, ATENCION, PROTECCION Y REPARACION
INTEGRAL A LAS VICTIMAS DEL CONFLICTO
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Imagen 3. Ubicacién de las fincas de muestreo.

(Fuente: GoogleMaps, 2017)
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10. RESULTADOS Y ANALISIS

10.1. Exploracién de microorganismos

Las cinco fincas seleccionadas del municipio de Bosconia-Cesar, se les realizo la
toma de muestras, en donde por cada finca se tomaron cuatro muestras
representativas en forma de zigzag con un total de muestras escogidas de 20
muestras. Las fincas donde se realizaron las recolecciones de muestras son las
siguientes: La hacienda la claralicia, esta se encuentra a escasos 300 metros del
casco urbano en la via Bosconia-Plato. La finca El caribe, se encuentra a 2,5 Km
en la via de Bosconia-El Paso. Las Mercedes se encuentra en la via Bosconia-El
Copey, a una distancia de 4 km del casco urbano. La finca La Gran Via la cual
comunica la region de las pavas con el carreteable del Alto de las Minas.

Fase de laboratorio:

Un dia previo a la recoleccion de las muestras, fueron realizado los medios de caldo
burk’s y burk’s solido (caldo libre de nitrégeno) en el laboratorio de microbiologia de
suelos del grupo de investigacion “MAGYA” de la universidad popular del cesar.

10.2. Exploracién microbiana

AISLAMIENTO PRIMARIO:

Primero se le realizo un aislamiento primario, donde se tomo 1 gramo de la muestra
y se introdujo en un frasco de vidrio el cual contenia 4ml de medio selectivo burk's
liquido (caldo libre de nitrégeno) Park et al., (2005), el procedimiento se realizd en
la cabina con el mechero encendido para evitar la contaminacion de los medios y
las muestras, después de esto se dejo en la incubadora por 48 horas a 28°C.
AISLAMIENTO SECUNDARIO:

Luego de esperar las 48 horas, procedimos a realizar las siembras por estrias en
cajas con medios selectivo Burk’s solido, fueron llevadas a la cabina y en presencia
de un mechero para evitar contaminacion de las muestras y los medios, los cuales
fueron sembrados con las colonias obtenidas en el aislamiento primario; luego
fueron incubadas por 3 dias a una temperatura de 28°C. Después de pasar los 3

dias se observo el crecimiento morfolégico que tuvieron las colonias.
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10.3. lIdentificacion de microorganismos

Seguidamente del crecimiento de

las colonias se

realiz6 observaciones

macroscopicas y microscopicas para confirmar las posibles caracteristicas (forma,

tamafo elevacion, margen, superficies y opacidad) basandonos en el manual de

Bergey’s, (Holt et al. 1994; Buchanan y Gibbonns, 2004), para determinar cual era

la morfologia de las bacterias azotobacter y azospirillum. Obtenido estos resultados

se realizaron nuevamente medios Burk’s sélidos para realizar un aislamiento de

cepas puras.

Las 20 cepas aisladas fueron nombradas de la siguiente manera:

Tabla 2. Nombres de las muestras.

Finca 1

F1R2

F1R3

F1R4

F1R5

Finca 2

F2R2

F2R3

F2R4

F2R5

Finca 3

F3R2

F3R3

F3R4

F3R5

Finca 4

FAR2

F4AR3

FAR4

FARS5

Finca 5

F5R2

FS5R3

F5R4

F5R5
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10.3.1. Morfologia de las colonias

Al finalizar los aislamientos se evidenciaron dos tipos de morfologias diferentes de
colonias (imagen 4). La mayoria de las colonias aisladas presentaron color crema,
otras un poco mas beige, presentaron formas circulares, convexas, medianas y
brillantes; caracteristicas muy parecidas para azotobacter. Ademas, se presentaron
otras colonias pequefias y brillantes. (Jiménez 2007)

Imagen 4. (A) Morfologia circular y convexa color crema. (B) Morfologia circulares pequefas
y un poco brillantes. Fuente: Autor

10.3.2. Morfologia de las células

Luego de la coloracion de Gram, logramos observar tres tipos de morfologias
celulares como los siguientes: bacilos Gram negativos largos, formas esféricas que
formaban quistes, algunos de estos agrupados (imagen 5). Estas morfologias son
similares a las reportadas para el género azotobacter. No obstante, se evidencio
bacilos Gram negativo pequefios y cortos. (Jiménez 2007)

Imagen 5. (A) Morfologia Gram negativo, formas esféricas que forman quistes. (B) Gram
negativo largos. (C) Gram negativo pequefios. Fuente autor.
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Mediante la coloracion de Gram y vistas macroscépica y microscopicamente,

pudimos observar lo siguiente:

Tabla 3. Observaciones macro y microscépicamente. Fuente autor.

CEPAS OBSERVACIONES

FINCAS | Macroscopica | Microscopica Forma
F1R2 A X Alargados
F1R3 AB X Cortos
F1R4 AB Y Ovalos grandes
F1R5 A Y Ovalos grandes
F2R2 B Z Bacilos largos, cortos y ovalados
F2R3 B X Bacilos cortos
F2R4 B X Bacilos agrupados
F2R5 B Y Ovalados grandes
F3R2 A Z Cocos en pareja y Bacilos cortos
F3R3 A X Gruesos y alargados en forma de

bastén

F3R4 A X Cortos
F3R5 A Q Agrupados negativos
FAR2 A X Bacilos pequefios
FAR3 A Z Cocos en pareja y Bacilos cortos
FAR4 A Z Cocos en pareja y Bacilos cortos
FAR5 A Z Cocos en pareja y Bacilos cortos
F5R2 A X Bacilos pequefios
F5R3 A Z Cocos en parejas
F5R4 A X Bacilos pequefios
F5R5 A X Bacilos pequerios

A = colonias convexas y forma regular.
B = colonias secas, redondeadas, cremosas y color beige.
Q = quistes pequefios Gram negativos.
X = presencia de bacilos Gram negativos, presuntiva para azospirillum.

X’ = presencia de bacilos Gram negativos, presuntiva para azotobacter.

Y = presencia coco bacilos Gram negativos presuntivos azotobacter.

Z = presencia de bacilos Gram negativos y cocos ovalados. Presuntivos para azotobacter.
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10.4. Cuantificacion de la produccién de Acido Indol Acético

Para la cuantificacion de la producciéon de &cido indolacético, se utilizd un
espectrofotometro GENESYS™ 20, la técnica fue modificada, adaptada y
estandarizada segun las condiciones del equipo, se utilizé una longitud de onda de
527 nm y la ecuacibn de calbrado y = 0,0295x + 0,0308
R2 =0,9985. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Este equipo se encuentra ubicado en el laboratorio de biotecnologia del grupo de
investigacion GRUBIODEQ de la Universidad de Cordoba. (Lara et al., 2007)

10.4.1. Preparacion de la curva de calibrado:

Primero se realiz6 un barrido a una concentracion de 12,2 ppm, para establecer el
valor de la longitud de onda que se utilizdé para el presente proyecto. (Lara et al.,
2007).

Tabla 4. Datos de barrido. Fuente autor.

LONGITUD DE ONDA (nm) ABSORBANCIA (A)
430 0,173
450 0,179
470 0,242
480 0,281
500 0,381
510 0,418
520 0,443
530 0,447
540 0,396
560 0,168
580 0,089
600 0,067
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ANSTRON (A)

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

527 nm

430 450 470 480 500 510 520 530 540 560 580 600

==@=CONCENTRACION (A)

Grafica 1. Maxima absorbancia.

De la gréfica anterior podemos derivar que la longitud de onda del espectrofotometro
GENESYS™ 20, escogida fue de 527 nm, se escogera el punto mal alto de la curva.
A partir del valor de la longitud de onda obtenido del espectrometro, procedimos a
realizar una solucion estandar para poder medir los niveles de absorbancia para
cada tipo de concentracion y hallar la curva de calibracion donde posteriormente
utilizamos la ecuacién de la pendiente.

Preparacion de solucién estandar:

Se preparé una solucion estandar a partir de una concentracion de 160 ppm, el cual
nos arrojé un valor de 0,16 gramos por litro. Como realizamos 100 ml de agua,
despejamos 0,16 gramos/Litro, y al final obtuvimos los valores para cada volumen

con respecto a cada concentracion.

160ppm = 116&:5 * 10010gmg = 0,16gr/L
1000 ml — 0,16 gr
100 ml — x
100 s * 0,16gr
X = = 0,016 gr

1000 st
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0,016 gr en 100 ml de agua destilada

* Ci1V1=CaV2
Ci= Concentracion 1 (160 ppm)
V1= Volumen 1 (X)

C2 = Concentracion 2 (cada una de las concentraciones: 3.2, 6.4, 9.6, 12.2, 16,

24, 30.4y 45 ppm)
V2= Volumen 2 (10 ml)

Despejando V1, nos queda la siguiente ecuacion.

C2+V2

VI(X) ="

Nos quedan los siguientes datos:

Vl(X) = % = 0,2 ml Aforar a 10ml de agua destilada
Vl(X) = % = 0,4 ml Aforar a 10ml de agua destilada
Vl(X) = % = 0,6 ml Aforar a 10ml de agua destilada
12,2 ppm+*10 ml .
Vl(X) = ~eoppm = 0,76 ml Aforar a 10ml de agua destilada
Vl(X) = 16;’::;;? = 1 ml Aforar a 10ml de agua destilada
Vl(X) = Mf::;;ilm = 1,5 ml Aforar a 10ml de agua destilada
30,4 ppm+10 ml .
Vl(X) = ~eopem = 1,9 ml Aforar a 10ml de agua destilada
Vl(X) = % = 2,8 ml Aforar a 10ml de agua destilada

Al terminar de sacar los célculos para cada concentracion y aforarlos a 10 ml, se

tomaron alicuotas de cada tubo de ensayo y se llevaron al espectrofotdmetro para

medir su absorbancia (tabla 5), con el fin de obtener la curva de calibrado.
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Tabla 5. Concentracion Vs Absorbancia

CONCENTRACION (ppm) ABSORBANCIA (A)
3,2 0,109
6,4 0,213
9,6 0,311
12,8 0,407
16 0,533
24 0,739
30,4 0,942
45 1,341

CURVA DE CALIBRACION

1.6

14 y =0.0295x + 0.0308
R?=0.9985 <

1.2

0.8

ABSORBANCIA

0.6

0.4

0.2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

CONCENTRACION

Grafica 2. Curva de calibracion.

Ecuacion de la pendiente: y=mx £ b

Al despejar x nos queda la ecuacion de la siguiente manera:
X= (ABSORBANCIA-0,0308) / 0,0295



10.4.2. Preparacion del AIA

Con base en lo anterior se tomd una colonia de cada aislado y fueron inoculadas en
25 ml de medio liquido Burk’s; se agrego L-triptofano (100 ppm) para inducir a la
produccion del AlA, se colocaron en un Shaker con agitacién constante a 150 rpm
y a una temperatura de 30°C, durante 48 horas en la oscuridad.

Luego de pasar las 48 horas realizamos unas alicuotas, que fueron llevadas a
centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm, después de esto se tomaron 3 ml del
sobrenadante de cada muestra y a cada uno se le agrego 1,5 ml de reactivo de
salkowski; posterior de esto se esperé 30 minutos y se llevaron a medir su
absorbancia al espectrofotometro (protocolo para evaluacion quimica de la
produccion de acido indo acético (AlA). Lara y Oviedo Unicérdoba), cada una se
realizé por triplicado y se le saco un promedio y a ese dato se le resto el valor de la

absorbancia del blanco que en este caso fue de 0,077.

Imagen 6. Tubos con acido indolacético para medir la absorbancia.
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Tabla 6. Datos de la absorbancia.

FINCAS | DATO1 | DATO2 | DATO3 | ABSORBANCIA (A)
F1R2 0,065 0,149 0,107 0,030
F1R3 0,081 0,082 0,082 0,005
F1R4 0,545 0,382 0,464 0,387
F1R5 0,377 0,378 0,378 0,301
F2R2 0,120 0,101 0,111 0,034
F2R3 0,121 0,200 0,161 0,084
F2R4 0,155 0,178 0,167 0,090
F2R5 0,566 0,686 0,626 0,549
F3R2 0,116 0,090 0,103 0,026
F3R3 0,470 0,360 0,415 0,338
F3R4 0,666 0,154 0,410 0,333
F3R5 0,233 0,120 0,177 0,100
FAR2 0,278 0,258 0,268 0,191
FAR3 0,427 0,415 0,421 0,344
FARA4 0,089 0,095 0,092 0,015
FARS5 0,089 0,098 0,094 0,017
F5R2 0,468 0,488 0,478 0,401
F5R3 0,104 0,164 0,134 0,057
F5R4 0,071 0,106 0,089 0,012
F5R5 0,093 0,099 0,096 0,019

BLANCO 0,077 0,077 0,077

Al tener la absorbancia de cada finca y de sus réplicas, procedimos a calcular la
concentracion para cada una de ellas, con la ecuacion hallada en la curva de

calibracion (Grafica 2. Curva de calibracion):
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¥ = ABSORBANCIA — 0,0308

0,0295

cipg - 003000308

~ 7 00205 o bppm
cipa 2 00500308 _

7 00205  obpm
cipg - 038700308

~ 7 00205  ~o-ppm
cips _ 0301-00308

=T 00205  bpm
tony _ 003400308 _

=T 00205  bpm
copa - 008400308

~ 7 00205  oppm
copg 2 00900308

7 00205 = ~o-ppm
cons _ 054900308

" 00205 _ ~oppm
eops - 0026 ~00308

~ 7 00205 o ppm

0,338 — 0,0308

F2R5 = = 10,4 ppm

0,0295
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Tabla 7. Concentracidon para cada absorbancia.

FINCAS | ABSORBANCIA (A) CONCENTRACION (ppm)
F1R2 0,030 0,0
F1R3 0,005 0,0
F1R4 0,387 12,1
F1R5 0,301 9,1
F2R2 0,034 0,1
F2R3 0,084 1,8
F2R4 0,090 2,0
F2R5 0,549 17,6
F3R2 0,026 0,0
F3R3 0,338 10,4
F3R4 0,333 10,2
F3R5 0,100 2,3
FAR2 0,191 5,4
FAR3 0,344 10,6
FAR4 0,015 0,0
FARS 0,017 0,0
F5R2 0,401 12,5
F5R3 0,057 0,9
F5R4 0,012 0,0
F5R5 0,019 0,0

10.4.3. Pruebas Bioquimicas

La identificacién bioquimica se les realizo a las muestras que presentaron mayor
rendimiento de absorbancia en la prueba de acido indolacético, esta prueba se
ejecuto utilizando tubos de ensayos los cuales contenian medios TSI, SIM, LIA,
CITRATO y UREA. Estos medios nos permitieron identificar la presencia de
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microrganismos requeridos para el presente trabajo, en la tabla 8 se muestran los
resultados de las caracterizaciones bioguimicas de todas las cepas aisladas.

Tabla 8. Pruebas bioquimicas. Fuente autor.

PRUEBAS TSI SIM LIA CITRATO UREA
BIOQUIMICAS (INDOL)
F1R4 - - - + +
F1R5 - + - + +
F2R5 - + - + +
F3R3 - - - + +
F3R4 - + Descarboxilasa + +
F4AR2 - + - + +
FAR3 - - - + +
F5R2 - - - + +
+ = pruebas positivas

- = pruebas negativas
Descarboxilasa = enzima respiratoria que produce la eliminacién del grupo carboxilo.

Imagen 7. Pruebas bioquimicas. Caracterizaciones bioquimicas de los aislamientos de las
fincas donde obtuvieron mayor absorbancia. Fuente autor.

Teniendo en cuenta la informacion de la tabla 8, podemos deducir que las muestras
dieron positivas para citrato y urea, negativas para TSl y LIA, en cuanto el SIM unas
salieron negativas para movilidad (F1R4, F3R3, F4R3 y F5R2) y las demas salieron
positivas (Troya 2010).
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Debido a que los resultados bioquimicos pueden ser enigméticos para diferentes
tipos de bacterias del género azotobacter , se tuvieron en cuenta las observaciones
macroscopicas y microscopicas, asi como los resultados obtenidos en el medio
selectivo Burk's Korea para lograr su identificacion..

10.5. Comparacion de las concentraciones.

La presencia de bacterias azospirillum en las muestras fueron muy pocas, en su
gran mayoria fueron bacterias azotobacter, por lo tanto, no se pudo realizar una
comparacion de concentracion entre varias bacterias porque obtuvimos un solo
género de bacterias, en este caso azotobacter.

Por lo anterior decidimos ejecutar una comparacion entre las fincas que presentaron
mayor concentracion de acido indolacético de acuerdo a las concentraciones de
cada finca.

Con base a la informacion de la tabla 7 se realizd6 un promedio de las

concentraciones de cada finca, donde obtuvimos los siguientes datos:

Tabla 9. Comparaciéon de promedio de concentracién entre cada finca.

NUMERO | PROMEDIO DE CONCENTRACION FINCAS
1 5,29 La Claralicia 1
2 5,36 La Gran Via
3 5,75 Las Mercedes
4 4,01 El Caribe
5 3,36 La Claralicia 2

De acuerdo a la tabla 9, logramos determinar que la finca que presento mayor
concentracion de acido indolacético fue la finca numero 3 (las mercedes), esto
indica que, los microrganismos del género azotobacter nativos presentes en esta
finca tuvieron un desarrollo mas acelerado para generar hormonas promotoras de
crecimiento vegetal, reduciendo de esta manera el uso de agroquimicos y

contribuyendo a la restauracion natural de los ecosistemas. (Borda M. et al., 2009).
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10.6. Lugar de investigacion

En la finca que presento mayor concentracion de acido indolacético se procedio a
realizarle unos exadmenes fisico-quimicos con respecto a los siguientes pardmetros:
porcentaje de humedad, carbono organico, materia organica, nitrégeno y pH; con el
fin de determinar en qué condiciones se encuentra la finca las mercedes, donde se
obtuvieron los siguientes datos:

pH = 6.6 (anexo B), con respecto a la tabla de andlisis de datos de Molina y
Meléndez 2002 (anexo H), el pH obtenido en esta finca es optimo para diferentes
actividades como la agricola.

Porcentaje de materia organica = 3.7 % (anexo C), el resultado obtenido para la finca
las mercedes, con respecto a la tabla (anexo H), es medio en porcentaje de materia
organica.

Carbono organico = 1.37% (anexo D), para el analisis de carbono organico se utilizé
la tabla de analisis quimico de suelo del IGAC (anexo G), donde logramos concluir
que el porcentaje de carbono organico en un clima calido como lo es el municipio
de Bosconia-Cesar, la apreciacion a nivel agricola es media.

Nitrogeno total = 0.0689% (anexo E), el porcentaje de nitrégeno obtenido entraria
en una apreciacion agricola baja (anexo G).

Porcentaje de humedad = 3.92% (anexo F).

Con respecto a estos resultados y sus respectivos analisis, logramos deducir que el
terreno de la finca las mercedes, las condiciones fisico-quimicas se encuentran a

un nivel medio-6ptimo para implementar actividades agricolas.
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11. CONCLUSION

Con esta investigacion podemos concluir que, a pesar de la contaminacion
generada por el uso de pesticidas, agroquimicos entre otros, en los
monocultivos de algodon en el municipio de Bosconia-Cesar. Se pudo
comprobar que a través de los afos y sin ayuda del hombre estas bacterias
nativas del genero azotobacter sp, se encuentran presentes en la rizosfera 'y
son capaces de fijar nitrégeno a pesar de las condiciones en la que este suelo
fue dejado.

El hallazgo de las bacterias azotobacter sp y las revisiones bibliogréaficas nos
permiten deducir que estos microrganismos son estimuladores de
crecimiento vegetal del tipo de las auxinas. En las ultimas décadas se ha
observado que las asociaciones entre las procariotas y las plantas son de
gran importancia para la agricultura como herramienta para mejorar el
rendimiento de los cultivos y la preservacion del ambiente, lo que se
complementa con la reduccion de los riesgos por el uso de fertilizantes
quimicos (Pedraza 2008). Tomando en cuenta lo anterior, se corroboro que
las cepas aisladas F1R4, F1R5, F2R5, F3R3, FAR2, FAR3 Y F5R2, del
género azotobacter sp nativas, produjeron hormonas estimuladoras del
crecimiento vegetal, como las auxinas.

La recuperacion del suelo a partir de unos microrganismos nativos que
permiten el crecimiento de plantas son conocidos como biofertilizantes, los
cuales van a contribuir al ciclo bioldgico de las plantas y animales. Algunas
bacterias contribuyen a resolver problemas de contaminacion generados por
el hombre, degradando la materia organica y ayudando a la fijacion de
algunos compuestos en el suelo como el Nitrégeno, aportando a la fertilidad
del suelo, restaurando los ecosistemas, la fauna y flora presente en las zonas
escogidas en esta investigacion. Por estas razones el estudio de las bacterias
en ingenieria ambiental y sanitaria tiene gran importancia; en la presente

investigacibn se observé que en los potreros que presentaron mayor
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concentracion de acido indoloacetico presento mayor cantidad de bacterias
nativas azotobacter sp, o que conllevd a que estas zonas estuvieran mas
pobladas de vegetacion por el poder de fijacion de nitrégeno actuando asi
como biofertilizantes, de esta manera colaborando con la restauracion parcial
de la flora y fauna de estos potreros. Resolviendo algunos problemas de
contaminacion y desertificacion generados por los monocultivos de algodon

en el municipio de Bosconia-Cesar.
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12. RECOMENDACIONES

Compartir los resultados obtenidos en esta investigacion con todos los propietarios
de las fincas, brindandole una charla de como se encuentra el suelo a nivel de
bacterias fijadoras de nitrogeno y la importancia de la presencia de este tipo de
bacterias.

Producir un biofertilizante a partir de muestras de bacterias obtenidas en las fincas
del presente estudio, con el fin de incrementar la disponibilidad y absorcion de
nutrientes, de esta manera promover el crecimiento vegetativo de diferentes cultivos
gue estén presente en la zona de investigacion.

En Bosconia-Cesar los cultivos son muy importantes para los agricultores, por esto
es importante seguir realizando investigaciones sobre este tema de biofertilizantes,
con el fin de seguir validando este producto biolégico, ya sea en la parte econdémica,

social o ambiental; con el fin de disminuir la utilizacion de fertilizantes quimicos.
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14. ANEXOS.

Anexo A. Certificacion practica en la universidad de cordoba.

4

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

GRUPO DE BIOTECNOLOGIA DEPARTAMENTO DE )
QUIMICA Y DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA T
ACREDITACION

-GRUBIODEQ- INSTITUCIONAL

DIRECTOR GRUPO DE BIOTECNOLOGIA

CERTIFICA:

Que los Estudiantes del programa de Ingenieria Ambiental y Sanitaria, ERLAND DAVID
CANTILLO MARTINEZ identificado con CC. 1063.966.340 y LUISA FERNANDA
HERNANDEZ ANDRADE identificada con CC: 1065.816.530 de la Universidad Popular
del Cesar realizaron la capacitacion de Técnicas en andlisis de metabolitos producidos
por microorganismos fijadores de Nitrégeno, incluidos en la ejecucién de su proyecto de
grado denominado:“EVALUACION DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS EN LA
RIZOSFERA EN CINCO FINCAS AFECTADAS POR LOS PESTICIDAS DESPUES DEL
ALGODON EN BOSCONIA CESAR’, en las instalaciones del laboratorio de biotecnologia
GRUBIODEQ, Universidad de Coérdoba, entre los dias 25 de febrero — hasta el 01 de
marzo del 2019.
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Anexo B. Resultado del pH.
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Anexo C. Resultado de porcentaje de materia organica oxidable.
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Anexo D. Resultado de carbono organico.

. FECHA
INFORME Y RESULTADOS DE ANALISIS DE LABORATORIO Q-44 T
GESTION AGROLOGICA Me04-23

NOMBRE Y APELLIDO | EMPRESA / PROYECTO  LUISA FERNANDA HERNANDEZ ANDRADE TIPO DE MUESTRA SUELD No.SOLICTUD 36851

DEPARTAMENTO / MUNICIPIO / LOCALIZACION  Cesar - Boscoria

SUPLEMENTO DE RESULTADOS D DE FECHA DIRECCION DEL CLIENTE CALLE 308 No 20- 105

NoDE TIPD DE MUESTRA IDENTIFICACICN DE (CARBONO
LABORATORID CAMPO ORGANICO %
MO-MEE SUELD FINCALAS 13
MERCEDES
Obasrvacionas:

"CaCOX (+)= BAJD, [+4] MEDIO, (+#+)= ALTO, [+++] Wy ARD, (- = N PeSEniE; NA = N0 APICE, N.E = N0 @5peeica; K. = No Detectadn; SAT = Saract; BT = Bases TOies; 5 A ()= POCENtE Salliacon ADMEZ INamniaDi; 5 B (%) = POrcentae Satracion o2 Bases, PSi =
Porcentaie Saturadion de Sodio

NOTA: Los resultados almacenados en la base de datos y los enviados por comeo electronico se conservaran durante tres afios a partir de la entrega de los mismos. Las muestras para analisis quimicos, fisicos y mineralogicos se
almacenaran durante seis meses a parti de La facha de entrega de resultados. Las muestras para andlisis biologicos se conservarin 15 dias a partr de Ia fecha de entreqa de resultados; aguas y abonos no se conservarin, La informacion
emitida por el Laboratorio Macional de Suelos, se limita al analisis de la{s) muestra{s) entregadas por el cliente.

FaVOF COMUNEAr S SUGETEAS3, ODSENVaEion Feciam 3l LaUovatoro Naconal de SUEKS Cra 30 N 4851 Bogots, Tektax 3634016 0 3634000 Ex. 91545 91266, Mk EbRIDEIEeIN 0

Prohibida la reproduceion parcial sin autodzacion escrts del Laboraioro.

Cerbicacionzs BVOI para [2s normas 150 90012015, NTCGP 1000:2009 e 150 140012015

APROBADO POR COORDINADOR DEL GIT:
JAIME ALVAREZ HERRERA

NOMERE Frma

Pagina 1de 2

73



Anexo E. Resultado de nitrodgeno total.
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Certtcacknes BVGI para 25 nomas 1S0 3001:2015, NTCGP 1000:2009 & 150 14001:2015

"C3COX. (#) = BAJD, (++) MEDIOD, (+#+)= ALTO, t#++] MUY ARG, (- = N Precene; NA = No Aplca N.E = No es0ecihca; N.D = No Detectadt; SAT - Saturacy; BT = Bases Totaies; SA (%) = POrcenie Salracon ACHER Inereamuiatie; 5 B (%) - Porcentale Sauracion oe Bases, P31 =
Porcenae '
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Anexo F. Resultado de porcentaje de humedad.

RESULTADO DE ANALISIS FISICOS DE HUMEDAD DE CAMPO F-14 ]

G,

GRUPO INTERNO DE TRABAJO LABORATORIO NACIOMAL DE SUELOS I

WOMERE Y APELLIDG | EMPRESA | LLINEA FERMANDA HERNANDET ANDRADE Mo, BOLICITUD:
DEFARTAMENTO: Cesar Mo DE LABORA TORIO:
EUMRCIPIO Boscoria
TIPO DE MUESTRA-

LOCALIZACION: -
BUPLEMENTO DE REZULTADOS: DE FECHA A MRECCHON DEL CLIENTE: CALLE 305 Mo 25 - 105

Mo DE LABORATORIO 1d Campe [Peshl) Profundidad ficm) HUMEDAD DE CAMPO, B (%)

MF1-345565 FINCA LAS MERCEDES - 292
OBSERVACIONES:

WA DL = MO Bp = Humeded grasimtrics exprezade en %
imacenados en b baze di detes ¢ lox ervisdos por fax o S-mai o conercanin durets tres meses & partic de la entrege de lox mizmos. Le informacian smitide por el Laborwinda Macicnal de Sules. =

Firnik s ] andfizis de laizl musstralz) entregadas per el cienbe.
2 i s = réciame sl Labarstorio Wecional de Suslos Cra 50 4= S5-31 Tehefax 3E34016 & 1534000 Ext S016 mai Fa Pratibida | = ial sim 2

ezritn el Laberatosic.

JAIME ALWVAREZ HERRERA
pr=rery Fres
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Anexo G. Consideraciones generales para interpretar los resultados quimicos del
suelo.

HETITUTO GEDGRAFICO ABUSTIN CODAZZI
Q SUBDIRECCION DE AGROLOGIA - LABORATORIO NAGDNAL DE SUELDS
[GAC CONIIDERACIONES GEMERALES PARA INTERPRETAR ANALIZIE GUIMICOS DE SUELOE
TATORACEn |
P K C.0 (%) N.Tatal (%) e
PH (K0} DE
APRECIACION | mg Kg” CLIMA CLIMA BABES (28]
1 [BRAT N |omol(+#1Kg' | FRID | MEDID CALIDO FRIO MEDIO cALIDD oma {+ Kg* %
4k BAJD <16 w2 ap a7 2 @ Q.46 210 <10 4
EXTREMADAMENTE ACIDO MEDID -4 | 02-w4 | 28-81 | 17-28 1223 02806 0L18 - 0.3 0.10-020 -2 % -6
48.60 ALTO i £ 81 =8 =3 05 030 =020 =0 £
MUY FUERTEMENTE ACIDD RELACIONES PORCENTAJE
LATURACION ACIDEZ
APRECIACION CLANFICACION DE ACUERDO CON BALER Y30DID |~ ue e o APRECIACION
1.5 CalMg MoK Cal  |{Caslgi®
LEV]
FUERTEMENTE ACIDO CONDUCTIVIDAD | - PORCENTAJE
— ELECTRICA BATURACHON
lm"‘m 24 3 B 1] 30010 CLAYE 81N PROELEMAS EN BENERAL
TRT] 4 INTERCAMBIABLE - LIMITANTE PARA CULTIVOR
am 3 BUSCEPTIBLES
MEDUANAMERTE ACIDO -2 NORMAL
K DEFICENTE 1] 3 ]
(AT 1.4 INFERIDR LIITE
LIMITANTE PARA CULTIVOS
LIGERAMENTE ACIDO - 4.3 A 3] 1644 MODERADAMENTE
= q TOLERANTES
BE.7T3 DEFIGIENTE B-18 16% 82
HEUTRO CONTENIDD ELEMENTOX MENORE3* jmg Ky ) = ]
CPTIMG LIMITANTE PARA CULTIVOR
TA-TE n cu Hn Fo -4 Ha AW TOLERANTER
LIGERAMENTE ALGALING 4.3 BUPERICR Hadi
SUELD 3-8 15-3 16-20 | 2%
TH-B4 .18 A Nas2
e e o [ | M
PLANTA | 29-t00 | 6-26 | 20-200 | en-G00 =
BB
FUERTEMENTE ALCALING  |*Exirssiables son DTPA an cuslos; digeciion homsda an isjide vegatal
T Bara an cusios [ sxirsotabie an agua sallents ) 0.8 .18 mg K™ AREA DE QUIMICA
EXTREMADAMENTE ALCALING |Boro en fejido vegetal : 20-80 mg kg™
C{Nivel Criioay: 25 mg Ky~ NOx 20 mgKg' NHg 20 mgKg® 8 disponibie (Fostain de osksla)
ORCENTRACION NORMAL EN TEJIDD VEGETAL {Handbook of Referanos Bethads for Plant Analysls, 1888):
60 2,6-4.5; P (S 0,20-0,75; K (%): 1,6-6,6; Ca [)- 1,0-4,0; Mg [%): 0,25-1,0; 3 (%) 0,26-10
{ mg Kig': 10-200; Cu | mg Kg): §-30; Fa [mg Kg"'; 100-500; Mn { my Kg,): 20-408; Zn | mg K- 27-100; Mo [ mg Kg}: 0.10-0.20; 1 { mg Kg': 108500
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Anexo H. Tabla de interpretacion.

Tabla de interpretacion de analisis de suelos (Molina y Meléndez 2002).

-

M cmol/L : :
l!l cmol | )9~ 0.4 ).t
Acidez | cmol/l = |
S.A % - I |
P my/L - ) -3 I
e mg/L - | ]| I
|

Cu e <0y | - |
In Ilﬂ T <7 E | |
m -

Mn ) -5( |
] mo/L | - |
S my/l - ) -9l |

M0 %
RELACIONES '
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Anexo |. Espectrofotometro genesys 20.
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Anexo K. Imégenes realizando diferentes procedimientos del proyecto de grado.
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Anexo L. Cronograma de actividades para el desarrollo del proyecto de
investigacion.

TIEMPO (MESES)
ENERO FEBRERO MARZO

ACTIVIDAD 1 (2 3 (4 (1 (2 |83 (4 (1 |2 |3

ENCUESTAS

DELIMITACION ZONA DE
ESTUDIO

TOMA DE MUESTRA

ANALISIS DE
LABORATORIO

ANALISIS DE
RESULTADOS DE

LABORATORIOS

REDACCION FINAL DE
LA INVESTIGACION
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Anexo M. Tabla de presupuesto requerido para el desarrollo del proyecto de
investigacion.

PRESUPUESTO

EN BOSCONIA CESAR.

EVALUACION DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS (Azotobacter sp y Azospirillum sp) EN LA RIZOSFERA
DE CINCO FINCAS AFECTADAS POR LOS PESTICIDAS UTILIZADOS PARA EL CULTIVO DE ALGODON

RUBROS

TEM DESCRIPCION UND CANTIDAD |ALOR UNITARIVALOR TOTAL
1 NSTRUMENTOS DE LABORATORIO 838,000
1.1 Cajas de petri de vidrio UND 30 6,000 180,000
1.2 Frasco de agar agar UND 1 250,000 250,000
1.3 Frasco de vidrio 300 ml UND 30 3,500 105,000
14 Caja de guantes quirurgicos UND 1 15,000 15,000
15 Caja de tapabocas UND 1 13,000 13,000
1.6 Rollos de papel aluminio UND 2 2,500 5,000
1.7 Rollo de cinta de enmascrar UND 3 2,500 7,500
1.8 Rollo de papel kraft UND 1 25,000 25,000
1.9 Beaker de 500 ml UND 5 20,000 100,000
2 Pipetas de 10 ml UND 2 15,000 30,000
2.1 Tubos de ensayo UND 20 3,000 60,000
2.2 Estiletes punta fina UND 5 1,500 7,500
2.3 Batas de laboratorio UND 2 6,000 12,000
2.4 Caja lamina cubre y portaobjetos UND 100 280 28,000
3 ALQUILER DE EQUIPOS 640,000
3.1 Horno UND 1 85,000 85,000
3.2 Balanza UND 1 45,000 45,000
3.3 Microscopio UND 1 130,000 130,000
3.4 Macroscopio UND 1 130,000 130,000
35 Espectofotometro UND 1 150,000 150,000
3.6 Nevera UND 1 70,000 70,000
3.7 Peachimetro UND 1 30,000 30,000
4 GASTOS DE PERSONAL 280,000
4.1 Viaticos Global 2 50,000 100,000
4.2 Papeleria Global Global 180,000 180,000
SUBTOTAL 1,758,000
IMPREVISTOS 3% 52,740
COSTO TOTAL 1,810,740
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Anexo N. Encuestas realizadas a los propietarios de las fincas.

UNIVERSIDAD

Popular del Cesar

Encuesta a propietarios o administradores de fincas del municipio de Bosconia—
Cesar

Universidad Popular Del Cesar

Objetivo: Identificar las fincas afectadas por el uso de pesticidas en cultivo de
algodén del municipio de Bosconia — Cesar.

Nombre de lafinca: _La¢ Meycedeg
Nombre del propietario(o administrador: ( 018 €clmrdo De lu \'\O’t

1. ¢Qué clase de cultivos ha tenido en su finca?

Algedon , cannderia

2. ¢ Tubo usted el cultivo de algodén? Sl o No
St

3. ¢En qué afio sembr6 algodon?
4483

4. ;Cuantas hectareas de algodén tuvo en su finca?
25 heddreas

5. ¢Para qué era usado su cultivo de algodén? 4 le daba un uso comercial o
personal?

awencle ‘Q*n'n el callo (‘JQ Ol&\()ﬁk};\

6. ¢Su economia estaba basada gracias a los cultivos de algodén?

No

7. ¢El algodon fue un producto rentable? Si o No

Si

Estudiantes quienes realizan la encuesta:
Erland Cantillo Martinez.
Luisa Hernandez Andrade.
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§ UNIVERSIDAD

g Popular del Cesar

8. ¢Durante cuantos afios tuvo usted el cultivo de algodon?

A0 anos

9. ¢En la bonanza algodonera existié algtn tipo seguro agrario?

No

10. ¢ Usaba productos quimicos? ¢Si o No?

)

11. ¢, Qué clase de productos usaba?
Ml eivatiom  gacvate | lobim.

12. ;Dénde compraba los productos quimicos utilizados?

Desmeladora

13. ¢ Luego de la bonanza algodonera, dejo los terrenos de los cuitivos
abandonados? ¢Si o No?

Si

14. ¢ Fue facil utilizar nuevamente esos terrenos para otros cultivos? ;Si o No?

No

15. ¢ Hubo recuperacion del suelo de forma natural? ;Si o No?

Estudiantes quienes realizan la encuesta:
Erland Cantillo Martinez.
Luisa Hernandez Andrade.
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Ml UNIVERSIDAD

6’ Popular del Cesar

Si

16. ¢ Realizo actividades para la recuperacion del suelo? ¢Si o No?

_nNo

17. ¢ Qué actividades realizo?

18. ¢ Cuénto tiempo demoro la recuperacién del suelo?

Atosg

19. ¢ Qué impactos evidencio por la bonanza algodonera?

Ex0LioN

20. ¢ El agua utilizada para el riego de donde provenia?

Ac)uo uo\n‘o

21.¢Cuales fueron las plagas?
picuclp

. 22. 4 Cudles eran las plagas que mas afectaban a los cultivos?

Picodp

Estudiantes quienes realizan la encuesta:
Erland Cantillo Martinez.
Luisa Hernandez Andrade.
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§ UNIVERSIDAD

* Popular del Cesar

23. ¢, Cual era el tiempo de accién de los pesticidas?

endve 94 horas y W hovas

24.; Presento o escucho de algun problema en la salud por el uso de
pesticidas?

v

25. ¢ Alguna vez un producto quimico dafio su cultivo? ;Si o No? ¢De qué
manera?

Ne.

26. 4 Cree usted que al usar agroquimicos causa efectos negativos al medio
ambiente?

27. ¢ Se vio afectada su economia al momento que la bonanza algodonera
termino?

Estudiantes quienes realizan la encuesta:
Erland Cantillo Martinez.
Luisa Hernandez Andrade.
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Anexo O. Trabajo de campo de la investigacion
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