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RESUMEN

Se evaluo el efecto de la biofertilizacién en el crecimiento de las plantas de zacate
limén (Cymbopogon citratus) var. L. con un hongo solubilizador de fosfato. Las
plantas fueron sembradas en forma de hijuelos en sustrato (mezcla suelo y
vermicomposta al 5, 10 y 15 %) e inoculados con 0, 1 y 2 mL de solucion
conteniendo 8.05x10° esporas/mL del hongo Penicillium spp. A las mezclas
empleadas se les adiciond o no roca fosforica (0, 1y 2 %). Se evalud el efecto de
los tratamientos sobre longitud de las hojas, nUmero de hojas, namero de hijuelos,
rendimiento de aceite esencial y calidad del mismo. Los resultados fueron
examinados mediante un analisis de varianza (p<0.05); mostraron que no hubo un
efecto significativo (p<0.05) sobre la longitud de las hojas, pero si efecto
significativo del hongo solubilizador de fosfato sobre el numero de hijuelos a los
100 ddp. En cuanto al rendimiento de aceite esencial se alcanzé de 0.57 a 1.71%
en base fresca, y la calidad del aceite esencial se evalu6 determinando el
contenido de citral, obteniendo la mejor calidad en el tratamiento adicionado con

5% de vermicomposta, 1% de roca fosforica y 1 mL del inoculo con HSF.
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1. INTRODUCCION

En la Agenda 21, firmada en Rio de Janeiro en 1992, los biofertilizantes fueron
considerados como biotecnologias “apropiadas”, el cual es un término creado para
las herramientas biotecnoldgicas que contribuyen al desarrollo sostenible de un
pais y que proveen beneficios tangibles a los destinatarios y ademas, por ser

ambientalmente seguras y culturalmente aceptables.

La comunidad microbiana es el componente funcional mas importante de la biota
del suelo, ya que juega un papel importante en el flujo de energia, la
transformacién de nutrimentos y el ciclaje de elementos en el ambiente (Filip,
2002; Hoffman et al., 2003). Las actividades de estos organismos son
irremplazables en las transformaciones de la materia organica, ya que la biomasa
microbiana contribuye en la formacion del humus, la conservacion de la estructura
del suelo y la biodegradacion de contaminantes (Hoffman et al., 2003). Los
microorganismos influyen directamente sobre la fertilidad y productividad de
suelos agricolas, en particular, con respecto a la disponibilidad de nutrimentos, la
supresion de enfermedades para las plantas nativas (Van Elsas et al., 2002;
Anderson, 2003), asi como la degradacién de diferentes plaguicidas, derivando de
ellos energia y nutrimentos para su metabolismo (Das et al.,, 2003). Esto
demuestra que un buen estatus de los microorganismos del suelo (alta cantidad,
actividad y/o diversidad) es un prerrequisito de su buena calidad y fertilidad del

suelo (Foissner, 1999, Hoffman et al., 2003).



Se ha encontrado que es en la rizosfera donde generalmente existe una mayor
proporcion de microorganismos solubilizadores de fosfatos, debido a que los
exudados radicales y detritos vegetales, proveen el sustrato energético para
soportar la intensa actividad microbiologica caracteristica de este microhabitat y
para llevar a cabo la solubilizacién (Curl y Truelove, 1986). La disponibilidad de
fosforo estd controlada por la mineralizacion e inmovilizacion a través de la
fraccion orgénica, y la solubilizacion y precipitacion de fosfato en formas
inorganicas (Mikanova y Novékova, 2002). Los hongos y las bacterias tienen la
habilidad de solubilizar estos compuestos y aunque varios mecanismos pueden
estar involucrados, el principal de ellos ocurre a través de la produccién de acidos
organicos. Se asume que estos acidos solubilizan las formas insolubles de fosfato
a una forma utilizable tal como el ortofosfato, incrementando su disponibilidad
potencial para las plantas (Vasquez et al., 2000). De acuerdo con diferentes
estudios realizados in vitro, a partir de aislamientos microbianos de suelo, los
hongos son mas eficientes en la solubilizacion de fosfatos inorganicos en relacion
con las bacterias (Thomas et al., 1985), habiéndose establecido que la poblacién
de hongos solubilizadores de fosfatos generalmente aparece en suelos de &cidos
a neutros, se ha encontrado que los hongos Aspergillus y Penicillium son los

solubilizadores de fosfatos por excelencia (Rokade y Patil, 1992).

En la literatura consultada no existen reportes relacionados con la evaluacion del
efecto de los hongos solubilizadores de fosfatos en el crecimiento del zacate limén
y tampoco sobre el efecto de estos hongos sobre el rendimiento y calidad de

aceite esencial, pero si en las especies de Araza (Eugenia stipitata) y Mani
2



(Arachis hypogaea) en donde se puede apreciar la importancia de estos
microorganismos, ya que el hongo Penicillium spp, presentdé la capacidad de
solubilizar fuentes insolubles de P en la rizosfera del Mani (Arachis hypogaea)

(Guifan, 2001).

Considerando la falta de informacion sobre el efecto del hongo Penicillium spp, en
cultivos de zacate limén se plante6 esta investigacion, cuyo objetivo fue evaluar el
efecto de la biofertilizacion con Penicilium spp, un hongo solubilizador de fosfatos
sobre el crecimiento de las plantas de zacate limén (Cymbopogon citratus L) sobre

el rendimiento y calidad de la produccién del aceite esencial.



2. JUSTIFICACION

El sistema- producto te-limén en el estado de Chiapas se ha definido por el
conjunto de actividades econdmicas que interactian en la Region de Cintalapa
Chiapas, a través de operaciones de compra venta bajo una l6gica de insumo
producto al que se le destina para uso industrial procesando el zacate
deshidratado en un primer proceso. El objetivo es obtener aceite esencial como
materia prima para otros productos derivados como shampoo para el cabello,

cremas lavaplatos, aromatizantes e incluso la esencia en polvo.

El sistema de explotacion del zacate te-limon en el estado de Chiapas se inicid
con la Union de pequefios productores de zonas marginadas del sureste de
México S.P.R de R.L. quienes buscan nuevas alternativas de ingresos para la
poblacién rural, en la region de los Joaquines municipio de Cintalapa Chiapas,
donde se cuenta con parcelas productoras de zacate de te-limén orgéanico

certificado por la empresa mexicana Certimex.

Actualmente, la Unién de pequefios productores entrega zacate deshidratado a
Europa especificamente Alemania quienes demandan 12 toneladas mensuales en
presentacion de 12 kg con una medida especifica de triturado. Sin embargo, la
demanda de zacate organico esta incrementando, por lo que los productores
requieren producir mas. Una opcion es incrementar el nimero de hectareas en
produccion y la segunda, es incrementar los rendimientos por hectarea. La primer
opcion no fue viable debido a que los productores del campo no estan

convencidos de cambiar sus cultivos tradicionales en cultivo de zacate limon, por

4



lo que, con la finalidad de dar otra alternativa o mejorar la producciéon de te limén
en Chiapas se realizd este experimento, evaluando el efecto de la aplicacion de
un biofertilizante a base de hongo solubilizador de fosfato, vermicomposta y roca

fosférica para el crecimiento de plantas de zacate limén.



3. MARCO TEORICO

3.1. Importancia y definicion de los biofertilizantes

Un biofertilizante es un grupo de microorganismos 0 un microorganismo que
favorece la captacion de nutrimentos, asi como la formacién de compuestos que
se enfocan hacia una mejor nutricion de la planta; lo importante de un
biofertilizante es que favorezcan la absorcion de nutrimentos y que permita un
adecuado desarrollo radicular, asi podemos decir que la planta obtiene mayor
cantidad de superficie y puede tener mayor cantidad de nutrimentos (Garcia,

2009).

La importancia ecoldgica de los biofertilizantes se basa en que reducen la
contaminacion atmosférica; la importancia econdmica, los costos en los procesos
de produccion agricola y también tienen importancia productiva, ya que pueden
mejorar los rendimientos siempre y cuando se apliqgue de una forma adecuada y
se dé el seguimiento completo al cultivo (Garcia, 2009). Los microorganismos del
suelo aprovechados en la agricultura han tenido diversas denominaciones.
Tradicionalmente se han utilizado los términos “inéculo” o “inocular” que es la
introducciéon de gérmenes en un sustrato cualquiera, pero también se han
denominado “fertilizantes bacterianos” e inoculantes bacterianos (Kapulnik y Okon,

2002).

El uso de estos productos ha mejorado la comprension de la relacion planta-

microorganismo en su contribucion a minimizar los riesgos de degradacion de los



suelos y a maximizar el regreso de energia a los sistemas de produccion (Aguirre-

Medina, 2006).

3.2. Aplicacion de vermicomposta

El uso de sustratos organicos ha cobrado gran importancia por diversas razones.
Desde el punto de vista econdmico, su uso se ha fomentado por la agricultura
organica, ya que es una respuesta a la mejora en las practicas agricolas (Nieto-
Garibay et al., 2002). Dentro de los sustratos organicos, sobresalen la composta y
la vermicomposta, debido a que sus procesos de elaboracidbn son métodos
bioldgicos que transforman restos organicos de distintos materiales en un producto
relativamente estable (Claassen y Carey, 2004). Los beneficios de los abonos
organicos son evidentes, la composta ha mejorado las caracteristicas de los
suelos, tales como fertiidad, capacidad de almacenamiento de agua,
mineralizacion del nitrégeno, fosforo y potasio, mantiene valores de pH Optimos
para el crecimiento de las plantas y fomenta la actividad microbiana (Nieto-Garibay
et al., 2002) y como sustrato para cultivos en invernadero que no contamina el
ambiente (Rodriguez et al., 2008). La vermicomposta por su parte es el producto
de una serie de transformaciones bioquimicas y microbiolégicas que sufre la
materia organica al pasar a través del tracto digestivo de las lombrices (Rodriguez
et al.,, 2008). Como sustrato, la vermicomposta permite satisfacer la demanda
nutritiva de los cultivos horticolas en invernadero y reduce significativamente el
uso de fertilizantes sintéticos. Ademas, la vermicomposta contiene sustancias

activas que actian como reguladores de crecimiento, elevan la capacidad de



intercambio catidnico (CIC), tiene alto contenido de acidos humicos, y aumenta la
capacidad de retencién de humedad y la porosidad, lo que facilita la aireacion,
drenaje del suelo y los medios de crecimiento (Hashemimajd et al., 2004;

Rodriguez et al., 2008).

Es frecuente que en los suelos tropicales, los bajos niveles de nutrimentos
disponibles para las plantas, principalmente aquellos indispensables como el
fésforo (P), condicionen la productividad de los cultivos (Salvador-Figueroa y

Gutiérrez-Miceli, 2009).

En la agricultura convencional, la demanda de fésforo (P), y de otros nutrimentos,
se compensa por la adicion de fertilizantes quimicos (superfosfato, roca fosforica u
otra sal) cuyo costo depende del proceso de obtencion empleado. Sin embargo
debido a la baja solubilidad de algunos compuestos de P o por su rapida fijacion
en los componentes del suelo o por el proceso de lixiviacion, la planta tiene
acceso a una cantidad limitada de este nutrimento. Una posible opcién que
permite incrementar la cantidad de fésforo soluble en el suelo, y por tanto mejorar
su aprovechamiento, es emplear microorganismos solubilizadores de fésforo
(MSF). Con el empleo de los MSF puede ser posible aprovechar los depdésitos de
fésforo presentes en el suelo y disminuir o eliminar las adiciones de fertilizantes
fosfatados. A nivel laboratorio se han realizado trabajos. Adriano (2001) cuantifico
la poblacion de microorganismos con actividad solubilizadora de fésforo presente
en la rizésfera del banano cultivado con diferente tecnologia agricola. Aislo tanto

bacterias como actinomicetos y hongos, siendo estos ultimos los que mostraron



mayor estabilidad. Con esto demuestran claramente la capacidad de algunos
microorganismos para solubilizar el fésforo presente en sales inorganicas
altamente insolubles, capacidad que al parecer depende del tipo de

microorganismo Yy las condiciones del ensayo.

3.3. Importancia del fésforo

El fésforo es un elemento esencial para la vida; interviene en numerosos procesos
bioquimicos a nivel celular; las plantas lo necesitan para crecer y desarrollar su
potencial genético y forma la base de gran nimero de compuestos, de los cuales

los mas importantes son los fosfatos.

Aunque las plantas lo contienen en menor cantidad que el nitrégeno, potasio y
calcio, el fosforo tiene como factor limitativo mas importancia que el calcio y quizas
mas que el potasio. Es un elemento que da calidad y precocidad a las plantas, ya
que adelanta la maduracion; cumple un rol importante porque se encuentra en
toda la planta, y especialmente en los tejidos jovenes y 6rganos de reserva. En los
tejidos jovenes interviene en la sintesis proteica y contribuye al desarrollo
radicular; en los o6rganos de reserva (semilla y tubérculos) forma parte de
fosfolipidos y acidos nucleicos. También cumple un rol metabdlico, ya que
desempefia un papel indispensable como acumulador de energia y combustible
para todas las actividades bioquimicas de las células vivientes al formar parte del

adenosin trifosfato (ATP) (Brady, 1999).

Una insuficiencia de fosforo en el suelo puede influir en el retraso del desarrollo de

las plantas; por esta razén, los microorganismos solubilizadores de fosfatos
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desarrollan un papel fundamental en cuanto a la movilizacion de este elemento;
ademas, presentan ventajas frente a fertilizantes quimicos ya que colaboran con la
preservacion del medio ambiente, pues no implican sustancias sostenibles (Chen

et al., 2006) y ademas forman parte de la flora nativa en suelos y materia organica.

Luego del nitrogeno, el fosforo es un fertilizante esencial para el desarrollo y
crecimiento de las plantas como para microorganismos. Su principal funcion
fisiologica es intervenir en procesos de acumulacion y liberacion de energia
durante el metabolismo celular (Conney, 2000); sin embargo, el fésforo soluble es
un nutrimento limitado para produccion de biomasa en un ecosistema natural

(Hameeda et al., 2006).

Dependiendo del tipo de suelo, se puede decir que entre un 50-60 % corresponde
a la fraccion organica del fésforo, mientras que el resto se encuentra en forma

inorganica.

Las plantas absorben el fésforo en forma organica en estado soluble, pero cuando
se introduce al suelo, mas del 90 % de este pasa rapidamente a formas soluble no
disponibles. De esta manera, gran parte de los fertilizantes fosfatados que se
aplican no son utilizados por las plantas, si ho que se almacenan en el suelo

(Fernandez et al., 2000).

Las plantas deben absorber el elemento del suelo, donde se encuentra en muy
baja concentracién, normalmente en niveles que varian entre 5y 30 mg kg™. Estos

indices bajos del nutriente se deben a que el fosforo soluble reacciona con iones
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como el calcio, el hierro o el aluminio que provocan su precipitacion o fijacién

disminuyendo su disponibilidad para los vegetales (Fernandez et al., 2000).
3.3.1. Fosforo como fertilizante

El fosforo existe en el suelo en forma organica e inorganica, habiendo en él
diversidad de compuestos fosforados, algunos que varian desde formas
disponibles para las plantas hasta las formas no disponibles; esta ultima forma es

la mé&s comun de encontrar en el suelo (Fernandez et al., 2000).

Los compuestos inorganicos insolubles de fésforo no estan totalmente disponibles
para las plantas y la disponibilidad depende del pH del suelo, porque solo pueden
ser tomados como i6n de ortofosfato, pero estos pueden convertirse, por bacterias
solubilizadoras de fosforo, en fosfatos di y monobésicos, formas asimilables para
las raices de las plantas (Diaz et al.,, 2001). En el suelo se encuentran
concentraciones de 0.1 a 1 mg L™ de soluciones de fésforo, en donde mas de la
mitad puede estar en forma de componentes solubles organicos liberados por
células muertas o componentes organicos coloidales. Adicionalmente, fertilizantes
de fosfato soluble o mineralizacién de fosforo organico liberan ortofosfatos dentro
de la solucion de suelos, seguida por la precipitacion de fosfatos de hierro y
aluminio en suelos de acidos o fosfatos de calcio en suelos alcalinos o por
adsorcion de oxidos de hierro y aluminio. El pH optimo para que el ortofosfato sea
viable en el suelo es alrededor de 6.5 ya que la precipitacion de los fosfatos de

aluminio y calcio disminuye (Sylvia et al., 2005).
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Las plantas absorben el fésforo como iones fosfato didcido o monoéacido de la
solucién del suelo, sin embargo cierta proporcion de fosfato inorganico soluble
presente en el fertilizante quimico es inmovilizado rapidamente convirtiéndose en
un elemento no disponible para las plantas, ésta inmovilizacién depende en

particular del pH y del tipo de suelo (Rossi et al., 2006).

Los iones fosfatos (PO*), son extremadamente reactivos; 6xidos e hidroxidos
libres de Fe®* y AI** se unen al PO*, mientras que en suelos alcalinos precipita
con el Ca**, Mg?*, causando una baja eficiencia de los fertilizantes que poseen P

soluble (Fankem et al., 2006).

Los fertilizantes fosfatados hacen parte de los fertilizantes simples; éstos se
obtienen a partir de la roca fosférica (RP); termino con que se le conocen al
conjunto de minerales naturales que contienen elevada concentracion de
compuestos fosfatados; la RP es el material principal para la produccion de este
tipo de fertilizantes. Algunos fertilizantes fosfatados comunmente utilizados para
cultivos son superfosfato simple (Ca(H,PO,), + CaSQ,), superfosfato triple o

concentrado (Ca(H2POy) , y fosfato de roca molida (fosfato mineral) (FAO, 2002).
3.4. Formas del fosforo en el suelo
3.4.1. Fosforo organico

El fésforo organico esta compuesto, a su vez, por varias fracciones, desde las mas
labiles hasta las mas resistentes a la mineralizacién. No obstante, el componente

organico central del ciclo del fésforo es la biomasa microbiana, la cual es una

12



fraccién labil controlada por factores ambientales y por aquellos relacionados con
el manejo de suelos. Estudios realizados por Picone y Zamuner (2001) indicaron
gue en una pastura mixta fertilizada con dosis de P, el contenido de la biomasa
microbiana fue 29 mg P kg™ en los primeros 15 cm de suelo y representé el 5%

del P orgénico total.

El fosforo organico proviene de restos vegetales y animales que al ser degradados
por los microorganismos del suelo liberan compuestos fosfatados, constituye del
29 al 65 % del fosforo presente en la superficie del suelo, la mayoria en
compuestos de bajo peso molecular (Arzuaga et al., 2005). Este tipo de fésforo
tiende a ser adsorbido sobre las arcillas, por lo cual se podria esperar contenidos

superiores de fésforo organico en suelos arcillosos que en arenosos o francos.

Las principales formas de fosfatos organicos son el fosfato de inositol y los acidos
nucleicos los cuales tienen origen principalmente microbiano. El nivel de fosforo
organico en los suelos puede variar entre 3 y 85 % del fésforo total (Montesinos,

2011).
3.4.2. Fosforo inorganico

El fosforo se encuentra formando parte de minerales, los mas importantes son las
apatitas, la estregita y las variscita, que pueden liberar fosforo muy lentamente por

meteorizacion.
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La meteorizacion es la desintegraciéon y descomposicion de una roca en la
superficie terrestre como consecuencia de su exposicibn a los agentes

atmosféricos y fisico-quimicos, con la participacion de agentes biolégicos.

El fosforo del suelo presenta casi exclusivamente como orto fosfatos derivados del
acido fosférico, HsPO,4, Ca?* y AI**. Los compuestos formados pueden encontrarse
en forma de sales en solucién, sales cristalinas o sales absorbidas por los coloides
del suelo. El i6n fosfato puede, ademas, ser directamente absorbido por los
coloides del suelo o puede formar enlaces de gran estabilidad con los hidroxidos

de Fe, Al o Mn que forman parte de los coloides del suelo (Montesinos, 2011).

Las principales formas de fosfato inorganico se muestran en el cuadro 1. Todos

estos compuestos son de menor solubilidad que los compuestos fosfatados

organicos.
Cuadro 1. Formas de fosforo inorganico en el suelo.
Tipos de Denominacion Composicion Caracteristicas
fosfatos
Hidroxiapatita 3Caz3(P0O,), Ca(OH), Mayor abundancia
Oxiapatita 3Ca3(P0O,), CaO
Fosfatos de Fluorapatita 3Caz(PO,), CaF, Mayor abundancia
calcio Carbonatoapatita 3Cagy(P0O,), CaCos
Fosfato tricalcico 3Caz(POy),
Fosfato dicalcico CaHPO, Mayor solubillidad
Fosfatos de Livianita Fe3(PO,), 8H,0 Mayor solubilidad
Hierro Estrengita FePO, 2H,0
Fosfatos de Variscita AIPO, 2H,0
Aluminio

Fuente: Adaptado de Tsai y Rosetto, 1992
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3.5. Ciclo Biogeoquimico del fosforo

EL ciclo del fésforo (P) en el suelo es un sistema dinamico y complejo que
involucra la acumulacién del elemento en la biomasa microbiana, materia organica
y formas inorgénicas e incluyen fuentes de fosforo en cuatro formas generales: (1)
P inorganico disponible, (2) P organico, (3) P adsorbido, y (4) P como mineral

primario (Hyland et al., 2005).

CICLO DEL FOSFORO
T———— = |ROCAS FOSFATADAS| !

DlsoLnut:lc'm

§ wr
— 77| PO; & el suslo | — PLanTAS || anmazs |
D&; RESTOS Y ,z{/L

v

Fuente: Adaptado de Lillian Frioni, 2006

Figura 1. Ciclo biogeoquimico de fésforo.

Las diversas formas del fésforo son cicladas a través del agua, la corteza de la

tierra y los organismos vivos, razén por la cual, este ciclo es clasificado como
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sedimentario. El fosforo se mueve lentamente desde los depdsitos de fosfato en la
tierra y los sedimentos de los mares a los organismos vivos y luego de regreso a

la tierra y al océano.

El suelo contiene minerales ricos en fosforo, los cuales permanecen ahi por largos
periodos de tiempo y lentamente se hacen disponibles para las plantas; pero por
un proceso que se denomina precipitacion, el fosforo se puede convertir en un
nutriente no disponible; este proceso ocurre cuando el P inorgéanico disponible
reacciona con los elementos como Ca?*, Fe** y A" formando minerales de

fosfatos (Hyland et al., 2005).

Los microorganismos realizan algunas transformaciones de los compuestos
organicos e inorganicos del fésforo, tales transformaciones se llevan a cabo por
mecanismos como alteracion en la solubilidad de los compuestos inorganicos,
mineralizacion de los compuestos organicos, inmovilizacién y oxido-reduccion de

los compuestos inorganicos (Alexander, 1980).
3.5.1. Mineralizacion

La mineralizacién es la conversién microbiana del P organico a HsPO4 o HPO,*
(ortofosfato), que son formas de fésforo disponibles para las plantas. EI P organico
puede ser mineralizado como subproducto de la mineralizacion de la materia
organica del suelo o mediante la accion de enzimas especificas que son reguladas
por la demanda de este nutriente (Picone y Zamuner, 2002). Este proceso esta
mediado por las enzimas fosfatasas que pueden ser sintetizadas por las raices de

las plantas, las cuales producen fosfatasas acidas (Rigde y Rovira, 1971), como
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por algunos hongos y determinadas bacterias capaces de producir fosfatasas
acidas y alcalinas. Entre los compuestos organicos del fosforo que comiunmente
pueden estar presentes en el suelo se encuentran la lecitina, los acidos nucleicos
y la fitina los cuales en presencia de fuentes de carbono y nitrégeno de facil
asimilacion para los microorganismos pueden ser degradados por accion de estas

enzimas liberando fésforo en forma de fosfatos (Alexander, 1987).

3.5.1.1. Fosfatasas

El suelo contiene gran variedad de sustratos organicos que pueden ser fuente
importante de fosforo y que deben pasar por un proceso de mineralizacién para
hacer de estas fuentes una forma disponible, transformandose de fésforo organico

a inorganico mediante hidrdlisis.

Estas enzimas son producidas por microorganismos intracelularmente si la
disponibilidad de fosfato es baja, liberandolas al suelo luego de su lisis o por las
plantas, las enzimas pueden persistir por largos periodos de tiempo cuando estan
protegidas por minerales de arcilla y coloides hdamicos, que les brinda una gran
resistencia a la desnaturalizacion térmica, deshidratacion y protedlisis. El término
fosfatasa se emplea para designar a un amplio grupo de enzimas que catalizan la
hidrélisis de ésteres y anhidridos del &cido fosférico. Segun la Comision de
Enzimas de la Unidn Internacional de Bioquimica las clasificé de acuerdo con el
tipo de enlace y compuestos sobre los que actian, en: Fosfatasas que actuan

sobre enlaces de tipo éster que se dividen en monoesterfosfato hidrolasa,
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diesterfosfato hidrolasas, trifosfato monoester hidrolasas, difosfato monoester

hidrolasas y triesterfosfato hidrolasas (Garcia et al., 2003).

Las fosfatasas acidas excretadas por las raices de las plantas y los
microorganismos hidrolizan el fésforo organico liberando ortofosfatos que se
quedan en la rizésfera como fésforo disponible. Estas juegan un papel importante
en el incremento del fésforo disponible y el pH 6ptimo para la actividad de la
fosfatasa acida es aproximadamente 3.5 a 4.5. Las fosfatasas alcalinas con un pH
optimo 9-11, que pertenecen al grupo de las fosfomonoestereasas, y las

fosfodiestereasas que incluyen nucleasas y fosfolipasas (Pant y Warman, 2000).

3.5.1.2. Condiciones para la produccion de fosfatasa

La produccion y actividad de las fosfatasas esta influenciada por varios factores.
La velocidad de la mineralizacién del fésforo organico se relaciona positivamente
al pH del suelo, las enzimas son proteinas, los cambios bruscos de pH alteran el
caracter iénico de los grupos amino y carboxilo en la superficie proteica, afectando
las propiedades cataliticas de una enzima. A pH alto o bajo puede
desnaturalizarse la enzima y por consiguiente a inactivarse. La fosfatasa acida es

mas activa a pH 5.0 mientras que la fosfatasa alcalina lo es a pH 9.0 (Rao, 2000).

La presencia del fésforo organico y de fosfato se correlaciona con la produccion de
las enzimas, las fosfatasas actuan si hay fuentes de fésforo organico en el suelo
tales como materia organica, el humus, los residuos y estiércol; la sintesis de la

fosfatasa se da en respuesta a la disponibilidad del fésforo, y aunque el fésforo
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soluble influye en la produccién de enzimas, se dice también que la adicién de

este disminuye la actividad enzimatica (Gomez, 2004).

3.5.2. Solubilizacion

Los fosfatos insolubles que no pueden ser asimilados por las plantas, pueden ser
llevados a formas solubles por la accion de muchos microorganismos. La via
principal de solubilizacion es mediante la produccion de acidos organicos, acido

nitrico y sulfarico (Alexander, 1987).

La solubilizacion puede producirse por dos mecanismos diferentes: por la accién
de acidos orgénicos producidos por microorganismos o0 por quelacion de los
elementos responsables de la insolubilidad de los fosfatos presentes; un
mecanismo indirecto para la solubilizacion ocurre cuando los microorganismos
asimilan directamente los fosfatos insolubles acumulandolos en sus células y
liberdndolos posteriormente. Otra forma de accién es la mineralizacion del fosforo,

mencionado anteriormente (Rodriguez, 1999).

El mecanismo de solubilizacién en los suelos favorece cuando estos presentan pH
bajos, contenido en calcio y alto contenido de materia organica (Guerrero, 1996)
ademas depende también del contenido de foésforo presente en la solucion de

suelo.

3.5.2.1. Produccion de acidos organicos

Existen distintos mecanismos de solubilizacion de fosforo asociado a la materia

organica por microorganismos. El principal mecanismo que realizan los
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microorganismos para solubilizar el fosforo es mediante produccién de acidos
organicos, que actian sobre compuestos insolubles de fosfato inorganico como el
fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxipatita y roca fosférica. Los &cidos
organicos de bajo peso molecular como el oxdlico, citrico, lactico, succinico,
isovalérico, isobutilico y acético, se producen en el suelo resultado de la
descomposicion de la materia organica. La cantidad y tipo de acidos organicos
depende de los tipos de microorganismos. Los acidos organicos permiten que
haya solubilizaciéon debido a que la presencia de estos implica un descenso en el
pH hasta valores aproximados a 2, valores necesarios para que se pueda llevar a
cabo la solubilizacion. La produccion de &acidos organicos a partir de la
fermentacion de la glucosa da como resultado la acidificacion de la célula y sus

alrededores (Halder y Chakrabartty, 1993).

Otro mecanismo por el cual los &cidos organicos actlan es por competencia con el
fésforo por los sitios de absorcién cuando se encuentran en su forma anibnica,
aumentando de esta manera la solubilizacion del fosforo, cambiando las cargas

superficiales en los adsorbentes o diluyendo los adsorbentes (Otélora et al., 2003).

3.5.3. Inmovilizacién

Los microorganismos presentan en su constituciéon un porcentaje mayor de fosforo
(1-3 %) que las plantas. EI miroorganismo asimila avidamente el fésforo por
requerirlo, esencialmente, para la formacion de alta energia y respiracion. Es un
problema que conjuntamente con las retenciones quimicas, influye

desfavorablemente en las cantidades de fésforo asequibles presente en muchos
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suelos. La inmovilizacion es importante en el desplazamiento del fésforo de los

suelos (Hannapel, 1964).

3.5.4. Oxidacién-reduccion de fésforo

Los estados de oxidacion del fésforo van desde el -3(fosfina) hasta el
+5(ortofosfato); esta reaccion la realizan los microorganismos los cuales utilizan el
fosfito y lo transforman dentro de las célula en fosfato; este proceso puede ser

inhibido por inhibidores bioldgicos tales como el tolueno.

La absorcion es la union quimica del P disponible a las particulas del suelo lo cual
hace que el P sea no disponible; mientras que la desorcién es el proceso de

liberacion del P absorbido a la solucion del suelo (Hyland et al, 2005).

3.6. Microorganismos solubilizadores de fosfato

Se ha encontrado que es en la rizosfera donde generalmente existe una mayor
proporcion de microorganismos solubilizadores de fosfatos, debido a que los
exudados radicales y detritos vegetales, proveen el sustrato energético para
soportar la intensa actividad microbiolégica caracteristica de este microhdbitat y
para llevar a cabo la solubilizacion (Curl y Truelove, 1986). La disponibilidad de
fésforo estd controlada por la mineralizacion e inmovilizacion a través de la
fraccibn organica, y la solubilizacion y precipitacion de fosfato en formas
inorganicas (Mikanova y Novakova, 2002). Los hongos y las bacterias tienen la
habilidad de solubilizar estos compuestos y aunque varios mecanismos pueden

estar involucrados, el principal de ellos ocurre a través de la produccién de acidos
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organicos. Se asume que estos acidos solubilizan las formas insolubles de fosfato
a una forma utilizable tal como el ortofosfato, incrementando su disponibilidad

potencial para las plantas (Vasquez et al., 2000).

Algunos microorganismos solubilizan fosfato insoluble con procesos como
producciéon de acidos organicos, fosfatasas, quelacion o intercambio de
reacciones. .estos procesos no solo compensan los altos costos de fabricacion de
fertilizantes en la industria, sino que también movilizan los fertilizantes adicionados

al suelo (Fankem et al., 2006).

El estudio de bacterias asociadas a las plantas es una linea que avanza muy
lentamente en México (Okon y Labandera, 1994) no obstante, se han obtenido
resultados satisfactorios al inocular diversos cultivos con Azospirillum,
Pseudomonas y otros microorganismos, los cuales pueden alterar la velocidad de
toma de nutrientes de las plantas por un efecto directo en las raices, asi como

hacer mas eficiente la absorcién de los mismos (Alarcon y Ferrera—Cerrato, 2000).

Las bacterias y los hongos son capaces de proveer a la planta diferentes
nutrientes en forma asimilable. Esto puede ocurrir mediante diferentes procesos,
por ejemplo, la inoculacién de plantas con micorrizas contribuye a incrementar la
absorcién de agua y a solubilizar los minerales mediante la fosfatasa acida, y a
transformar el fosforo que se encuentra en el suelo, formando compuestos

estables, en formas disponibles para la planta (Linderman, 1993).

Existen diversos estudios sobre el aislamiento y evaluacién de microorganismos;

dentro los hongos solubilizadores de ortofosfato se encuentran Penicillium
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implicatum, Penicillium vitreo-viridae, Paecilomyces, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Scopulariopsis, Moniliella, y Mortierella (Yerly, 2004). Por otro lado,
fosfatos tricalcicos son trasformados por Trichoderma aureoviride, y Aspergillus
aculeatus. Finalmente, el fosfato de hierro es solubilizado por Aspergillus oryzae,

Paecilomyces, Gongronella butleri, y Fusarium oxysporum (Vera, 2002).

También se han encontrado estudios acerca de Penicillium spp., P. implicatum, P.
citreo-viridae, Paecllomyces spp., Aspergillus niger, A.fumigatus, Scopulariopsis

sp., Monillella sp., Mortierella sp. y un ascomicete (Rokade y Patil, 1992 ).

A nivel laboratorio se han realizado trabajos que demuestran claramente la
capacidad de algunos microorganismos para solubilizar el fésforo presente en
sales inorganicas altamente insolubles (llimer y Schinner, 1992; Adriano, 2001;
Toledo, 2003; Rajankar et al., 2007), capacidad que al parecer depende del tipo
de microorganismo y las condiciones del ensayo. Asi, lllmer y Schinner, 1992)
aislaron y determinaron la capacidad de solubilizar P por dos cepas, Penicillium
sp. y Pseudomonas sp., empleando hidroxiapatita y fosfato tricalcico como fuente
de P 1.5 g de Ca3(PO,),. Por su parte Mba (1994a) aisl6, de compostas de

lombrices, cuatro especies de actinomicetos con el efecto solubilizador.

Por otra parte, se han hecho estudios del empleo de microorganismos
solubilizadores de fosforo en diversos cultivos con el fin de establecer, a través de
la concentracion puntual del P soluble, si los microorganismos empleados

conservan su potencial de solubilizacion de fésforo y el que éstos no fueron
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patdgenos para las plantas y en pocos de ellos se reporta la dinAmica del fosforo

soluble y su repercusion en la planta.

3.7. Métodos para determinar la solubilizacion de fosfatos

Existen dos categorias para clasificar estos métodos. La primera categoria
consiste en meétodos para la cuantificacion del producto, es decir, en la
cuantificacion de iones ortofosfato, como producto de la solubilizacion de los
compuestos fosfatados; dentro de estos métodos se encuentra el método
colorimétrico del acido vanadomolibdato fosfato, método Mo-Blue, método verde
de malaquita (Murphy y Riley, 1992). Otra categoria consiste en métodos de
cuantificacion de actividad enzimética, que cuantifica la cantidad de enzima
fosfatasa producida por los microorganismos fosfato solubilizadores, para esto, se

emplea el método de p-nitrofenilfosfato (Dick, et al., 2000), (Odongo et al., 2007).

El principio del método colorimétrico del acido vanadomolibdato fosfato se basa en
que una solucion diluida de ortofosfato de molibdato amédnico reacciona en
condiciones acidas para formar acido molibdofosforico. En presencia de vanadio,
se forma &cido vanadomolibdofosférico amarillo; la intensidad del color amarillo es
proporcional a la concentracion del fosfato liberado como fésforo soluble. Para la
determinacion de fosfatos por el método colorimétrico se debe realizar en primer
lugar una recta de calibracion con concentraciones conocidas de fosfatos, que
relacionara la absorbancia de la solucion en funcion de la concentracion de
fosfatos. En cuanto al método Mo-Blue o meétodo del molibdovanadato la

determinacion de fosforo en solucidn acuosa se basa en la formacioén de un acido
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fosfoantimolibdeno azul en la presencia de acido ascorbico (Calderdn, 2001); en
solucion sulfarica los iones ortofosfato reaccionan con los iones molibdato, dando
acido molibdofosférico, el cual con é&cido ascorbico, se reduce a azul de
fosfomolibdeno presentando al cabo de 5 minutos una coloracion azul, esta
prueba se realiza por medio del Test de Fosfatos SPECTROQUANT® FOSFORO
(PMB) MERCK. Es una de las técnicas utilizadas para medir la cantidad de fosfato
soluble que se produce en suelo subtropical gracias a las bacterias solubilizadoras
de fosfato (Chen et al., 2006), ademéas es mas preciso que el método verde de
malaquita (Murphy et al., 2001), una de las principales ventajas es que es
necesario solo pequefias muestras para el analisis (Ohno y Zibliske, 1991). Una
desventaja de este método (método del molibdovanadato) es que cuando existen
concentraciones muy bajas de fosforo, no las cuantifica, pues tiene una baja

sensibilidad (Martin et al., 1999).
3.8. El cultivo del "zacate limon" (Cymbopogon citratus L)

El zacate Limon (figura 2) es una planta que pertenece a la familia de las poaceae
(Catasus, 1997). Es una hierba perenne, robusta, de tallos muy ramificados de 1-2
m de altura. Sus ramas son alargadas y un tanto penduladas, con hojas
aromaticas amontonadas cerca de la base de 60-100 cm de largo. Presenta
inflorescencia amarilla en espiga. No florece o lo hace muy rara vez en el tropico

(Soto et al., 2001).
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Figura 2. Cymbopogon citratus

Tiene la propiedad de acumular aceites esenciales preferentemente en los tallos y
las hojas, y en menor cantidad en las glumas y las raices. Estos aceites contienen
aromas caracteristicos que se advierte cuando se rompen las partes de las
plantas. EI compuesto principal del zacate limén es el citral. El citral natural es una
mezcla de dos isdmeros denominados geranial y neral (Quintero, 2000). Los usos
de los aceites esenciales del zacate Limon son muy antiguos, se le ha usado en
perfumeria, en medicina y en la industria para aromatizar productos industriales

como los desinfectantes, jabones, aerosoles (Roig, 2002).

El periodo de brotacion, al realizar la plantacion, es de 10-15 dias, comenzando el
ahijamiento a los 20-30 dias y alcanzando maduracion fisiologica a los 180 dias,
siempre que la plantacién haya recibido fertilizacion, control de malezas, riego y

control fitosanitario (Soto et al.,1984).
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3.8.1. Requerimientos climaticos y edaficos

Es un cultivo de origen tropical, que requiere calor y clima humedo con plena
exposicién solar y lluvia de 2500-2800 mm al afio, uniformemente distribuida.
Algunos autores (Nair, 1982; Soto et al.,, 2002) han encontrado que la mejor
adaptacion se da entre 24 y 26 °C, mientras que el crecimiento se ve afectado a
temperaturas <21 °C o > 35 °C. El cultivo de esta especie requiere importantes
suministros de nitrégeno, fésforo, potasio y materia organica para obtener buenos

rendimientos de material vegetal.

3.8.2. Variedades recomendadas

Alrededor de 120 especies pertenecen al género Cymbopogon, con una variada
combinacion de compuestos terpénicos en sus aceites esenciales, entre las que
se distinguen por su importancia C. nardus, C. winterrianus, C. flexuosus, C.
martini y C. citratus. Son fuentes de citral: C. flexuosus, C. pendulus, C. khasianus

y C. citratus (Guenther, 1950).

3.8.3. Propagacion

Existen plantas que solo se reproducen por sus porciones vegetativas, pero hay
otros grupos de plantas que aunque producen semillas botanicas, estas no se
utilizan econémicamente para su reproduccién por diferentes causas, como su
viabilidad, la longitud de su ulterior crecimiento o la dificultad de su obtencion; en
este caso se encuentra esta especie que no florece a no ser que crezca en un

clima favorable y que no haya sido cosechada durante varios anos.
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Se recomienda que los hijuelos o propagulos utilizados para la plantacion
procedan de campos preparados para este fin, dicho de otro modo, deben
proceder de bancos de semillas, no pudiendo haber recibido ningan corte

anteriormente y tener como minimo 10 meses y preferiblemente 1 afio.

Es aconsejable que el banco de semilla esté separado del resto de la plantacion
no menos de 1 km, con una orientacion tal que los vientos predominantes no
procedan de los campos de produccién para contrarrestar el traslado de plagas y

enfermedades al area ocupada por el banco de semilla (Roig, 2002).

Una planta de esta especie procedente del banco de semilla debe proporcionar
entre 40 y 70 hijuelos utiles a los 10 y 12 meses de plantado. El arranque se
ejecutara de forma manual los cuales se trasladan a un lugar sombreado, donde
se seleccionaran los hijuelos eliminandoles las hojas mas viejas y cortando el
extremo apical a la altura de las hojas, obteniéndose con una longitud entre 25y

30 cm y un diametro de tallo rizomatoso de 1 cm como minimo (Roig, 2002).

La desventaja que presenta este Gltimo método consiste en que si la manipulacion
de " las semillas” no es extremadamente cuidadosa, se dafian los primordios

radicales y se retrasa el desarrollo de las hojas.

También se recomienda colocar los propagulos de 3-5 dias en un lugar donde el
agua esté en constante movimiento de circulacién, provocando la estimulacién de
los primordios radicales. No debe emplearse agua estancada porque el ataque de

microorganismos patogenos pueden enfermarlos (Roig, 2002).
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3.8.4. Preparacion de suelos

El suelo se prepara para la siembra limpiandolo de malezas, arandolo a una
profundidad de 30 cm. Para facilitar el desarrollo de las raices, y por lo tanto el
desarrollo de las plantas. Luego un pase de rastra liviana y el surqueado son
suficientes para la preparacion del terreno. Es importante que el suelo tenga la
humedad que permita efectuar las labores de preparacion del suelo sin que la

tierra se pegue a los aperos de labranza (Roig, 2002).
3.8.5. Manejo del cultivo

Siembra: La siembra se hace por divisién de la macolla. Epoca de Siembra: La
siembra tiene que hacerse una vez establecida la época lluviosa, sin embargo si
existe agua para el riego, se puede realizar en cualquier época del afio, siempre
que el suelo tenga la humedad requerida en suelos debidamente preparados.
Sistemas de siembra: Se siembra en monocultivo para fines de produccion de
aceites esenciales, completamente al sol. Suelos: Los suelos de topografia plana
son los mejores porque permiten la mecanizacion de la siembra, mantenimiento y
cosecha. Las plantas aromaticas como el zacate limén prefieren suelos fértiles,
que tengan buen contenido de materia organica. Los suelos francos, francos
arenosos Yy franco arcillosos. Los suelos muy arcillosos o0 arenosos no son aptos
para cultivar el zacate limon. Para las plantas aromaticas es necesario que los
suelos contengan entre el 10 al 15 % de calcio. Para que los suelos mantengan la
humedad necesaria al desarrollo del cultivo, es necesario que los suelos sean

francos, ya que la porosidad de los suelos ayuda a retener la humedad por mas
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tiempo, absorbe calor y permite el libre paso del aire hasta las raices. Estos son
factores beneficiosos para las plantas aromaticas. Los distanciamientos de
siembra que se recomiendan son: 0.60 a 1.00 m entre surcos y 0.50 m entre
plantas. Lo que da una poblacién de 14,000 plantas por manzana. La cantidad de
semilla por manzana es de 10 toneladas de zacate por manzana. Para producir 70
toneladas al afio, el zacate limén debe de fertilizarse después de cada corte. Antes
de cada fertilizaciéon el cultivo tiene que estar limpio, para que el fertilizante sea

aprovechado por la planta (Roig, 2002).

3.8.6. Cosecha

Después de establecido el cultivo el primer corte se hara aproximadamente a los
ocho meses (hojas y tallos) para su procesamiento. Los cortes posteriores deben
efectuarse cada cuatro meses, siempre que existan posibilidades de regar. Los
rendimientos en materia verde y aceite esencial, varian de acuerdo a la densidad
de siembra que se use, la edad de la cosecha del material y la cantidad de

fertilizante aplicado (Roig, 2002).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la biofertilizacibn combinando vermicomposta y Penicillium
spp. AT22H10 (hongo solubilizador de fosfatos), aplicados a diferentes
concentraciones de roca fosférica, sobre el crecimiento de las plantas de zacate
limén (Cymbopogon citratus L), asi como el rendimiento bioloégico y calidad del

aceite esencial.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el efecto de la biofertilizacion combinando vermicomposta, un hongo
solubilizador de fosfato y roca fosforica sobre las variables morfométricas (altura

y peso de las plantas; longitud de hojas) del zacate limon.

2. Evaluar el efecto de la biofertilizacion con vermicomposta y un hongo

solubilizador de fosfato sobre el rendimiento bioldgico y calidad del aceite

esencial del zacate limén.
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5. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el laboratorio de biotecnologia e invernadero

pertenecientes al Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez.

5.1. Resiembra en placas del hongo Penicillium spp., cepa AT22H10

La cepa AT22H10 de hongo Penicillium spp., que se empleo en este trabajo de
investigacion fue proporcionado por el cepario del Centro de Biociencias de la
Universidad Auténoma Chiapas ubicado en Tapachula, Chiapas y fue aislado a

partir de la rizésfera del banano gran enano (Musa AAA).

Para obtener la cantidad de esporas que se inocularon en las plantas, se realizo
una siembra masiva en 10 cajas de Petri conteniendo medio PDA (Agar Papa
Dextrosa) previamente esterilizado. La cepa se inocul6 en el medio usando la
técnica de picadura en el centro de la placa con un asa esterilizada con punta de

aguja, las cajas de Petri fueron incubadas a 20°C durante 10 dias.

5.1.1. Caracterizacion macroscopica del hongo Penicillum spp.

La identificacibn macroscépica del hongo se realizé teniendo en cuenta las

caracteristicas de aspecto, tamafio, color y textura reportadas por Molano (2004).

Esto con la finalidad de descartar contaminacion con otros microorganismos los

medios de cultivos utilizados en la resiembra del hongo.
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5.1.2. Preparacién de la suspensién de esporas

Se seleccionaron las cepas que presentaban las caracteristicas especificas
(colonias verdes algodonosa) del hongo Penicillum spp., y se adicionaron 10ml de
agua estéril y con una varilla de vidrio se suspendieron las esporas, las cuales
fueron posteriormente contadas en una camara de Neubauer. EI numero de

células por mililitro fueron calculadas de acuerdo con la ecuacion 1.

Células/mL= nimero de esporas x factor de dilucién x 1000
1mm x Imm x 0.1mm x (5/25) mm?

(1)

Se empled el hongo solubilizador de fosfato (HSF) con clave AT22H10 (figura 3a)
obtenido a partir de la rizésfera del banano gran enano (Musa AAA), cultivado en
medio PDA y mantenidos como suspension de esporas (figura 3b) en agua

previamente esterilizada.

7 3(b)

Figura 3. (a) Cepa Penicillium AT22H10 obtenida a partir de la rizésfera del
banano gran enano (MusaAAA). Y (b) Suspension de esporas del hongo

solubilizador de fosfato cepa AT22H10.
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5.1. Establecimiento del cultivo de las plantas de zacate Ilimon

(Cymbopogon citratus L.)

5.1.1. Material Vegetal

Se emplearon hijuelos sanos de zacate limon (Cymbopogon citratus L.).

5.4. Condiciones de Cultivo

Los hijuelos se sembraron en una mezcla de suelo- vermicomposta (5, 10 y 15 %)
figura 4, en invernadero en macetas de plastico con un volumen de sustrato de 8
kg por maceta. Las plantas se rociaron con 50 mL de agua potable cada dos dias
y con 50 mL una solucion de sulfato de amonio al 10 % cada 24 h, con la finalidad
de proporcionarle fuente de nitrégeno y tomando en cuenta que esta sal esta libre
de fosforo. A las mezclas empleadas en los tratamientos se les adicion6 roca

fosforica (0, 1y 2 %) de acuerdo al disefio experimental.

Figura 4. Mezcla de suelo- vermicomposta — roca fosférica
5.5. Inoculacion de los plantas

Los hijuelos se inocularon (Figura 4) con 0, 1 y 2 mL de una soluciéon de HSF

conteniendo 8X10° esporas/mL aplicados en la raiz de la planta.
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Figura 5. Inoculacion de la suspensién de esporas en la raiz de la planta.

5.6. Disefo Experimental

Se estableci6 un disefio experimental factorial fraccionado Ly (Cuadro 2)
completamente al azar con nueve tratamientos y cinco repeticiones por
tratamiento, cada planta en la maceta se consideré como una unidad experimental

(figura 6).

Los resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza y donde hubo diferencia
significativa se realizaron comparaciones de medias a través de la prueba de

Tukey p<0.05 empleando el software estadistico (Statgraphics plus V.15.1).

TWwE

Figura 6. Unidades experimentales de los 9 tratamientos con 5 repeticiones.
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Los muestreos fueron realizados a los 30, 45 y 60 dias después de la siembra
(dds). Las variables morfométricas evaluada por planta fueron longitud y diametro
del pseudotallo, longitud de la segunda hoja, peso seco de raiz y de la parte
aérea, asi como el fésforo presente en tejidos (Chapman y Pratt, 1973). Se
cuantifico el fésforo en el suelo soluble por el método de Olsen et al. (1954), asi
como también el rendimiento quimico y la calidad del aceite esencial; fue extraido

por la técnica de hidrodestilacion de la parte aérea de las plantas.

Cuadro 2. Disefo experimental usado para evaluar el efecto de vermicomposta,

roca fosforica y Penicillum spp., sobre el crecimiento de zacate limon.

Tratamientos | Vermicomposta Roca In6culo HSF
(%) Fosférica (mL)
(%)
1 5 0 0
2 5 1 1
3 5 2 2
4 10 0 1
5 10 1 2
6 10 2 0
7 15 0 2
8 15 1 0
9 15 2 1

Para la siembra de las plantas se utiliz6 una mezcla de suelo, vermicomposta y
roca fosforica, cada uno de estos factores trae consigo una cantidad especifica de
fosforo. En el cuadro 3 se muestran el contenido de fosforo total de cada

tratamiento al inicio del experimento.
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Cuadro 3. Contenido de fdsforo inicial en la mezcla de suelo, roca fosférica y

vermicomposta para cada tratamiento.

Tratamiento | P total inicial (g por kg de
suelo)
1.14
11.53
21.92
1.22
11.61
22.00
1.31
11.70
22.08
Testigo 1.06

OO N|OOT|ARWIN|F

5.7. Cosechade las plantas de zacate limon.

Las plantas fueron cortadas a nivel del suelo y posteriormente se separaron las
hojas de la parte aérea del pseudotallo. EI material vegetal fue pesado e
identificado, se dej6 secar en condiciones ambientales en sombra durante 14 dias
para su posterior hidrodestilacion con la finalidad de obtener el rendimiento de

aceite esencial de las hojas (Cordova, 2009).

5.8. Obtencidn de aceite esencial del zacate limén por hidrodestilacion.

El aceite esencial se extrajo de las hojas por la técnica de hidrodestilaciéon (figura
7). Las hojas se cortaron en secciones de 3 cm de longitud y aproximadamente 35
g se colocaron en el matraz del hidrodestilador. Se adicionaron 200 mL de agua, y
se destilé durante 30 minutos. El destilado se recolect6 utilizando una trampa de

Clevenger para separar el aceite del agua. El aceite se separé del agua por
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diferencia de densidades y se almacen6 en tubos Eppendorff a 4 °C para su

posterior cuantificacion y analisis.

Figura 7. Hidrodestilacion de las hojas del zacate limén.

El rendimiento de aceite esencial (P) se determiné mediante la ecuacion 2:

P= %*100 )

2

Donde M; es la masa final de aceite esencial (g) y M. la masa inicial de follaje (g).

5.9. Cuantificacion del aceite esencial del zacate limon.

La identificacién de los componentes de cada una de las muestras de aceite, se
realiz6 utilizando un cromatégrafo de gases marca Agilent CG modelo 7890
acoplado a un espectrometro de masas modelo MS 5975 C equipado con una
columna capilar DB-WAX (60 m x 250 um x 0.25 ym). Se prepararon las muestras
que consistié en tomar 1 pL del aceite esencial el cual se diluyé con 999uL de

hexano, y luego se inyecté al cromatografo. El programa de temperatura fue: una
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temperatura inicial de 70 °C (0 min) con incrementos de temperatura de 150 °C (0
min) hasta 220 °C (6 min), con un tiempo total de 13.8 minutos. Los espectros de
masa de cada uno de los componentes del aceite se compararon, para su
identificacion, con los reportados en la base de datos de la libreria (NIST). Esta
metodologia permite la cuantificacion de Unicamente geranial, neral y mirceno

(Quintero 2000).

Asi mismo, se realiz6 la identificacion de todo el perfil aromético de las muestras
utilizando una temperatura inicial de 70 °C (3 min) con incrementos de
temperatura de 100 °C (5 min), 150 °C (5 min), 200 °C (2 min) hasta 250 °C (5
min) con un tiempo total de 81.66 minutos. Lo anterior con la finalidad de
corroborar que los datos no hayan sido alterados por contaminacion en las

muestras o en la columna.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La Figura 8, muestra el efecto de la vermicomposta, hongo solubilizador de fosfato

y roca fosférica expresado en numero de hijuelos de las plantas a los 38 dias.

/+
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Figura 8. Numero de hijuelos generados en la planta Cymbopogon citratus a los 38

dias después de plantada.

Se observa que uUnicamente la aplicacion de vermicomposta tiene un efecto
estadistico significativo (p< 0.05), lo cual indica que es posible incrementar los
niveles de aplicacion de vermicomposta con la finalidad de aumentar el nimero de
hijuelos de las plantas de zacate limon. El mismo efecto significativo positivo

(p<0.05) pudo observarse a los 47 ddp (Figura 9).
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Figura 9. Numero de hijuelos generados en la planta Cymbopogon citratus a los

47 dias después de plantadas.

A los 100 ddp se observé que la vermicomposta no tuvo un efecto significativo
(p<0.05) por lo que podria decirse que este tiene un efecto en los primeros dos

meses de aclimatacion del hijuelo y desarrollo temprano del mismo,

Sin embargo, a los 100 ddp (figura 10), se observa un efecto estadistico
significativo negativo (p<0.05) del HSF. Lo anterior sugiere que el inéculo utilizado
fue grande y entonces podria ser utilizado en menor cantidad. Esta misma
situacion se presento en experimentos realizados por (Salvador, 2009) quien
aplico una concentracién de 1X10° esporas del HSF y observé un incremento
significativo en las plantulas de banano gran enano (Musa AAA) y esto dio como

resultado hojas con mayor longitud y tallos mas gruesos.
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Figura 10. Numero de hijuelos generados en la planta Cymbopogon citratus a los

100 ddp.

También se analizaron el efecto de las variables mencionadas anteriormente
sobre la longitud y niumero de hojas de la planta de zacate limon, sin embargo, en
las figuras 11 y 12 se observa que no hubo efecto estadistico significativo (p<0.05)
sobre la longitud y niumero de hojas. Podemos decir que la falta de hojas en las
plantas de zacate limon se debi6 a la baja adicion de nitrégeno (este elemento se
adicion6 como agua de riego los primeros 15 dias después de sembrado), pues se
sabe que en especies de Cymbopogon como la C. martinii y la C. winterianus

han aumentado el nimero de hojas con la aplicaciéon de nitrégeno (Rao, 1986).
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Figura 11. Longitud de las hojas en la planta Cymbopogon citratus a los 100 ddp.
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Figura 12. Numero de hojas generadas en la planta Cymbopogon citratus a los

100 ddp.

En la figura 13 se muestran las cinéticas del crecimiento en términos del niumero
de hojas de los 9 tratamientos y el testigo a los 100 ddp. En estas cinéticas se
observa que todos los tratamientos son estadisticamente iguales hasta los 48 ddp,
posteriormente, se observan diferencias hasta los 100 ddp. Existen estudios con
gramineas como la citronela (Cymbopogon winterianus) y la palmarosa
(Cymbopogon martinii) donde se muestra que el crecimiento de estas especies
son inicialmente lentas en los primeros afios de plantacion sin afectar el
rendimiento del cultivo principal, pero dicha informacién no esta disponible para el

zacate limén (Cymbopogon citratus) (Rao et al, 1994).
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Figura 13. Cinéticas del crecimiento, expresadas como nimero de hojas, de los 9

tratamientos y el testigo a los 100 ddp.

En la figura 14 se observa que los dos tratamientos y el control tienen el mismo
comportamiento a los 48 dias, y a los 100 dias el tratamiento 9 presentd mayor

namero de hojas que el tratamiento 3y el control.
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Figura 14. Cinética del crecimiento, expresadas como numero de hojas, de los
tratamientos 3, 9 y el testigo a los 100 ddp.
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En la figura 15 se muestran las cinéticas de crecimiento de las hojas de los 9

tratamientos y control a los 100 ddp observandose que todos los tratamientos son

estadisticamente iguales.
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Figura 15. Cinética del crecimiento, expresada en longitud de hojas a los 100 ddp
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Figura 16 .Cinéticas del crecimiento expresadas en longitud de hojas a los 100

ddp de los tratamientos 6, 7 y control.

En la figura 16 se observa que los tratamientos 6 y 7 son estadisticamente iguales

pero diferentes al control a los 100 ddp. En la figura 17 se puede observar que los
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tratamientos, a los 100 ddp, tuvieron un efecto estadistico significativo sobre el

namero de hijuelos.
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Figura 17. Cinética del crecimiento expresada en numero de hijuelos a los 100

dias después de plantacion.

Se realizé un andlisis para conocer las condiciones 6ptimas que maximizan el
namero de hijuelos. En el cuadro 4 se muestra la combinacidén de los niveles de

los factores, el cual indica que el valor éptimo es 16.99, es decir, 17 hijuelos.

Cuadro 4. Condiciones Optimas para maximizar el nimero de hijuelos a los 100

ddp.
Factor Bajo | Alto | Optimo
Vermicomposta| 5 | 15 15
Roca fosférica | 0 2 2
Hongo 0 2 0.0031

De este Cuadro 4 podemos concluir que se maximizan el numero de hijuelos
aplicando 15 % de vermicomposta y 2 % de roca fosforica sin aplicar el HSF. Para
el numero de hojas, estas se maximizan aplicando 15 % de vermicomposta sin

aplicar roca fosférica ni HSF, mientras que en cuanto a la longitud de hojas,
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podriamos recomendar la aplicacion de 5 % de vermicomposta con 2 % de roca

fosforica.

Sin embargo, con la finalidad de tener un Optimo que maximice el niumero de
hijuelos, hojas y su longitud se realizé la optimizacion de mdltiples respuestas

(Cuadro 5).

Cuadro 5. Optimizacion de multiples respuestas para las variables morfométricas.

Factor Bajo Alto Optimo

Vermicomposta 5 15 15
Roca fosférica 0 2 2
Hongo 0 2 0.000322784

Se observa que para maximizar 10 % el nimero de hojas, el nimero de hijuelos y
longitud de hojas es necesario aplicar 15 % de vermicomposta y 2 % de roca
fosforica. La aplicacion del HSF no resulta favorecer el incremento en la

deseabilidad.

Como sustrato, la vermicomposta tiene gran potencial para el desarrollo de
diversas especies vegetales. De hecho, el empleo de la vermicomposta ha
provocado efectos significativos sobre diversas hortalizas y especies
ornamentales, como en el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), pimiento verde
(Capsicum annuum L), frambuesa (Rubus idaeus L), maravillas (Calendula
oicinalis L.), lechuga (Lactuca sativa L), fresas (Fragari avesca L.), algodén
(Gossypium hirsutum L) (Riggle, 1998; Subler et al., 1998; Atiyeh et al., 2000a;

Brown et al., 2000; Cracogna et al., 2001). La vermicomposta se genera como
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resultado de las transformaciones bioquimicas y microbioldgicas de los residuos
organicos, provocadas en el intestino de las lombrices, e.g. Eisenia fetida. Los
residuos se transforman en un material rico en elementos nutritivos, facilmente
asimilables para las plantas. Ademas, la vermicomposta contiene sustancias
biolégicamente activas que actian como reguladores de crecimiento, tiene gran
capacidad de intercambio cationico, elevado contenido de &cidos humicos, alta
capacidad de retencion de humedad y porosidad elevada que facilita la aireacion y
el drenaje del suelo y de los medios de crecimiento (Karsten y Drake, 1995; Buck

et al., 1999; Bansal y Kapoor, 2000).

En cuanto al rendimiento de aceite esencial, el analisis de varianza nos indica que
no existe efecto significativo (p<0.05) en cuanto a rendimiento de aceite esencial
(figura 18). Con respecto a las variables (roca fosforica, vermicomposta y hongo
solubilizador de fosfato), el rendimiento de aceite esencial es de igual magnitud

para todos los tratamientos.

T T T T T T T
I+

B:rocafosforica Bl -
A:VermicompOSta -

C:hongo

1 1.5 2 2.5 3
Efecto estandarizado

o
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o

Figura 18. Rendimiento de aceite esencial en hojas secas de la planta

Cymbopogon citratus respecto a las variables.
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Los valores porcentuales del rendimiento de aceite esencial obtenidos se
encuentran en un rango de 0.57 a 1.71 %. Si calculamos estos rendimientos en
base al peso fresco encontramos valores entre 0.16 y 0.46 %. Estos valores estan
en el rango, a los reportados por (Guenther, 1950 y Sharapin, 2000) quienes

reportaron rendimientos entre 0.2 y 0.35 % en base fresca del zacate limon.

Existen referencias donde se menciona que la calidad del aceite esencial obtenido
a partir de las hojas de C. citratus posee un elevado contenido de citral, que

representa entre el 50-75 % del total de la esencia (Kasali, A, 2001).

Comparando la calidad del aceite esencial obtenido en este experimento con los
mencionados anteriormente estos estan dentro del rango, ya que nuestros

contenidos en citral variaron entre 28.5 y 55.5 %.

La figura 19 muestra que no existe efecto significativo de los factores sobre la
cantidad del aceite que indique un mejor tratamiento, esto es que los diversos
tratamientos aplicados en este experimento no afectaron el crecimiento y calidad

de las plantas de zacate limén.
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Figura 19. Calidad de aceite esencial obtenido a partir de hojas secas de la planta

Cymbopogon citratus.

Se obtuvieron las medias para saber que tratamiento resulta benéfico para
obtener el mayor rendimiento del aceite esencial. El andlisis de varianza mostré
que existi6 diferencia significativa entre los tratamientos, la prueba de medias
mostré que el mejor tratamiento en cuanto al rendimiento de aceite esencial fue el

control (figura 20).

% Rendimiento de Aceite
Esencial

1 2 3 4 5 & T B a 10

Tratamientos

Figura 19. Grafica de medias en base a rendimiento de aceite esencial obtenido

de las hojas de zacate limon.
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La calidad del aceite esencial se evalu6 mediante la determinacién del contenido
de citral. La figura 21 muestra que el tratamiento 2 es el que mayor contenido de

citral presenta sin embargo, es estadisticamente igual a los tratamiento 5, 6, 7, 8,

9y 10.
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Figura 21. Contenido de citral en el aceite esencial de los diferentes tratamientos.
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7. CONCLUSIONES

El uso de vermicomposta en el cultivo del zacate limon tuvo un efecto benéfico en
los primeros meses de adaptacion del hijuelo, sin embargo, posteriormente, no
existe evidencia que su aplicacion tuvo efectos positivos en el desarrollo de la
planta. Lo anterior debido probablemente a que los nutrientes de la vermicomposta
aplicada se agoté a los 47 dias después de sembrada la planta, por lo que se
sugiere para este cultivo una aplicacion de vermicomposta de 6 kg cada 2 meses
por planta. La adicién del hongo solubilizador de fosfato (8.05x10° esporas/ml)
influyd negativamente en el nimero de hijuelos a los 100 ddp, por lo que se
recomienda no sea aplicado para este tipo de planta. El tratamiento aplicando 15%
de vermicomposta y 2 % de roca fosforica sin aplicar el HSF, permite maximizar

un 10 % la longitud y nimero de hojas asi como el nimero de hijuelos.

En cuanto al aceite esencial obtenido y la composicién del mismo, los tratamientos
evidenciaron que, si bien hubo efectos significativos en algunas variables
morfométricas, estos no promovieron un incremento en el rendimiento de aceite ni

la composicion del mismo.
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8. RECOMENDACIONES

Con base en la experiencia e informacion obtenida en este trabajo se recomienda

lo siguiente:

Realizar un experimento incrementando los niveles de vermicomposta, disminuir
los niveles del hongo solubilizador de fosfatos probados, e incrementar el tiempo
de monitoreo del cultivo. Se recomiendan también realizar un estudio aplicando
vermicomposta en diversas ocasiones y no solo al inicio del experimento como en

este estudio.

No se encontré evidencia experimental que demuestre que el Penicillum sp.,
empleado solubilizé el fosforo adicionado como roca fosférica y asi como lo

contenido en el suelo y la vermicomposta.

Es importante determinar la cantidad de fésforo asimilado por la planta, para
probar si el suelo requiere mayor adicion de este elemento o la planta se

desarrolla con los nutrimentos proporcionados.

Evaluar el uso de la vermicomposta en el campo con cultivos de zacate limoén.
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