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Resumen. La agricultura es la actividad mas importante a nivel mundial, sin embargo el
uso excesivo agroquimicos para la produccion agricola trae riesgos para la salud y el
ambiente. La agricultura sostenible tiene métodos de produccién de menor impacto como
abonos  organicos, biopesticidas y biofertilizantes, los cuales estdn compuestos de
microorganismos eficientes que intervienen en el mejoramiento de suelos, tratamiento de
aguas y manejo de residuos agropecuarios. La finca agroecoldgica de Zamorano utiliza
biofertilizantes a base de microorganismos de montafia (MM), los cuales se caracterizaron
a nivel de género, para ello se aislaron y purificaron cepas provenientes de cuatro
biofertilizantes diferentes. La morfologia de las bacterias y hongos aislados se identificaron
mediante el método de tincion de Gram vy tincion en fresco. Para la identificacion de
bacterias se utilizaron pruebas bioquimicas diferenciales y la prueba de APl 20 NE. A partir
de la purificacion se obtuvo siete cepas de microorganismos: cuatro cepas de bacterias, dos
de levaduras y una de hongos. Las cepas de estos microorganismos Se conservaron en
discos de papel filtro almacenados en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental .La baja
abundancia y diversidad de microrganismos posiblemente se dio por la presencia de algunos
ingredientes de los biofertilizantes que influyen en el medio de crecimiento. Los
ingredientes de cada mezcla cambian las propiedades de biofertilizantes a bioplaguicidas.

Palabras clave: agricultura sostenible, agroecologia, microorganismos eficientes.

Abstract. Agriculture is the most important activity in the world, however the excessive
agrochemical use brings risks to health and the environment. Sustainable agriculture has
lower impact production methods such as organic fertilizers, biopesticides and
biofertilizers, which are composed of beneficial microorganisms that intervene in soil
improvement, water treatment and agricultural residue management. The Zamorano
agroecological farm uses biofertilizers based on mountain microorganisms (MM). These
were identified to genus level. Strains from four different biofertilizers were isolated and
purified. The morphology of the isolated bacteria and fungi were identified by Gram
staining and fresh staining methods. For the identification of bacteria, differential
biochemical tests and the APl 20 NE test were used. From the purification, seven strains of
microorganisms were obtained: four strains of bacteria, two of yeasts and one of fungi. The
strains of these microorganisms were preserved in filter paper disks stored in the Laboratory
of Environmental Microbiology. The low abundance and diversity of microorganisms was
possibly due to the presence of some ingredients of the biofertilizers that influence the
growth culture. The ingredients in each blend change the properties of biofertilizers to
biopesticides.

Key words: agroecology, beneficial microorganisms, sustainable agriculture.
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1. INTRODUCCION

La agricultura es la actividad mas importante del mundo en la que el ser humano aprovecha
los recursos que ofrece la naturaleza (Mishra, 2013). Sin embargo, el uso excesivo de
agroguimicos utilizados para la produccion agricola a gran escala y de largo plazo, dalugar
a riesgos para la salud humana y el ambiente (Melece, 2008). Los plaguicidas y los
herbicidas representan un riesgo para la vida de los organismos vivos porgue estos alteran
los ecosistemas transformandolos en habitats tdxicos para los animales, insectos,
microorganismos benéficos, plantas y el hombre (Aktar, Semgupta, & Chowdhury, 2009).

Existe un interés en la produccion de cultivos de altos rendimientos que a la vez conserven
el suelo, el agua y ahorren energia (Mishra, 2013). La agricultura sostenible es el manejo
integrado de la produccion de plantas y animales a largo plazo, que cubre las necesidades
alimentarias, manteniendo la calidad ambiental y la viabilidad econdmica de la explotacion
agricola; la agricultura sostenible trabaja con procesos naturales y con técnicas que
conserven los recursos y minimicen residuos, generando resiliencia y auto regulacion en el
agro ecosistema (Velten, Leventon, Jager, & Newig, 2015).

La agricultura organica y la agroecologia son modelos de agricultura sostenible que
muestran métodos de produccion con el menor impacto posible en el suelo y agua, tales
como el uso de los abonos organicos, _biopesticidas y biofertilizantes (Morena, 2000). Estos
productos cubren las necesidades de las plantas y las protegen, incrementando la
productividad y mejorando la rentabilidad de los cultivos. Los biofertilizantes y
biopesticidas en su mayoria estdn compuestos por microorganismos provenientes de los
suelos, hojas, residuos biologicos y organicos (Higa & James, 1994).

Los microorganismos estan en todas partes de la naturaleza cumpliendo roles importantes
para el equilibrio ecoldgico (Mayer, Scheid, Widmer, FlieBbachb, & Oberholzera, 2010).
Un grupo de estos microorganismos son denominados microorganismos patdgenos capaces
de producir enfermedades en plantas, animales, y contaminacion en el entorno. EIl otro
grupo de microorganismos que ejercen funciones muy amigables son denominados
microorganismos benéficos o eficientes (Garden City Composting, 2002).

Los microorganismos eficientes, tienen funciones metabolicas benéficas que intervienen
en el mejoramiento de suelos, manejo de residuos agropecuarios, tratamiento de aguas
residuales,  alimentacion de animales y mayormente son usados como aditivos en
biofertilizantes para optimizar la productividad agricola (Martinez-Campo, Séanchez-
Acosta, Morales-Velasco, & Alonso-Prado, 2014).

En 1980 el Profesor Japonés Teruo Higa de la Universidad de Ryukyus, Japon, buscando
métodos alternativos para una agricultura mas sostenible, encontrd en los microrganismos
benéficos caracteristicas Unicas que pueden mejorar la calidad y la salud del suelo (Ndona,
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Friedel, Spornberger, Rinnofner, & Karoline, 2011). A estos microorganismos los llamo
Microorganismos Eficientes (EM por sus siglas en inglés). En 1982 concluyé sus
investigaciones Yy determind que la inoculacién de EM en el ecosistema del suelo mejora la
calidad y salud del mismo, también el crecimiento, produccion de cultivos seria de alto
rendimiento (Higa & James, 1994).

Los estudios recientes indican que los biofertilizantes que contienen EM pueden suprimir
los patogenos en el suelo, acelerar la descomposicion de los desechos organicos, aumentar
la disponibilidad de nutrientes minerales y compuestos organicos Utiles para el crecimie nto
de las plantas (Ndona et al., 2011).

Otro tipo de microorganismos eficientes son los de montafia que se encuentran de forma
natural en distintos ecosistemas donde nunca o al menos por un periodo de tres afios no se
ha utilizado ningin tipo de agroquimicos (Rodriguez, Yohel, Torres, & Lusdina, 2014). Los
cientificos han investigado los efectos benéficos de los microorganismos de montafia (MM)
en la descomposicion biologica de la materia organica, la mineralizacion, la nitrificacién,
el antagonismo y la fermentacion (Garden City Composting, 2002). Actividades que
intervienen en el mejoramiento de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de los
suelos y cultivos. También en la mejora de asimilacion de nutrientes, favoreciendo el
crecimiento y proteccion de los cultivos (Martinez-Campo et al., 2014).

Los MM contienen un promedio de 80 especies de microrganismos de diez géneros
pertenecientes a cuatro grupos de microorganismos: Bacterias fotosintéticas,
actinomicetos, bacterias productoras de acido lactico, hongos y levaduras (Higa &
Wididana, 2004). Las bacterias fotosintéticas son un grupo de microorganismos que
sintetizan amino&cidos, 4&cidos nucleicos, azlcares de las secreciones provenientes de las
raices y materia organica; estas bacterias promueven el desarrollo y crecimiento de la planta
(Céndor-Golec, Pérez, & Chinmay, 2007). Las bacterias lacticas producen &cido lactico a
partir de azlcares, este acido actla como compuesto esterilizante ayudando a prevenir el
crecimiento de microorganismos dafiinos en las raices de las plantas (Higa & James, 1994).

Los hongos de fermentacion y levaduras como la Saccharomyces spp sintetizan sustancias
antimicrobianas, amino acidos, azlcares, también hormonas y enzimas que promueven la
division celular de los tejidos de la raiz de la planta. Los actinomicetos también se
benefician de los productos de las levaduras para ejercer sus funciones en los
biofertilizantes (Higa & Wididana, 2004).

Otros géneros de bacterias presentes en los biofertilizantes a base de MM son el Azotobacter
sp, Azospirillum sp, y Rizobium sp, los cuales interactian junto a los hongos Micorrizas,
organismos que ayudan a aumentar la superficie de absorcion de las raices (Garden City
Composting, 2002); (Hernandez, Garcia, & Ramon, 2001). Otros estudios determinaron que
en los biofertilizantes a base de MM también se pueden encontrar microorganimos de los
géneros Pseudomonas sp, Bacillus sp y Streptomyces sp, bacterias muy eficientes para la
fijacion de nitrégeno al suelo y estimuladoras de crecimiento vegetativo (Armenta-
Bojorquez, etal., 2010).



Los MM son eficientes bajo condiciones Optimas de sustrato, humedad, ausencia o
presencia de oxigeno, pH y temperatura ambiental; los productos de su metabolismo son
los componentes vivientes del suelo y forman parte de los parametros U(tiles para la
medicion de su fertilidad (Ramos & Zlfiiga, 2008). En si, los cultivos de MM son eficie ntes
después de su inoculacion en el suelo donde podemos asegurarnos de la cantidad de
sustancias bioactivas que pueden ayudar a definir la estructura Yy establecimiento de
ecosistemas naturales (Higa & James, 1994).

Existen distintas formulaciones de biofertilizantes de MM por lo tanto la cantidad de
especies de microrganismos presentes y las funciones que desempefian varian segin los
ingredientes que contenga los biofertilizantes (Higa, 2015).

En Honduras distintas organizaciones no gubernamentales (ONG) como Café Organico
Marcala S.A. (COMSA) Vecinos de Honduras, la Red de Comités de Desarrollo Ambiental
(CODEMAS); y productores de café y hortalizas emplean en sus distintos proyectos de
desarrollo agricola MM como fertilizantes o abonos orgénicos (Ramos F. L., 2016). La
finca agroecologica de Zamorano utiliza tres formulaciones de biofertilizantes a base de
MM, estas formulaciones también han sido usadas por las instituciones ya nombradas, y
fueron evaluadas fisica y bioldgicamente, sin embargo no se ha realizado una
caracterizacion de los diversos organismos presentes en dichas formulacion. Este estudio
plante6 los siguientes objetivos:

e  Caracterizar los microorganismos presentes en los biofertilizantes utilizados en la
finca agroecologia.

e Comparar la presencia de microorganismos entre cada una de las formulaciones
estudiadas.

e  Establecer un cepario en el laboratorio de microbiologia ambiental para la
conservacion de las cepas aisladas.



2. METODOLOGIA

Ubicacion del estudio.

El estudio serealizd con muestras procedentes de la finca agroecologica de Zamorano y del
organismo no gubernamental (ONG) Vecinos Mundiales de Honduras, localizada en El
Departamento de El Paraiso. Las muestras fueron procesadas y analizadas en el laboratorio
de microbiologia ambiental de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, donde se les
asigné un cddigo (Cuadrol).

Cuadro 1. Codigos, procedencia y ubicacién de las muestras de biofertilizantes

Codigo de muestra® Procedencia Ubicacion

BFL1 Finca agroecoldgica Zamorano

BFL2 Finca agroecologica Zamorano  Santa Inés, San Antonio de
BFS3 Finca agroecologica Zamorano  Oriente, Francisco Morazan.
BFL4 ONG Vecinos Mundiales Claveles  N°2,  Azabache,

Danli, El Paraiso.

aBFL.: Biofertilizante liquido, BFS: Biofertilizante solido

Cada uno de estos biofertilizantes esta elaborado utilizando diferentes componentes
(Cuadro 2).

Aislamiento de microorganismos a partir de biofertilizantes artesanales en medios de
cultivo.

De cada biofertilizante liquido y sOlido se tomaron muestras de 100 mL y 100 g
respectivamente, estas fueron transportadas en beaker estériles hasta el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental del Departamento de Ambiente y Desarrollo, para su
procesamiento.

Posteriormente, cada muestra fue homogenizada y se tomd una alicuota de 10 mL y 10 g,
los cuales se diluyeron por separado en 90 mL de agua peptonada (AP) al 0.1%, a partir de
este indculo se realizaron diluciones seriadas 1:10 (10-! hasta 10-°) utilizando siempre AP
al 0.1%. De las Ultimas tres diluciones (103, 104, 10-5) se inoculd por duplicado 50 pL en
los medios de Agar avena (AVV) y Agar papa dextrosa (PDA), para estimular el
crecimeinto de hongos y levaduras, Agar nutriente (AN) y Asbhy (ASB) para el
crecimeinto de bacterias. El método de inoculacion utilizado fue el de extension en
superficie . Todos los platos de cutlivo se incubaron a una temperatura de 28 °C durante
24 horas en el caso de las bacterias y siete dias en el caso de los hongos (Figura 1).

4



Cuadro 2. Formulacion de cada uno de los biofertilizantes estudiados.

BFL-1 BFL-2 BFS-3 BFL-4
Ajo Ajo Ajo Ajo
Cebolla Cebolla Cebolla Cebolla
Jengibre Jengibre Jengibre Jengibre
Canela en raja Canela en raja Canela en raja Canela en raja
Clavo de olor Clavo de olor Clavo de olor Clavo de olor
Pimienta olorosa Pimienta olorosa Pimienta olorosa Pimienta olorosa
Plantas aromaticas Plantas aromaticas Plantas aromaticas Plantas aromaticas
Agua ardiente Agua ardiente Agua ardiente
Yuscaran 45° Yuscaran 45°  Yuscaran 45°  Agua ardiente
alcohol alcohol alcohol
Vinagre Vinagre Vinagre Vinagre
Chile verde picante  Chile verde picante  Chile verde picante  Chile verde picante
MMA? MMA MMA Jugo de limén
Melaza Ceniza de madera Melaza MMA
Agua sin cloro Potasa (KOH) Cal viva Melaza

Melaza Harina de roca Agua sin cloro

Suero de leche
Agua sin cloro

8 Microorganismos de montafia activados.

Agua peptonada al 0.1%
(AP - 0.1%)

' l | |
/
/ 1 mL 1 mL I mL 1 mL

EmLk N VY

Biofertilizante liquido

0
90 mL 9mL 9 mL 9mL 9 mL
> A
, 2\ 102 103 10t 10?
/e 10 10 50 L de
PRl l ‘ l dilucion
_ , ‘ en cada placa
Biofertilizante s6lido Siembra por / ’ /
duplicado en = = =
medio de cultivo

Figura 1. Esquema de inoculacién de muestra en los diferentes medios de cultivos.



Purificacién, descripcion de morfologia colonial y celular de microorganismos.

Una vez obtenido el crecimiento en cada medio de cultivo, se observd la morfologia
colonial y se tomd una colonia de los diversos microorganismos los cuales se subcultivaron
para su purificacion en medio PDA y AN para el crecimiento de hongos, levaduras y
bacterias respectivamente. Al tener los cultivos puros se procedié a describir la morfologia
colonial de cada uno de ellos. Y en el caso de las bacterias se realizd la tincion de Gram 'y
la prueba de KOH. Las levaduras fueron observadas en preparaciones en fresco utilizando
azul de lactofenol. Para la prueba de tincion de Gram y KOH se siguid el procedimiento
descrito en el manual de Laboratorio de Microbiologia General de la Universidad Nacional
Auténoma de Honduras (Madrid & Arias, s.f).

Pruebas biogquimicas diferenciales para identificacion de bacterias.
Unicamente a los cultivos bacterianos puros se les realizd las siguientes pruebas
bioquimicas las cuales se describen a continuacion:

e Prueba de oxidasa. Se afiadidé sobre un trozo de papel filtro estéril una gota del reactivo
de oxidasa (dimetil o tetrametil p-fenilendiamina) y luego se depositd sobre el reactivo
una colonia bacteriana utilizando un palillo de madera. La prueba es positiva si se
observa la aparicion de color azul o violeta en el papel impregnado al momento de
colocar la colonia bacteriana en contacto con el reactivo (Enriquez, Viera, & Mendoza,
2010).

e Prueba de catalasa. Se coloc6 una gota de peroxido de hidrégeno al 3% sobre un porta
objetos y posteriormente con un palillo de madera se mezcld por separado cada una de
las colonias bacterianas de no méas de 24 horas de crecimiento. La prueba es positiva
cuando se producen burbujas de oxigeno al realizar la mezcla (Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, 2013).

e Prueba agar hierro triple azdcares (TSI). Se inoculd una colonia de bacterias en TSI
aplicando la técnica de siembra en picadura y superficie, es decir introduciendo el asa
de punta hasta el fondo del agar y estriando sobre la superficie del medio. Si existe un
viraje a color rojo después de 24 horas de incubacion, la reaccion de fermentacion es
alcalina (k) y acida si el cambio de color es amarillo (a) de lo contrario el agar se
mantendra sin cambio (sc) (Caffer, Terragno, & Binsztein, 2008). Si existe la formacidn
de gas o &cido sulthidrico, este reaccionara con hierro como indicador, dando un color
negro debido al sulfuro de hierro formado (Blanco, Castillo, & Diaz, 2016).

e Prueba Agar hierro y lisina (LIA). En esta prueba se extrajo una colonia de bacterias y
se inoculd introduciendo el asa de aguja en el fondo y haciendo un estriado en la
superficie del medio. Después de 24 horas de incubacion sila reaccion es acida el medio
cambia de color morado a amarillo; si se da la produccién de lisina descarboxilasa la
reaccion es alcalina y el medio mantiene color morado (Caffer, Terragno, & Binsztein,
2008).



Prueba de ureasa. La prueba se realizd tomando una colonia de bacterias y se inocul6
en caldo urea dejando incubar durante 24 horas. La prueba es positiva si se observa el
cambio de color en el medio de amarillo arojo cereza, si no presenta cambio de color
la prueba es negativa.

Prueba API 20 NE. Para esta prueba solo se utilizo colonias de bacterias con 24 horas
de crecimiento como lo indican las instrucciones del fabricante. Con un asa se tomo una
cantidad de colonia y se inoculd en 2 mL de solucion salina al 0.85% hasta obtener una
suspension de turbidez de 0.5 en la escala de McFarland (1.5x108 UFC/mL (Gliosca,
2010)). Luego se rellend los tubos de los ensayos desde el NO3s hasta el PNPG con la
suspension salina apoyando la punta de la pipeta en la pared de la clpula para evitar la
formacién de burbujas.

Posteriormente se transfiri6 200 pL de indculo con la turbidez antes mencionada a la
ampolla del medio APl AUX homogenizando con la pipeta sin formar burbujas. Con
este se inoculd los tubos y las clpulas desde la celda GLU hasta la celda PAC. Las
clpulas GLU, ADH, URE se rellenaron de parafina formando un menisco convexo.
Después de 24 horas de incubacion se hizo la lectura de las reacciones, afiadiendo
reactivos NIT 1y NIT 2 en la cipula NO3s, dejando actuar por cinco minutos. En la
clpula TRP se afiadid el reactivo JAMES. Los resultados positivos y negativos de cada
pocillo de reaccién se describen en el cuadro 3y esquema las reacciones se aprecian en
la figura 3.

La identificacion de bacterias se obtuvo a partir del perfil numérico de siete cifras. Los
cuales se determinaron por las reacciones de los test separados en grupos de tres, a cada
test se le asignd valores de 1, 2 y 4 respectivamente segin las instrucciones del
fabricante. De cada agrupacion se obtuvo una cifra a partir de la sumatoria de las
reacciones positivas Y se registraron en las hojas de resultados (Figura 4). Después de
obtener las siete cifras del perfil numérico se introdujeron en la base de datos del
software apiweb ™ para obtener la identificacién de bacterias.

Establecimiento de Cepario.

Preparacion de indculo para el cepario. De cada MM aislado se realizd una
suspension  equivalente al patrén ndmero 10 de la escala de McFarland (3x10°
UFC/mL). Luego se sumergid 10 discos de papel filtro en 5 mL de suspensién durante
3 minutos. Después de ese tiempo se dejaron secar los discos a 30 °C durante 10
minutos. Una vez secos los discos se depositaron dentro de sobres de papel cebolla y se
almacenaron a temperatura ambiente (Suarez, 2010).



Cuadro 3. Tabla de identificacién de reacciones APl 20 NE

Componente . . Resultados
Test activo Reaccion de enzimas Negativo Bositvo
NO3 Nitrato de reduccion de nitratos NIT1 + NIT2/ 5min
potasio en nitritos incoloro rosa-rojo
reduccion de nitratos a Zn/ 5min
nitrogeno rosa incoloro
TRP  L-triptofano formacién de indole JAMES/ inmediato
(triptofano) incoloro, verde rosa-rojo
palido/amarillo
GLU  D-glucosa formacion de indole azul averde amarillo
(glucosa)
ADH  L-arginina Arginina Dihidrolasa amarillo naranja/rosa/rojo
URE  Urea Ureasa amarillo naranja/rosa/rojo
ESC  Esculina citrato  hidrolisis (- amarillo gris/marron/
férrico glucosamina) (Esculina) negro
GEL  Gelatina (origen hidrolisis (proteasa) sin difusion difusion del
bovino) (gelatina) del pigmento pigmento negro
PNPG 4-nitrofenil-RD-  3-galoctosidasa(Para- incoloro amarillo
glactopiranosida  NitroFenil-RD-
Galactopiranosidasa)
GLU  D-glucosa Asimilacion (glucosa) transparencia turbio
ARA  L-arabinosa Asimilacion transparencia turbio
(arabinosa)
MNE D-manosa Asimilacion (manosa)  transparencia turbio
MAN  D-manitol Asimilacion (manitol) transparencia turbio
NAG  N-acetil Asimilacion (N-Acetil-  transparencia turbio
glucosamina Glucosamina)
MAL  D-maltosa Asimilacion (maltosa) transparencia turbio
GNT  Gluconato Asimilacion (gluconato  transparencia turbio
potasico potasico)
CAP  Acido caprico Asimilacion (acido transparencia turbio
) caprico)
ASI Acido adipico Asimilacion (acido transparencia turbio
adipico)
MLT  Acido mélico Asimilacion (malata) transparencia turbio
CIT Citrato solido Asimilacion (citrato transparencia turbio
trisolido)
PAC  Acido Asimilacion (acido transparencia turbio
fenilacético fenilacético)

Fuente: BIOMERIEUX, 2009
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de microorganismos a partir de biofertilizantes artesanales.

A partir de los diferentes biofertilizantes se obtuvo un total de siete colonias de MM, que
solamente se desarrollaron en el medio de crecimiento agar nutriente y PDA. De estos
medios de crecimiento se aislaron cuatro colonias de bacterias, dos colonias de levaduras,
y una colonia de hongos a las cuales se les asignd6 una nomenclatura (Cuadro 4). En el
medio AAV crecio la en el PDA. El medio Ashby fue incluido ya que es un medio
especifico para el crecimiento misma colonia de hongo que crecid de bacterias fijadoras de
nitrbgenos sin embargo no se obtuvo crecimiento en dicho medio de cultivo.

Cuadro 4. Colonias de MM aislado de los biofertilizantes artesanales.
N° total de

Muestra de colonias Colonias de Colonias de Colonias de
biofertilizante . bacterias levaduras hongos
aisladas
BFL1 1 BFL1-12
BFL2 2 BFL2-1 BFL2-2
BFS3 1 BFS3-1b
BFL4-1
BFL4 3 BFL4-3
BFL4-2

& BFL, biofertilizante liquido, muestra de biofertilizante 1, asiladol .
b BFS, biofertilizante solido, muestra de biofertilizante 3, aislado 1.

En los biofertilizantes BFL1, BFL2 y BFL4 se destaco la presencia de bacterias, mientras
que en el biofertilizante BFS3 solo se aisld colonias de levaduras. En todos los
biofertilizantes la diversidad de microorganismos fue baja.
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Purificacion, descripcion de morfologia colonial y celular de Microorganismos.

La descripcion morfoldgica colonial y celular de las cepas aisladas se describen en el
cuadro 5.

Cuadro 5. Descripcion de morfologia colonial y celular de los MM

Aa B Morfologia Morfologia
Colonial Celular
Bacteria Gram: positivo

Color: blanco Forma: bacilos
Forma: rizoide  esporulados
Elevacion:

plana

Textura:

cremosa

Borde:

lobulado

Superficie: lisa

Bacteria Gram: positivo
Color: amarillo  Forma: bacilos
Forma: circular no esporulados
Elevacion:

convexa

Textura:

cremosa

Borde: liso

Superficie:

lisa, brillante

Hongo
Color: verde
Forma:
filamentosa
Elevacion:
umbilicada
Textura:
pulverulenta
Borde:
desflecado
Superficie:

surcos radiales

Formacion de
Vesiculas y
conidi6foros
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Aa

Bt

Morfologia
Colonial

Morfologia
Celular

Levadura
Color: blanco
Forma:
irregular
Elevacion:
umbeliforme
Textura:
aterciopelada,
esponjosa

Borde: lobado

Superficie:

surcos radiales

Bacteria
Color:
amarrillo
péalido
Forma:
irregular
Elevacion:
convexa
Textura:
cremosa
Borde:
ondulado
Superficie:
lisa, brillante

Bacteria
Color:
translicido
Forma:
circular
Elevacion:
plana
Textura:
cremosa
Borde: liso

Superficie: lisa

brillante.

Forma:
Blastoconidio
piriforme.

Gram: positivo
Forma: cocos

Gram: positivo
Forma: cocos

12



Morfologia Morfologia
Colonial Celular
Levadura Forma:
Color: crema Blastoconidio
Forma: circular ovoide
Elevacion: alargado.
plana y

extendida

Textura:

cremosa

Borde: liso

Superficie: lisa

@ Morfologia colonial.
b Morfologia celular

El posible género de las levaduras se determind por la morfologia colonial y celular
observadas. Las caracteristicas de las cepas BFS3-1 y BFL4-3 corresponden al género
Saccharomyces sp y Candida sp respectivamente (Cuadro 5) (Mesa, Arcaya, Cafias,
Machado, & Calbo, 2004; Barnett,1992). Estos microorganismos cumplen funciones
importantes en suelo, aumentando principalmente el contenido de nitrégeno y fosforo en la
rizosfera (Lonhienne, et al., 2014). Segin reportes de literatura estos géneros de levadura
pertenecen al grupo de los microorganismos benéficos presentes en los biofertilizantes y
abonos organicos (Szymanski & Patterson, 2003). En el caso de las levaduras del género
Candida sp. se ha reportado que cumple funciones antagdnicas en el suelo, ya que reducen
la marchitez causada por Fusarium sp. a través de la produccion de metabolitos anti
fungicos difusibles (ElTarabily & Sivasithamparam, 2006).

Pruebas bioquimicas diferenciales para identificacion de bacterias.

Los resultados de las pruebas bioguimicas diferenciales realizadas a las colonias de
bacterias purificadas se muestran en el cuadro 6.

Prueba de la oxidasa. Esta prueba determina la presencia de la enzima citocromo C o
indofenol oxidasa en las células bacterianas (Enriquez, Viera, & Mendoza, 2010). Las cepas
BFL1-1, BFL4-1y BFL4-2 resultaron oxidasa positiva y la cepa BFL2-1 oxidasa negativa.

Prueba de la catalasa. Permite determinar si las bacterias son capaces de descomponer
peroxido de hidrogeno al 3% (H2 O2) en agua y oxigeno molecular (Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, 2013). En esta prueba las cuatro cepas de bacterias aisladas son
catalasa positiva.
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Prueba agar hierro triple azlcares (TSI). Este medio indica si las bacterias son capaces
de fermentar tres carbohidratos: glucosa, lactosa y sacarosa. También es posible detectar la
produccion de gas por la formacion de burbujas dentro del medio y la producciéon de acido
sulthidrico (Blanco, Castillo, & Diaz, 2016). El resultado de esta prueba determind que el
aislado BFL4-2 fermentd glucosa provocando la reaccion alcalina (k) en la superficie y
acida (a) en el fondo del medio. La cepa BFL1-1 hizo uso de la peptona aerGbicamente
provocando una reaccion alcalina (k) en la superficie y sin cambio de color en el fondo del
medio. Las cepas BFL2-1 y BFL4-1 utilizaron la peptona del medio de forma anaerdbica
provocando una reaccion alcalina en la superficie y en el fondo.

Prueba Agar hierro y lisina (LIA). Determina si las bacterias producen lisina
descarboxilasa, el cual se puede identificar por el cambio de pH en el medio (Blanco,
Castillo, & Diaz, 2016). En esta prueba se determind que la colonia BFL4-2 no produce
lisina provocando la acidez y el viraje a color amarillo en el fondo del medio. Las cepas
BFL1-1, BL2-1y BFL4-1 tuvieron una reaccion alcalina por lo tanto si se dio la produccion
de lisina descarboxilasa

Prueba de ureasa. La prueba determina la capacidad de los microorganimos para hidrolizar
la urea en dos moléculas de amoniaco, agua y dioxido de carbono por la accion de la enzima
ureasa (Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 2013). Unicamente la colonia BFL4-
1 tuvo una reaccién positiva en esta prueba.

Prueba API 20 NE. No se utilizd la base de datos de Bioremiux de esta prueba para la
identificacion, ya que todas las bacterias aisladas son gram positivas y no existen registros
de bacterias de estas caracteristicas dentro de esta base de datos. Sin embargo los sustratos
de API 20 NE entran dentro de las pruebas de identificacion de bacterias gram positivas
como de gram negativas (MacFaddin, 2000).

La cepa BFL1-1 present una reaccion negativa en la reduccion de nitratos en nitritos y de
nitratos en nitrogeno. No formd indole, tampoco fermentd glucosa, ni produjo la enzima
arginina dihidrolasa pero si la enzima ureasa. No se produjo la hidrdlisis de enzimas. Sin
embargo esta cepa si asimilé glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-Acetil-glucosamina,
gluconato potasico, acido caprico, acido malico y citrato trisodico (Cuadro 6). Las
reacciones se pueden observar en la figura 4.
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Figura 4. Reaccion Api 20 NE de la cepa BFL1-1
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La cepa BFL2-1 fue capaz de reducir nitratos a nitritos y nitratos a nitrogeno, no fermentd
glucosa ni produjo las enzimas arginina dihidrolasa y ureasa (Figura 5). Si presentd la
asimilacion de glucosa, de arabinosa, de manosa, de manitol, de N-Acetil-glucosamina, de
maltosa, gluconato potésico, acido caprico, acido malico y citrato trisddico, de acido malico
(Cuadro 6).
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Figura 5. Reaccion Api 20 NE de la cepa BFL2-1.

Las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las cepas BFL1y BFL2 determinaron que
estos micoorganismo pertenecen al género de Bacillus sp. (Bergey's Manual of Determinate
Bacteriology, 1994). Las diferencias en reaccidn en las pruebas bioguimicas pueden ser un
indicador de que las cepas BFL1-1y BFL2-1 pertenecen a distintas especies de Bacillus sp
(Logan & De Vos, 2009). Los Bacillus sp son microorganismos anaerobicos o aerobios
facultativos, se encuentran en los suelos y plantas donde tienen un papel importante en el
ciclo del carbono y nitrgeno (Cuervo, 2010).

Este género se caracteriza por solubilizar fosfatos beneficiando el desarrollo de las plantas,
algunas especies se los conoce como agentes patdgenos de insectos, provocando la muerte
de muchos de ellos, por lo que algunas especies de este género son utilizadas para elaborar
bioplaguicidas (Stahly, Robert, Andrews, & Yousten, 2006). El Bacillus sp. pertenece al
grupo de microorganismos benéficos, presente enabonos organicos Y biofertilizantes (Higa
& James, 1994, Logan & De Vos, 2009).

La cepa BFL4-1(Figura 6) no redujo nitratos, ni fermentd glucosa, tampoco presentd la
produccion de enzimas. Solo presentdé asimilacion de arabinosa, de gluconato potasico,
acido caprico, acido malico Yy citrato trisddico (cuadro 6). Estas caracteristicas se asemejan
a las del genero de Micrococcus sp (Bergey's Manual of Determinate Bacteriology , 1994;
Cohn, etal., 2012).
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Figura 6. Reaccion Api 20 NE de la cepa BFL4-1

Este género de microorganismos se encuentra en el aire, el suelo, en la piel de animales y
humanos, agua dulce y en algunas plantas (Kocur, Kloos, & Schileifer, 2006). Se encarga
de solubilizar los fosfatos presente en el suelo, pero la funcion mas importante que
desempefia es producir sider6foros que facilitan la conduccién de hierro para las plantas y
para otros microorganismos benéficos (Bhardwaj, Ansari, Sahoo, & Tuteja, 2014). Algunas
especies de Micrococcus sp son utilizados para la degradacién de hidrocarburos en el suelo
(Santhini, Myla, Sajani, & Usharani, 2009).

La cepa BFL4-2 (Figura 7) presentd reduccion de nitratos anitritos y de nitratos a nitrégeno,
tambien fermentd glucosa e hidrolizd las enzimas R-glucosidasa. La bacteria asimilo
glucosa, arabinosa, manosa, maltosa, acido malico y citrato trisodico (cuadro 6). Estas
caracteristicas son similares a las del género Streptococcus sp (Holt, Krieg, Sneath, Stley,
& Williams, 1994).
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Figura 7. Reaccion Api 20 NE de la cepa BFL4-2.

Seguin Whiley & Hardie (2009), este género es un microorganismos quimiorganotrofo con
metabolismo fermentativo, fermenta carbohidratos como la glucosa, los requerimientos
nutricionales son complejos y variables. Son capaces de asimilar N- Acetil-glucosamina,
glucosa, lactosa, manosa, arabinosa, manitol, acido caprico, acido malico.

Algunas especies del genero Streptococcus sp producen sustancias bioactivas acidas como
el &cido lactico, que ayudan a controlar las enfermedades del suelo causadas por otros
microorganismos Yy ademas acelerar la descomposicion de la lignina presente en el suelo
(Javaid, 2011). Mayormente se puede encontrar Streptococcus sp junto con otros géneros
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como Lactobacillus sp, y Bacillus sp con quienes su actividad antagbnica es mas eficiente
(Husen, Simanungkalit, Saraswati, & Irawan, 2007).

La colonia de hongos pertenece ala cepa BFL2-2 la cual no se identificd debido a que su
estructura de reproduccion no es una estructura que comdnmente se encuentre en atlas de
identificacion de hongos, por lo que para su identificacion se necesita realizar pruebas
moleculares de reaccion en cadena de la polimerasa y secuenciacion. Las caracteristicas de
la colonia de la cepa BFL2-2 son: hongo verde, con formacion de esporas y conidios
(Cuadro 5).

Cuadro 6. Resultados de las pruebas bioquimicas

Test Colonias aisladas

BFL1 BFL2-1 BFL4-1 BFL4-2

Gram + + + +
KOH (0.3%) - -

Oxidasa + - + +
Catalasa + + + +

TSI k/sc k/k k/k k/a
LIA k/k k/k k/k k/a
Ureasa - - + -
NO3 - + - +
TRP - - - -
URE + - :
ESC - - -
GEL -
PNPG -
GLU +
ARA +
MNE +

+

+

o+ o+

+

MAN
NAG
MAL -
GNT
CAP
ADI -

MLT +
CIT +

PAC -

+ + + 4+ + + + + +
| I |
+ + + + + + 4+ +

1
+ + + + +
1

+ + +
+ + +

Fuente: BIOMERIEUX, 2009
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Establecimiento de Cepario.

Se obtuvo como resultado de 5 a 10 discos de papel filtro con cepas por cada microrganismo
purificado, ademds las siete cepas se conservaron en frascos con medio de crecimiento
sembrados por duplicado y almacenados en el laboratorio de microbiologia ambiental.

Figura 8. Coleccion de cepario de MM

Es importante destacar la poca diversidad de microorganismos en los biofertilizantes
analizados. Esto posiblemente se debid a la presencia de algunos ingredientes como las
plantas aromaticas, que forman metabolitos secundarios conocidos como aceites esenciales.
Estos metabolitos poseen propiedades antisépticas (Bakkali, Averbeck, Averbeck, &
Idaomar, 2008). Los compuestos que forman los aceites esenciales identificados como
antibacterianos eficaces son: Carvacrol, timol, eugenol, perilaldehido, cinamaldehido y
acido cindmico (Burt, 2004).

Entre los ingredientes de dichos biofertilizantes se encuentran los citricos cuyos aceites
esenciales se ha reportado tienen capacidad inhibidora contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas. La mayoria de los aceites esenciales citricos estan formados por
monoterpenos, alcoholes, aldehidos y ésteres los cuales en su mayoria actdan como
bactericidas o repelentes (Fisher & Phillips, 2008). A este grupo de formadores de aceites
esenciales también pertenecen el clavo de olor y la canela que también forman parte de los
biofertilizantes analizados (Burt, 2004).

El chile (Capsicum annum) contiene antioxidantes que cumplen funciones antimicrobianas
y repelente de insectos (Moreno-Limon, Salcedo-Martinez, Cérdenas-Avila, Hernandez-
Pifiero, & Nufiez-Gonzalez, 2012). El extracto de hojas y semillas de chile, es utilizado en
la medicina tradicional para combatir infecciones, y en la agricultura para inhibir el
crecimiento de microorganismos (Cichewicz & Thorpe, 1996).

Se ha demostrado que un amplio grupo de bacterias, hongos, protozoos y virus son sensibles
al extracto de ajo. El ajo contiene de 1 a 3% de compuestos azufrados (Ankri & Mirelman,
1999). El agente antimicrobiano que contiene el ajoes la alicina (dialil tiosulfinato), enzima
que se forma cuando los dientes de ajo se trituran. Cuando se rompe el diente de ajo, el
contacto entre la enzima alil-alquilsulfonato-liasa y alilina (un amino&cido no proteico S-
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alilicisteina S-06xido) induce a la formacién de alicina en el extracto. Esta molécula volatil
es poco soluble en agua y da al ajo recién triturado su olor caracteristico. Las soluciones
diluidas de alicina inhiben el crecimiento de Gram negativas como de Gram positivas
(Marchese, etal., 2016).

Las formulaciones de los biofertilizantes contienen ingredientes como la cebolla, ajo, chile;
que también cumplen la funcién de repelentes, mientras que el alcohol, agua ardiente, el
jengibre y la canela cumplen una funcién antiséptica (Londofio, 2006). Estos ingredie ntes
reducen el crecimiento de MM y cambia la funcion de los biofertilizantes a repelentes de
insectos (Garden City Composting, 2002).

En la mayoria de las formulaciones de biofertilizantes a base de microorganismos
eficientes, Unicamente tienen como ingredientes melaza, agua sin cloro o sin tratamiento y
los microorganismos activados (Martinez-Campo, Sanchez-Acosta, Morales-Velasco, &
Alonso-Prado, 2014). Segun Ul Hassan & Bano, (2016) es necesario agregar fuentes de
carbohidratos como casulla de arroz, melaza, cascarilla de cafia para el crecimiento
microbiano.
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4.  CONCLUSIONES

e La mayoria de los microorganismos aislados fueron de tipo Gram positivos, los cuales
han sido reportados en la literatura como componentes comunes de biofertilizantes
agricolas.

e Todos los biofertilizantes analizados presentan baja diversidad de MM. Debido a las
propiedades de los ingredientes de cada formulacién, que modifican el ambiente éptimo
para el crecimiento y desarrollo de los microorganimos.

e Los ingredientes utilizados en la formulacion de las mezclas analizadas los convierten
en bioplaguicidas y no pueden ser considerados como biofertilizantes.
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5. RECOMENDACIONES

En un estudio posterior reformular los biofertilizantes para obtener una mayor presencia
de MM y que estos tengan una funcion como fertilizante.

Para futuras investigaciones reconfirmar los géneros e identificar especies de MM
mediante pruebas moleculares, para conocer mas a fondo las actividades antagonicas de
los MM.

Difundir las funciones e importancia de cada ingrediente antes de ser adicionado a los
biofertilizantes, ya que muchos de estos cumplen funciones bactericidas y modifican la
presencia de MM.

Educar a los productores y darles a conocer la diferencia entre un bio-pesticida y un
bio-fertilizante.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Componentes de medio ASHBY

Reactivo Cantidad para 1000 mL de medio
Sacarosa 209
KHsPO4 1lg
FeSOs+ 7H2.0 0.005 g
MgSOq4 0.2g
NaCl 0.2¢
CaCh+2H20 0.2g
Agar 159

Anexo 2. Componentes de medio Agar avena

Reactivo Cantidad para 1000 mL de medio
Avena 304¢
Agar 15¢g

Anexo 3. Componentes de medio Agar nutriente

Reactivo Cantidad para 1000 mL de medio

Agar nutritivo 239

Anexo 4. Componentes de medio PDA

Reactivo Cantidad para 1000mL de medio

Papa dextrosa agar 199
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Anexo 5. Prueba de catalasa en las cepas BFL1-1, BFL2-1, BFL4-1, BFL4-2
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