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RESUMEN 
 

Los fertilizantes químicos, han sido reportados como causantes de diversos 

problemas, incluidos la contaminación atmosférica y subterránea, la acidificación 

del suelo, la eutrofización, la disminución de la fertilidad, la pérdida de biodiversidad 

y el alto consumo de energía en los procesos de síntesis. En este contexto, se han 

realizado grandes esfuerzos para reemplazar los fertilizantes químicos con 

biofertilizantes amigables con el medio ambiente. La presente investigación brinda 

una oportunidad de sustitución a la fertilización química, al desarrollar un consorcio 

microbiano con propiedades biofertilizantes.  

El desarrollo del trabajo involucró la caracterización microbiológica y molecular de 

la microbiota cultivable de 4 bioinsumos comerciales provenientes del occidente y 

norte de Nicaragua. Como resultado de la caracterización morfológica se obtuvo: 22 

bacterias de forma bacilar (15 Gram positivas y 7 Gram negativas) y 1 de forma 

cocal Gram positiva, 6 hongos filamentosos y 1 hongo levaduriforme. Para la 

identificación molecular, se obtuvieron los arboles filogenéticos a través de la 

bioinformática aplicada a los resultados de la extracción y secuenciación del ADN 

(gen ADNr 16S para bacterias y región ITS1-ITS4 para hongos filamentosos). Se 

logró la identificación molecular del 93% (28 de 30) microorganismos aislados (23 

bacterias: 12 especies, 11 géneros; 5 hongos filamentosos: 4 especies y 1 género). 

Encontrándose en los Bioisumos zona norte: muestra TS: 5 bacterias (Bacillus 

pumilus, Bacillus thuringiensis, 2 Bacillus sp. y Stenotrophomonas sp.) y 3 hongos 

filamentosos (Monascus pupureus, Neosartorya glabra y Aspergillus flavus- 

reportado como patógeno para cultivos); muestra LS: 6 bacterias (Bacillus 

megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus sp., 2 Stenotrophomonas sp. y Paenibacillus 

sp.); muestra LL: 3 bacterias (Bacillus Megaterium, Staphylococcus succinus y 

Bacillus sp.) y 2 hongos filamentosos (Byssochlamys nívea ï reportado como 

contaminante en fruta procesada y uno no secuenciado). Zona de occidente, 

muestra DCL: 9 bacterias (2 Lysinibacillus macroides, Bacillus subtilis, Bacillus 

flexus, Bacillus cereus ï patógeno para ser humano, Agrobacterium tumefaciens, 2 

Bacillus sp. y una Stenotrophomonas sp.) y 1 hongo levaduriforme - no secuenciado. 

Se observó que el 75% de los bioinsumos analizados contienen al menos una cepa 

contaminante y solo un 25% están libres de patógenos, esto muestra gran 

diversidad microbiana y falta de calidad evidenciada por la presencia de patógenos 

en los bioinsumos que son perjudiciales para la planta y el ser humano.  

Las pruebas de antagonismo se realizaron entre 9 bacterias promisorias, 

seleccionadas de la revisión de aplicaciones biotecnológicas de las cepas en 

estudio. Como resultado 4 bacterias fueron seleccionadas para formar el consorcio 

entre ellas: Bacillus megaterium (promotor de crecimiento vegetal (PGPR), 
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solubilización de fosfato, fijador de nitrógeno y productor de ácido indolacético (AIA)) 

Bacillus marisflavi (fijador nitrógeno), Exiguobacterium aurantiacum (productor AIA) 

y Pseudomona mendocina (como movilizador de nutrientes (solubiliza Fe y P) y 

estimulador de biomasa). Mediante las pruebas de estabilidad al consorcio, se 

demostró por un periodo de 2 meses (que se siguió su análisis en refrigeración), 

que mantiene un número de células viables en el orden de 104 a 108 UFC/mL.  

La evaluación de la aplicación del consorcio biofertilizante en los cultivos de 

chiltoma, rábano y pepino al realizar el análisis de varianza (ANOVA) y prueba de 

comparacion de medias de Tukey a variables de desarrollo vegetativo y cosecha, a 

nivel estadístico los tres tratamientos (To, TB y TQ) no muestran diferencias 

significativas entre ellos (p>0.05). En general, se pudo concluir que el consorcio 

biofertilizador propuesto, resulta prometedor como una alternativa al uso de los 

fertilizantes químicos, amigable con el ambiente y no perjudicial al ser humano que 

debe ser considerado para el desarrollo la agricultura sostenible en Nicaragua. 
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ABSTRACT  
 

Chemical fertilizers have been reported as causing several problems, including 

atmospheric and underground pollution, soil acidification, eutrophication, reduced 

fertility, loss of biodiversity and high energy consumption in synthesis processes. In 

this context, great efforts to replace chemical fertilizers with environmentally friendly 

biofertilizers have been made. This research provides an opportunity for chemical 

fertilization substitution, by developing a microbial consortium with biofertilizing 

properties. 

The development involved the microbiological and molecular characterization of the 

cultivable microbiota of 4 commercial inoculants from western and northern 

Nicaragua. As a result of the morphological characterization it was obtained: 22 

bacteria of bacilar form (15 Gram positive and 7 Gram negative) and 1 of cocal Gram 

positive form, 6 filamentous fungi and 1 levaduriform fungus. For molecular 

identification, phylogenetic trees were obtained through bioinformatics applied to the 

results of DNA extraction and sequencing (16s rDNA gene for bacteria and ITS1-

ITS4 region for filamentous fungi). The molecular identification of 93% (28 of 30) 

isolated microorganisms (23 bacteria: 12 species, 11 genera; 5 filamentous fungi: 4 

species and 1 genus) was achieved. Found in the Northern zone Inoculant: TS 

sample: 5 bacteria (Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis, 2 Bacillus sp. and 

Stenotrophomonas sp.) and 3 filamentous fungi (Monascus pupureus, Neosartorya 

glabra and Aspergillus flavus- reported as pathogen for crops); LS sample: 6 

bacteria (Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus sp., 2 Stenotrophomonas 

sp. and Paenibacillus sp.); LL sample: 3 bacteria (Bacillus Megaterium, 

Staphylococcus succinus and Bacillus sp.) and 2 filamentous fungi (Byssochlamys 

nívea - reported as contaminant in processed fruit and one fungi ïnot sequenced). 

West zone, DCL sample: 9 bacteria (2 Lysinibacillus macroides, Bacillus subtilis, 

Bacillus flexus, Bacillus cereus - pathogenic for humans, Agrobacterium 

tumefaciens, 2 Bacillus sp. and one Stenotrophomonas sp.) And 1 levaduriform 

fungus - not sequenced. It was observed that 75% of the analyzed inoculant contain 

at least one contaminating strain and only 25% are free of pathogens, this shows 

great microbial diversity and lack of quality evidenced by the presence of pathogens 

in the inoculant that are harmful to the plant and the human being. 

Antagonism tests were performed among 9 promising bacteria, selected from the 

review of biotechnological applications of the strains under study. As a result, 4 

bacteria were selected to form the consortium among them: Bacillus megaterium 

(plant growth promoter (PGPR), phosphate solubilization, nitrogen fixer and 

indolacetic acid producer (AIA)) Bacillus marisflavi (nitrogen fixer), Exiguobacterium 

aurantiacum (producer AIA) and Pseudomona mendocina (as nutrient mobilizer 

(solubilizes Fe and P) and biomass stimulator). Through the stability tests to the 
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consortium, it was demonstrated for a period of 2 months (which was followed by 

cooling analysis), which maintains a number of viable cells in the order of 104 to 108 

CFU / mL. 

The evaluation of the biofertilizing consortium in sweet paper, radish and cucumber 

crops when performing the analysis of variance (ANOVA) and comparison test of 

Tukey means to variables of vegetative development and harvest, at the statistical 

level the three treatments (To , TB and TQ) do not show significant differences 

between them (p> 0.05). In general, it could be concluded that the proposed 

biofertilizer consortium is promising as an alternative to the use of chemical 

fertilizers, friendly to the environment and not harmful to the human being that should 

be considered for development a sustainable agriculture in Nicaragua. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

Nicaragua enfrenta el reto y la disyuntiva de producir suficientes alimentos para una 

población en crecimiento, pero al mismo tiempo implementar prácticas agrícolas 

sostenibles. En las últimas seis décadas, la aplicación de fertilizantes químicos ha 

desempeñado un papel crucial a nivel mundial para aumentar el rendimiento y el 

mantenimiento de los cultivos, así como el suministro adecuado de alimentos 

(Chaudhary et al., 2017). Los fertilizantes químicos, han sido reportados como 

causantes de diversos problemas, incluidos la contaminación atmosférica y 

subterránea, la acidificación del suelo, la eutrofización, la disminución de la 

fertilidad, la pérdida de biodiversidad y el alto consumo de energía en los procesos 

de síntesis (Mahanty et al., 2017). En este contexto, se han realizado grandes 

esfuerzos para reemplazar los fertilizantes químicos por biofertilizantes amigables 

con el medio ambiente (Mikhak et al., 2017). 

El mejorar la eficiencia de los fertilizantes minerales mediante el aprovechamiento 

de estrategias microbianas no se puede lograr a menos que diseñemos, probemos 

y desarrollemos formulaciones que demuestren su eficiencia de manera constante 

(Bargaz et al., 2018). Uno de los mayores desafíos del campo de inoculantes 

microbianos es prosperar haciendo uso de un consorcio microbiano eficiente, que 

se basa en diversas cepas que exhiben propiedades de microorganismos 

promotores del crecimiento de las plantas (PGPM, por sus siglas en inglés) 

(Hashem et al., 2016). Por lo tanto, la disponibilidad de biofertilizantes de alta 

calidad debe ser una prioridad, especialmente en países donde la producción 

agrícola juega un papel clave en la economía y la seguridad alimentaria (Lesueur et 

al., 2016). 

La presente investigación se enfocó en el desarrollo de un consorcio microbiano a 

partir de aislados autóctonos de microorganismos contenidos en bioinsumos 

comerciales (artesanales), caracterizados microbiológica y molecularmente 

(secuenciando el ADNr 16S para bacterias y la región ITS1-ITS4 para hongos 

filamentosos), para su respectiva identificación a nivel de especie. Posteriormente, 

se realizó una selección de aquellos microorganismos que exhibieron propiedades 

PGPM y que no presentaron antagonismo invitro entre ellos. El proceso culminó con 

la evaluación del consorcio obtenido a nivel de su estabilidad como producto 

biológico y su aplicación en macrotúnel a cultivos de interés agrícola; con lo que se 

espera contribuir al impulso de la industria biotecnológica nacional, mejorar la 

calidad ambiental y la producción sustentable de alimentos.   
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II. ANTECEDENTES  
 

Los biofertilizantes son una de las herramientas más importantes en la agricultura 

moderna y la agroalimentación, así como una fuerza económica impulsora en el 

futuro cercano. Además, los fertilizantes biológicos también desempeñan un papel 

importante como métodos prometedores para aumentar el uso eficiente de los 

recursos hídricos y terrestres, reduciendo la contaminación ambiental. Por lo tanto, 

los enfoques biotecnológicos amigables con el medio ambiente pueden ofrecer 

alternativas a los productos químicos fertilizantes (El-Ghamry et al., 2018). Las 

bioformulaciones para la promoción del crecimiento de las plantas continúan 

inspirando la investigación y el desarrollo en muchos campos (Arora et al., 2010). A 

nivel mundial se han realizado numerosas investigaciones que intentan caracterizar 

los bioinsumos, así como demostrar el potencial biofertilizante de muchos 

microorganismos solos o en consorcios, entre estas podemos citar:  

 Herrmann et al., (2015) caracterizaron el contenido microbiano de 65 

biofertilizantes comerciales fabricados en los Estados Unidos, el Reino 

Unido, Australia, Sudáfrica, Tailandia, Kenia y Argentina. Los resultados 

mostraron que el 64% de los productos contenía una o varias cepas de 

contaminantes, mientras que solo el 36% de los productos podían 

considerarse puros. Los inoculantes rizobiales generalmente fueron de mejor 

calidad que los otros productos basados en PGPR, y el 40% de los 

biofertilizantes probados no contenían ninguna de las cepas declaradas, sino 

solo contaminantes, entre los cuales se encontraron patógenos para el 

humano como Comamonas testosteroni o Serratia marcescens. Estos 

resultados resaltan la necesidad de sistemas de control de calidad, para 

garantizar que los inoculantes eficaces lleguen a los usuarios finales. 

 

 Gupta et al., (2012) evaluaron el efecto de cuatro bacterias solubilizadoras 

de fosfato (PSB) sobre el crecimiento y el contenido de aloína A de Aloe 

barbadensis, en el suelo que contiene fosfato tricálcico (TCP). Se 

identificaron PSB basándose en la secuenciación del gen 16S rRNA como 

Pseudomona synxantha, Burkholderia gladioli, Enterobacter hormaechei y 

Serratia marcescens. Estos PSB solubilizaron 25ï340 g mLī 1 de TCP en la 

fase líquida. El tratamiento de plantas con PSB individual o una mezcla de 

estos (en consorcio), incrementa la absorción de P, el P disponible en el suelo 

y el crecimiento de las plantas. El aumento en el contenido de aloína A debido 

a una mayor producción de biomasa vegetal y biomasa unitaria fue de 673%, 

294%, 276%, 119% y 108% en plantas tratadas con un consorcio de PSB, P. 

synxantha, S. marcescens, B. gladioli, y E. hormaechei en el suelo 

modificado por TCP, respectivamente. 
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 Por otro lado, Borda et al., (2009) realizaron un estudio para producir un 

biofertilizante a partir de un aislamiento de Azotobacter Nigricans. El 

aislamiento de las bacterias fijadoras de nitrógeno se realizó en medio Ashby-

benzoato a parir del suelo de un cultivo de Stevia rebaudiana Bert. Los 

aislamientos identificados como Azotobacter nigricans fueron evaluados 

mediante una cinética de crecimiento y la cepa con mayor velocidad se utilizó 

para la elaboración por fermentación discontinua de un biofertilizante. La 

evaluación preliminar del biofertilizante se realizó mediante su inoculación en 

3 eras de un cultivo de S. rebaudiana Bert y el rendimiento se determinó con 

base en la producción de biomasa y concentración de glucósidos. La 

evaluación preliminar en campo mostro una relación positiva entre el 

aumento de la concentración de glucósidos en las hojas de S. rebaudiana y 

una mayor producción de biomasa en respuesta a la aplicación del 

biofertilizante. 

 

 Farfan, (2017) realizó una investigación con el objetivo de identificar posibles 

microorganismos viables en la formulación de un bioinsumo fertilizante. Se 

aislaron bacterias nativas no patógenas de los suelos de cultivo con 

capacidad fijadora de nitrógeno N, movilizadora de fósforo P y potasio K; tres 

cepas seleccionadas se emplearon en experimentación invitro basada en el 

Diseño estadístico Completamente Aleatorizado DCA con seguimiento 

semanal durante dos meses, midiendo las concentraciones de N, P y K en 

los suelos inoculados. Para determinar estadísticamente la fijación / 

movilización de los nutrientes a los suelos por parte de las bacterias se 

implementó un Análisis de Varianza ANOVA empleando el paquete 

estadístico IBM SPS Statistics. 

 

 Méndez-Úbeda et al., (2018), efectuaron la investigación orientada al 

aislamiento e identificación morfológica y molecular de microorganismos 

nativos de Nicaragua partiendo de bioinsumos artesanales, en la búsqueda 

de bacterias (Bacillus subtilis) antagonistas de hongos fitopatógenos; para lo 

cual, se realizaron ensayos de antagonismo contra los hongos identificados 

como Alternaría  alternata , Fusarium equiseti y Fusarium sp, tanto invitro a 

través de la confrontación dual de las bacterias con potencial antagónico de 

los hongos fitopatógenos evaluados, como en condiciones de invernadero en 

el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L); siendo esta la primera fase en 

el desarrollo de un producto biológico nacional que tendrá como ingrediente 

activo Bacillus subtilis, reportada como antagonista de un amplio rango de 

hongos y que será usado para el control de enfermedades en cultivos de 

interés agrícola.   
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III. JUSTIFICACIÓN  
 

La agricultura del mañana, desafiada por la creciente demanda mundial de 

alimentos, la escasez de tierras cultivables y los recursos junto con las múltiples 

presiones ambientales, debe gestionarse de manera inteligente a través de 

enfoques modernos sostenibles y ecoeficientes; ésta debe ser más productiva, 

sostenible y respetuosa con el medio ambiente (Bargaz et al., 2018). La excesiva 

dependencia de los fertilizantes químicos para producir más cultivos 

inevitablemente daña la ecología ambiental y la salud humana con gran severidad 

(Mahanty et al., 2017). Un uso intensivo de la tierra y de agroquímicos, provoca 

agotamiento de los suelos debido a la explotación de grandes cantidades de 

elementos nutritivos, produciendo una disminución progresiva de la fracción 

orgánica del suelo (Trujillo, 2012). Un ambiente infértil dificulta la producción de 

nuevos cultivos, debido a que las plantas se vuelven más vulnerables a 

enfermedades y como consecuencia la producción agrícola disminuye en cantidad 

y calidad (Portero, 2014).  

La explotación de microorganismos como biofertilizantes se considera en cierta 

medida una alternativa a los fertilizantes químicos en el sector agrícola debido a su 

gran potencial para mejorar la producción de cultivos y la seguridad alimentaria 

(Mahanty et al., 2017). Los biofertilizantes, pueden estar formados por cepas 

individuales o en consorcios microbianos. Los microorganismos que lo conforman 

son beneficiosos tanto para la planta como para el suelo, se pueden aplicar en la 

semilla, la raíz o el suelo. Su principal objetivo es movilizar la disponibilidad de 

nutrientes con base a su actividad biológica, como: la fijación de nitrógeno y la 

solubilización del fósforo; también ayudan a recuperar la microbiota perdida y a su 

vez, mejorar la salud del suelo en general (Afanador, 2017). Desde el punto de vista 

ecológico, se hace necesario conocer los integrantes de la comunidad microbiana 

donde se localiza el cultivo, con el fin de potenciar su acción y favorecer su posterior 

aplicación como inoculantes (Otero, 2011). 

El mercado de biofertilizantes se valoró en USD 946.6 millones en 2015; se proyecta 

que crezca a una tasa compuesta anual de 14.08% de 2016 a 2022 (Micro Market 

Monitor, 2015). En el documento de estrategia nacional para el fomento de la 

producción orgánica en Nicaragua, 2005. Se expone que en el país, existen serias 

limitaciones en la oferta y desarrollo de bienes y servicios orientados a la producción 

orgánica, uno de los casos particulares son los bioinsumos (biofertilizantes y 

biocontroladores de plagas) producidos a nivel local, la mayoría de estos productos 

poseen un bajo nivel tecnológico, por lo que se desconoce las alternativas de 

biocontrol (parasitoides, presencia del tipo de microorganismos, otros), no se tiene 

estudios del espectro de funcionamiento de los mismos. Sumado a esto, las 

instituciones públicas que deberían de regular este tipo de productos, desconocen 
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el tema, por lo que estos bioinsumos no cuentan con certificación, ni están 

registrados según lo indican las regulaciones para la certificación orgánica. 

El poder generar una alternativa de fertilización amigable con el medioambiente, 

que permita la intensificación sostenible de la agricultura a través de ampliar las 

opciones de la producción orgánica o como complemento al uso de fertilizantes 

sintéticos, que apunten a aumentar la rentabilidad llegando a mercados 

internacionales con altos estándares y mayor poder adquisitivo, es un reto y en este 

contexto, la investigación estuvo orientada al aislamiento e identificación 

morfológica y molecular de microorganismos nativos de Nicaragua partiendo de 

bioinsumos artesanales; definiendo sus aplicaciones y seleccionando las más 

promisorias como PGPM, se realizaron ensayos de antagonismo invitro a través de 

inhibición simultánea de bacterias y se desarrolló un consorcio microbiano con 

propiedades biofertilizantes, compuesto de: Bacillus megaterium, Bacillus 

marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum, Pseudomona mendocina, el cual fue 

evaluado en condiciones de macrotúnel en los cultivos de chiltoma (Capsicum 

annuum L.), rábano (raphanus sativus) y pepino (Cucumis sativus); siendo ésta la 

primera fase de la certificación del contenido microbiológico de bioinsumos, así 

como para la estandarización e impulso de agro productos innovadores.  Sentando 

las bases para la configuración de acciones que permiten el desarrollo de la 

industria biotecnológica nacional. 
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IV. OBJETIVOS  
 

4.1. OBJETIVO GENERAL 
 

ü Desarrollar un consorcio de microorganismos autóctonos aislados de 

bioninsumos comerciales (artesanales), para aplicarlo como biofertilizante en 

cultivos de interés agrícola.   

 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

ü Analizar el contenido microbiano de bioinsumos comerciales fabricados en 

Nicaragua, por sus características morfológicas e identificación molecular de 

acuerdo a su filogenia.  

 

ü Realizar pruebas de antagonismos entre cepas seleccionadas por sus usos 

y aplicaciones de interés de la revisión de bases de datos, que serán usadas 

en consorcio para un producto biofertilizante. 

 

ü Evaluar el consorcio microbiano con propiedades biofertilizante a nivel de 

laboratorio, considerando pruebas de estabilidad del bioproducto y su efecto 

en macrotúnel sobre cultivos de interés agrícola. 
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V. MARCO TEÓRICO  
 

5.1. CONTENIDO MICROBIANO  

Actualmente se han desarrollado herramientas y técnicas bioquímicas, microbianas 

y moleculares muy avanzadas que proporcionan métodos precisos y rápidos para 

determinar la diversidad microbiana en cualquier ecosistema. Alrededor del 99% de 

los microbios en el medio ambiente no son cultivables; por lo tanto, se requieren 

muchos más esfuerzos para hacerlos cultivables y luego identificables (Pathak and 

Kumar, 2016).  

5.2. TECNOLOGÍA DE INOCULACIÓN (BIOINSUMOS)  

Los inoculantes de PGPM pueden definirse como formulaciones que contienen una 

o más cepas (o especies) de microorganismos benéficos preparados con un 

material portador económico y fácil de usar. El desarrollo de técnicas para la 

producción de grandes cantidades de inóculos puros, con alto potencial de 

infectividad, es el principal problema que debe abordarse para permitir un amplio 

uso de los biofertilizantes. Los aspectos claves de la tecnología de inoculación con 

PGPM son el uso de una formulación adecuada de preparaciones de inóculos, la 

selección de un portador adecuado y el diseño de métodos de administración 

correctos (Malusá 2012). 

La Norma Técnica Obligatoria Nicaragüense de Insumos Agrícolas - Bioinsumos y 

Sustancias Afines NTON 11 048 - 16. Define bioinsumo como: ñProductos 

elaborados a partir de organismos benéficos tales como bacterias, hongos, virus, 

nematodos e insectos, extractos naturales obtenidos de plantas y compuestos 

bioactivos microbianos que pueden ser utilizados en la producción agrícola para el 

manejo de las plagas o promover el crecimiento y desarrollo de las plantasò.  

5.3. SIEMBRA Y CULTIVO DE MICROORGANISMOS 

La siembra o inoculación consiste en introducir artificialmente una porción de 

muestra o inóculo en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano. 

Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para 

el crecimiento (Santambrosio y Ortega, 2009). El cultivo de los microorganismos se 

realiza con el fin de proporcionales las condiciones físicas, químicas y nutritivas 

adecuadas para que puedan multiplicarse de forma controlada, esto se debe 

efectuar asépticamente, con medios de cultivos e instrumentos esterilizados y 

trabajar fuera de toda corriente de aire, utilizando un mechero o bien flujo laminar 

para crear un ambiente estéril (Méndez-Úbeda et al., 2018). 
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Existen diversos tipos de siembra de microorganismos de acuerdo al medio utilizado 

y los requerimientos del microorganismo a estudiar, según Santambrosio y Ortega, 

(2009) se destacan:  

a) Siembra por inmersión: consiste en colocar el inóculo en una placa Petri y 

sobre el mismo verter el medio de cultivo fundido, este método se utiliza para 

microorganismos aerobios;  

b) Siembra en superficie: en esta el medio de cultivo fundido se vierte sobre 

una placa Petri y se deja gelificar, luego el inóculo se coloca sobre la 

superficie con ayuda de una espátula de Drigalsky y se extiende hasta su 

absorción total por el medio de cultivo, este tipo de siembra es recomendado 

para microorganismos aerobios estrictos. 

c) Siembra por estrías: la cual consiste en verter el medio de cultivo sobre una 

placa Petri y dejarlo gelificar, como lo muestra la Figura 1, posteriormente en 

los cuatro puntos cardinales de la placa se trazan estrías perpendiculares lo 

más separadas posibles para identificar diferentes morfologías en el 

crecimiento de los microorganismos  

 

 
Figura 1. Técnica de siembra por estrías. (a) Se muestra un patrón de rayas típico, (b) así como 

un ejemplo de una placa rayada (Prescott et al., 2008).  

 

5.4. IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA DE MICROORGANISMOS 

Todos los organismos vivos se pueden dividir en dos tipos celulares: eucariotas y 

procariotas. Tienen estructuras en común como la membrana celular, los ribosomas 

encargados de la síntesis proteica y el ácido desoxirribonucleico (ADN) portador de 

la información genética (Pírez y Mota, 2006). Dentro de este esquema, las bacterias 

son microorganismos unicelulares procariotas, en este reino, según criterios 

evolutivos, se diferencian el grupo de las eubacterias y el de las arqueobacterias. 

Mientras que los protistas, los hongos y las algas que se organizan de forma 

unicelular, multicelular o en colonias, poseen células eucariotas (Pírez y Mota, 

2006). 
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La identificación de estos grupos de microorganismos comprende un conjunto de 

técnicas y procedimientos necesarios para establecer su identidad con el fin de 

comprobar si este se trata de un microorganismo ya conocido o de uno nuevo y así 

poder realizar una correcta clasificación. Pueden ser identificados por métodos 

fenotípicos, es decir, según las características observables, tales como, la 

morfología, desarrollo y propiedades bioquímicas y metabolismo; y también 

mediante métodos moleculares (Bou et al., 2011). 

5.4.1. Identificación morfológica bacteriana 

La forma de las bacterias depende de la pared celular, que les proporciona 

elasticidad y al mismo tiempo rigidez. Estos microorganismos se presentan 

habitualmente como elementos esféricos, conocidos como cocos, alargados, 

denominados bacilos, e incurvados. Esta forma puede variar debido a distintas 

circunstancias exógenas, como la antigüedad del cultivo, factores nutricionales, 

tratamiento con antibióticos, etc. (Liébana, 2002). En la Figura 2 se muestra la 

morfología bacteriana. 

 

Las bacterias pueden mantenerse unidas unas con otras después de la división 

celular, pero conservando siempre la independencia celular. Si el plano de división 

es único, podemos encontrar diplococos o cocos en cadena (microorganismos del 

género Streptococcus). Si los planos de división son muchos, los cocos pueden 

agruparse en tétradas o en racimos (Staphylococcus). Los bacilos pueden ser muy 

cortos (cocobacilos) o muy largos. Sus extremos pueden ser redondeados o rectos; 

pueden estar aislados, en cadenas, en filamentos o formando letras chinas 

(Corynebacterium). Los bacilos curvos pueden tener forma de coma (Vibrio 

cholerae) (Pírez y Mota, 2006).  

 
 

Figura 2. Morfología de Bacterias: 1-cocos; 2-bacilos; 3 -espiroquetas diplococo; 4-cocobacilos; 5 ï

filamentoso; 6 ïdiplococo; 7-cocos en cadena; 8- Racimos en forma de uva, Adaptado de (Rosenthal 

and Tan, 2011). 

 

1. 
3. 

2. 

4. 

7. 6. 5. 8. 
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a. Identificación macroscópica 

La morfología de las colonias es fundamental en la identificación preliminar y para la 

diferenciación de los microorganismos. Para la observación morfológica es preferible 

examinar colonias de cultivos frescos crecidas en medios no selectivos. En este paso 

de la identificación es muy importante el aislamiento de las bacterias en cultivo puro 

ya que ésta debería estar compuesta por un solo tipo de microorganismos y 

procedería de una única célula. Las colonias de una única especie, cuando crecen 

en medios específicos y bajo condiciones idóneas se describen por sus 

características de tamaño, forma, consistencia, y a veces por su color (Fernández et 

al., 2010).  

El tamaño de las colonias bacterianas es generalmente uniforme entre una misma 

especie. Por ejemplo, las colonias de estreptococos tienen un tamaño más pequeño 

que las de los estafilococos y las entero bacterias. La forma está determinada por 

los bordes y el grosor de la colonia. El borde puede ser liso o rugoso e irregular; la 

colonia, abultada o plana. La textura de la colonia es también importante (Figura 3). 

Puede variar desde seca a viscosa, con superficie lisa o granular. Algunos 

microorganismos producen una colonia pigmentada, lo que puede ser de ayuda en 

el proceso de identificación (ejemplo: Pseudomona aeruginosa (pigmento verde), 

Serratia marcescens (pigmento rojo) aunque en una misma especie puede haber 

cepas no pigmentadas (Fernández et al., 2010).  

 

 

Figura 3. Morfología de colonias bacterianas. (a) Variaciones en la morfología de colonias 
bacterianas observadas a simple vista. La forma general de la colonia y la forma del borde o margen 
pueden determinarse mirando hacia abajo en la parte superior de la colonia. La naturaleza de la 
elevación de la colonia es evidente cuando se ve desde el lado cuando la placa se mantiene al nivel 
de los ojos (Prescott et al, 2008) 
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b. Identificación microscópica 

La morfología bacteriana debe ser observada con el microscopio óptico o el 

microscopio electrónico, dado el tamaño pequeño de estos microorganismos (Pírez 

y Mota, 2006). Según las características de las bacterias, de la muestra e incluso 

de lo que se quiera observar en ella, puede recurrirse a distintas formas de 

visualizarlas.  En general, la observación se realiza en fresco, mediante tinciones o 

por técnicas especiales (Liébana, 2002). El examen en fresco permite visualizar las 

bacterias vivas e incluso observar sus movimientos. Si los microorganismos 

provienen de un medio líquido, se utilizará una gota del mismo, pero si proceden de 

un medio sólido se incorporarán a un líquido isotónico que conserve la forma 

bacteriana (p. ej., solución salina con un 0,9% de NaCl) (Liébana, 2002). 

La tinción de Gram es una coloración diferencial, dado que las bacterias pueden 

clasificarse según su respuesta en Gram positivas o Gram negativos. Las primeras 

se tiñen de color azul violeta y las segundas adquieren un color rosado o rojo (Pírez 

y Mota, 2006). Esta técnica se inicia fijando la muestra por calor y se añade un 

colorante, el cristal violeta, que tiñe todas las bacterias del medio. Tras ello se fuerza 

la coloración con un mordiente de yodo. Si se parase la tinción en ese momento, 

todas las bacterias aparecerían de color violeta. A continuación, se usa un 

decolorante, alcohol acetona, que hará perder el cristal violeta a los Gram negativos. 

En ese instante, las Gram positivas siguen de color violeta, pero los Gram negativos 

no se ven al no estar coloreadas. Para visualizar éstas se usa el colorante de 

contraste, generalmente safranina o fucsina, que las tiñe de rojo (Liébana, 2002). 

Las diferencias de tinción de las bacterias se deben por cambios en la composición 

química y estructura de las paredes celulares, que facilitan la retención o eliminación 

del colorante primario después del proceso de decoloración (Aquiahuatl y Pérez, 

2004). En la Figura 4 se muestra dicho proceso de diferenciación entre bacterias 

Gram positivas y Gram negativas. 
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Figura 4.  Tinción de Gram. (a) Procedimiento de la tinción Gram. (b) Resultados de una 

tinción Gram: Célula Gram-positiva (púrpura) es Staphylococcus aureus; Célula Gram-

negativa (rosa-rojizo) es Escherichia coli (Adaptado de Prescott et al., 2008). 

 

5.4.2. Identificación morfológica de los hongos 

Los hongos son organismos eucarióticos y de mayor tamaño que las bacterias, son 

de nutrición heterótrofa, es decir dependen de nutrientes orgánicos y son absorbidos 

a través de su pared celular y membrana plasmática (Aquiahuatl y Pérez, 2004). 

Estos organismos, ñvistos con el microscopio, presentan b§sicamente dos tipos de 

formas: una multicelular denominada filamentosa y otra unicelular llamada levaduraò 

(Liébana, 2002). 

También existen hongos dimórficos principalmente patógenos que se presentan en 

las dos formas, dependiendo de condiciones ambientales, como la temperatura. Las 

levaduras se caracterizan por ser de forma esférica u oval, se reproducen 

asexualmente por gemación, mientras que los hongos filamentosos presentan un 

cuerpo o estructura vegetativa que se denomina como talo, generalmente están 

constituidos de hifas ramificadas que forman el micelio, algunos hongos presentan 

tabiques transversales o septos. El principal mecanismo de reproducción de los 

hongos es asexual, por fragmentación de hifas vegetativas o por la producción de 

esporas en conidióforos y esporangióforos formados en hifas aéreas las cuales son 

reproductivas. Sin embargo, la descripción de las estructuras de reproducción 

sexual, son el principal criterio de clasificación, por el que pueden ser ubicados en 

tres subdivisiones o phylum: Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Aquiahuatl 

y Pérez, 2004). La identificación de los hongos está primariamente basada en las 
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diferencias morfológicas de las estructuras reproductivas y la forma en que las 

esporas o conidios se producen en células especializadas. La mejor ayuda la 

constituyen las Claves taxonómicas (Méndez-Úbeda et al., 2018). 

5.5.  IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE MICROORGANISMOS 

Los métodos moleculares se han erigido como procedimientos complementarios, 

alternativos o incluso de referencia a los fenotípicos. Las técnicas del DNA 

recombinante ayudan a subsanar estos problemas y a clasificar a los organismos 

de un modo más correcto, de acuerdo a su filogenia. Estos estudios se pueden 

realizar analizando la secuencia total de nucleótidos del genoma del 

microorganismo, pero actualmente se utilizan los estudios del ARNr 16S o 18S, 

porque son secuencias que se han mantenido bastante uniformes a lo largo de la 

evolución, y por eso se ven claramente las diferencias entre los distintos 

microorganismos y se pueden realizar árboles filogenéticos y esquemas evolutivos 

(Herrera, 2005). 

El ARNr 16S se pliega en una estructura secundaria caracterizada por la secuencia 

de segmentos de doble cadena, alternando con regiones de cadena sencilla. En 

eucariotas el ARNr18S es la macromolécula equivalente. Dado que los ARNr 16S y 

18S proceden de las subunidades pequeñas de los ribosomas, el acrónimo ARNr 

SSU (del inglés, small subunit) se utiliza para ambos (Rodicio y Mendoza, 2004). 

a. Identificación mediante secuenciación del ADNr 16S 

Las técnicas de identificación molecular mediante el análisis del 16S ARNr u otros 

genes, se basan en la amplificación genómica y en la secuenciación de esos genes 

o sus fragmentos. El medio de cultivo o las condiciones de incubación no serán 

factores determinantes, pero sí serán factores críticos la extracción del ADN 

cromosómico y la amplificación, procesos técnicos que deberán tenerse en cuenta 

en toda metodología de identificación molecular. 

El método molecular de identificación bacteriana mediante secuenciación del ADNr 

16S incluye las siguientes etapas, extracción del ADN, amplificación del gen a partir 

de la muestra apropiada, determinación de la secuencia de nucleótidos del amplicón 

y análisis de la secuencia (Rodicio y Mendoza, 2004), finalmente con las secuencias 

analizadas se procede a la construcción del árbol filogenético, esta metodología se 

resume en la Figura 5. A continuación se describen cada de las etapas 

mencionadas anteriormente, según el proceso planteado por por Bou et al. (2010). 
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Figura 5. El método Sanger para la secuenciación de ADN. (a) Los pasos 1-6 se utilizan para 

la secuenciación manual y automática, el paso (7) muestra la preparación de un gel para la 

secuenciación manual en el que se utilizan los ddNTP radiomarcados. (b) Parte de una 

secuencia de ADN automatizada, Aquí los ddNTPs están marcados con tintes fluorescentes. 

(C) datos generados durante una secuencia de ADN automatizada (cromatograma). (d) 

Análisis de la secuencia (corrección de errores, comparación con otras secuencias, trazado 

del árbol filogenético) Prescott et al. (2008). 
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ü Extracción de ADN  

El ADN genómico se extrae a partir de células totales mediante diferentes métodos 

estándar o sistemas comerciales con versatilidad sobre el tipo de muestra clínica o 

de matrices, en el caso de tratarse de una muestra alimentaria o ambiental. 

ü Amplificación de ADN  

La amplificación se lleva a cabo en un termociclador, gracias a la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) desarrollada por Mullis en 1985. El ADN extraído se 

utiliza como un molde para dicha amplificación de una secuencia del ARNr 16S con 

un rango de tamaño entre 500-1500 (o de otro tamaño si se utilizan otros genes). 

Para confirmar una amplificación óptima, es imprescindible la electroforesis del 

producto de PCR en gel de agarosa. Debe observarse una sola banda 

(perteneciente a un único amplicón) con el tamaño adecuado. En el caso de 

amplificarse un amplicón con el tamaño deseado y otro con diferente tamaño, 

pueden utilizarse diferentes opciones: extracción del amplicón deseado del gel de 

agarosa, modificación de las condiciones de PCR o utilización de nuevos 

cebadores. 

ü Secuenciación del amplicón 

La secuenciación es un proceso análogo a la PCR, que utiliza el ADN como molde 

pero que los cebadores directo y reverso actúan en reacciones independientes, los 

cuales pueden ser los mismos cebadores de amplificación u otros diseñados para 

esta etapa. A diferencia de la PCR, no se genera un nuevo molde, sino que se 

reutiliza en los ciclos programados (25-35). Se añaden bases marcadas con 

fluorocromos o terminadores y bases no marcadas, que se incorporan 

aleatoriamente a la síntesis. Los terminadores finalizan la síntesis de la secuencia, 

por lo que al final se obtiene una mezcla de productos de ADN de diferentes 

tamaños. Cada base (adenina, timina, guanina y citosina) se marca con un 

fluorocromo diferente que absorbe a diferente longitud de onda, detectándose 

posteriormente. 

Los terminadores no incorporados se eliminan mediante la purificación del producto 

y el tamaño de cada uno se determina mediante electroforesis capilar. Según se va 

conociendo el tamaño y el terminador de cada fragmento (separados en gel o por 

elución) se determina la secuencia de bases representadas cada una por un color 

diferente y se editan de forma manual o automática. Las cadenas de ADN se 

secuencian independientemente, generándose la secuencia directa y la reversa 

(complementaria). 

ü Análisis de secuencias 

La observación del electroferograma (secuencias de bases ofrecidas por los 

secuenciadores) constituye el primer paso del análisis de las secuencias. A veces 

se producen errores en el proceso de secuenciación, el equipo asigna una letra 
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incorrecta en lugar de una base nitrogenada o asigna una base que no corresponde 

según el pico correspondiente en el electroferograma; por ejemplo, asignación de 

dos T existiendo 3, o posiciones ambiguas (N). Para resolver estas situaciones se 

reedita visualmente el electroferograma y se corrige, y/o se alinean y ensamblan las 

secuencias directas y reversas en una secuencia consenso. Solamente aquellas 

secuencias que presentan <1% de indeterminaciones (~15 posiciones N, purinas R, 

pirimidinas Y) se consideran para el análisis. En ocasiones se hace necesaria la 

repetición del ensayo debido a que el microorganismo inicial no se encontraba en 

cultivo puro, por baja concentración del extracto cromosómico o del producto de 

PCR, etc. 

ü Construcción de árboles filogenéticos 

La filogenia es el estudio de la evolución y desarrollo de las especies. La 

comparación de secuencias de algunas macromoléculas, es la forma más precisa y 

confiable para inferir en las relaciones filogenéticas. Estos datos, son preferibles 

sobre otros métodos moleculares por poseer cercanías evolutivas, debido a que 

permiten interpretaciones cuantitativas y directas, además que van conformando 

una creciente base de datos para subsecuentes referencias (Herrera, 2002). La 

comparación de las secuencias del gen ADNr 16S permite establecer relaciones 

filogenéticas entre organismos procariotas, de forma similar la región ITS permite 

hacer lo mismo en eucariotas, lo cual ha traído una gran repercusión en la 

taxonomía microbiana, ya que ha dado lugar al sistema de clasificación actual que 

ha permitido la identificación rápida y precisa tanto de procariotas como de 

eucariotas (Villota, 2013). 

Los árboles filogenéticos permiten esquematizar las relaciones jerárquicas que 

surgen entre los microorganismos a través de la evolución. Estos árboles constan 

de nodos unidos entre sí por ramas, las longitudes de estas ramas pueden significar 

la distancia evolutiva que hay entre nodos. Los árboles agrupan los organismos, de 

manera que todo lo que hay alrededor de un nodo es considerado un grupo 

monofilético, es decir, que todo el grupo se origina de un único ancestro común y 

por tanto puede poseer rasgos comunes, cuando se presenta que un grupo excluye 

a algunos de sus descendientes se denomina parafilético (Baldauf, 2003). 

Existen diversos métodos para construir árboles que puedan ser usados para datos 

moleculares. Según Sandria (2003), de acuerdo a los tipos de datos usados los 

métodos se dividen en dos categorías.  La primera categoría comprende los 

métodos basados en distancia, en estos se calcula una distancia evolutiva para 

todos los pares de unidades taxonómicas operacionales (OTUs; especies o 

poblaciones) o secuencias de ADN (o aminoácidos), y el árbol filogenético se 

construye considerando las relaciones entre estas distancias. Una vez que se han 

obtenido los valores de distancia se pueden utilizar varios métodos para obtener el 



28 
 

árbol, los cuales son: método de distancia aritmética (encadenamiento), UPGMA 

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means), método de distancia 

transformada (TD), método de Fitch y Margoliash (FM), método de evolución mínima 

(ME), método de distancia de Wagner (DW), método Neighborliness (ST), método 

Neighbor-Joining (NJ). 

La segunda categoría corresponde a los métodos basados en caracteres discretos: 

se utilizan datos con estados de caracteres discretos tales como estados de 

nucleótidos en secuencias de ADN, y el árbol se construye considerando las 

relaciones evolutivas de OTUs o secuencias de ADN en cada posición de carácter 

o nucleótido. Los principales métodos usados para la construcción de los árboles 

en esta categoría son, método de máxima parsimonia (MP), método de parsimonia 

evolutiva (EP), método de máxima probabilidad (ML). 

5.6. MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS 
 

El antagonismo es un proceso natural entre comunidades microbianas y se 

caracteriza por la inhibición, deterioro o muerte de alguna especie de 

microorganismos por la acción de otra; o una relación entre dos poblaciones en la 

cual una de ellas causa efectos deletéreos o negativos a la otra (Pérez et al., 2014). 

Existen diversos mecanismos de acción empleados por los microorganismos 

antagonistas para controlar el desarrollo de patógenos, entre ellos antibiosis, 

competencia por espacio o por nutrimientos, interacciones directas con el patógeno 

(micoparasitismo y lisis enzimática) e inducción de resistencia (Larrea, 2001). A 

continuación, se describen dos de estos mecanismos: 

El mecanismo de competencia por espacio, es el comportamiento desigual de dos 

o más organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilización del 

mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los demás. 

La competencia más común es por nutrimentos, oxígeno o espacio. Otro de los 

mecanismos es el de interacción directa con el patógeno, en este se puede 

presentar el parasitismo, el cual consiste en la utilización del patógeno como 

alimento por su antagonista. 

5.7. CRECIMIENTO MICROBIANO 

El crecimiento se considera como el aumento ordenado de todos los constituyentes 

químicos de un organismo, lo cual, para los organismos unicelulares, conduce a un 

aumento en el número de individuos en la población. Se puede considerar el 

crecimiento al nivel de individuos dentro de una población (ciclo celular) o el 

crecimiento de poblaciones (ciclo de crecimiento). El crecimiento de las poblaciones 

celulares se puede subdividir en sistemas cerrados, como el cultivo intermitente y 

en sistemas abiertos, como el cultivo alimentado por lotes y el cultivo continuo 

(Scragg, 1999). 
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La mayoría de los microorganismos continúan su crecimiento hasta que la célula se 

divide en dos células hijas mediante el proceso de fisión binaria, el cual conduce al 

crecimiento de las poblaciones. El estudio del crecimiento de forma individual de la 

célula, presenta complicaciones, debido a que los métodos analíticos no son los 

suficientemente sensibles como para ser aplicados a estructuras tan pequeñas. Es 

por esto que habitualmente para evaluar el crecimiento se analiza el aumento de la 

población microbiana (Apella y Araujo, 2005). 

5.7.1. Crecimiento exponencial 

El crecimiento de una población tiene lugar en forma exponencial. Una célula se 

divide en dos células hijas y luego éstas se dividen a su vez en dos nuevas células, 

o sea que, en cada período de división, la población se duplica por lo que la 

multiplicaci·n corresponde a una progresi·n geom®trica: 20Ÿ 21Ÿ 22Ÿ23éŸ 2n 

(Apella y Araujo, 2005). Schlegel y Zaborosch (1997) describen, que el número de 

células aumenta con un factor determinado cada unidad de tiempo. Se habla de 

crecimiento exponencial. Si la unidad de volumen de un cultivo discontinuo en 

crecimiento contiene un número inicial de células (N0), el número de células en el 

tiempo (N) al cabo de n divisiones es N0* 2n. Pasando a los logaritmos se obtiene 

la siguiente ecuación: 

 

 
Para el número de divisiones celulares por hora, también llamada tasa de división 

‡, se obtiene: 

El tiempo necesario para un ciclo de división es el tiempo de generación: 

La tasa de división o velocidad de crecimiento (‡) varía con la naturaleza y 

concentración de los nutrientes, pH, temperatura, fuerza iónica del medio, etc., 

además de factores genéticos (Apella y Araujo, 2005). 
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5.7.2. Crecimiento microbiano en cultivo por lotes 

El cultivo por lotes o intermitente representa el crecimiento en un sistema cerrado 

puesto que no se añade medio nuevo al cultivo. Cuando un medio de crecimiento 

adecuado se inocula con células viables, tiene lugar una secuencia de eventos 

característica llamada ciclo de crecimiento, el cual se puede describir por medio de 

una gráfica del peso seco celular (x), (g/L) contra el período de incubación en horas 

(h) (Scragg, 1999). Esta gráfica tiene un aspecto sigmoidal y permite diferenciar 

varias fases de crecimiento que se presentan regularmente: fase de latencia (lag) o 

de retraso, fase exponencial (logarítmica), fase estacionaria y fase de muerte 

(Schlegel y Zaborosch, 1997), tal como se muestran en la Figura 6. 

 

 

 

 

 
Figura 6. Curva de crecimiento bacteriano que muestra las cuatro fases típicas del 

crecimiento. Adaptado de (Rosenthal and Tan, 2011). 

 

Á Fase de latencia o de retraso 

La fase de latencia abarca el lapso de tiempo entre la inoculación y el momento en 

que se alcanza la tasa de división máxima. La duración de la fase de latencia 

depende sobre todo del cultivo previo, de la edad del inoculo, así como de lo 

apropiado que sea el medio de cultivo (Schlegel y Zaborosch, 1997). En esta fase 

las células sintetizan enzimas involucradas en el metabolismo de los nutrientes 

disponibles, se incrementa la síntesis de macromoléculas como RNA y proteínas. 

Sin embargo, la síntesis de ADN permanece constante y las células no se dividen. 

Si las células provienen de un medio de cultivo diferente, o de un cultivo agotado 

(viejo) con acumulación de metabolitos tóxicos para las células, éstas requerirán 

mayor tiempo para reiniciar el crecimiento activo y presentarán una fase lag larga. 
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En contraposición, si las células provienen de un medio idéntico y han sido 

obtenidas de un cultivo joven, la fase de latencia será corta o inexistente. A 

continuación, se detallan las fases del cremiento microbiano, según Apella y Araujo 

(2005). 

Á Fase exponencial 

Es la fase en que las células comienzan a dividirse y entran en un periodo de 

crecimiento o de incremento logarítmico, razón por la cual es denominada como 

fase logarítmica o de crecimiento exponencial (Tortora et al., 2007). Frecuentemente 

se habla de ®sta como la fase de ñcrecimiento equilibradoò, donde la s²ntesis de 

todos los constituyentes celulares aumenta con rapidez constante, de modo que la 

población de células se duplica y continúa duplicándose a intervalos regulares 

(Scragg, 1999), se debe considerar que la velocidad de crecimiento exponencial es 

afectada por condiciones ambientales, tales como, la temperatura, composición del 

medio entre otras. 

Á Fase estacionaria 

La fase estacionaria se presenta como consecuencia del agotamiento de nutrientes 

o la acumulación de productos tóxicos del metabolismo, lo cual disminuye la 

velocidad de crecimiento hasta que llega a detenerse. La transición entre la fase 

exponencial y estacionaria implica una etapa de crecimiento desequilibrado, durante 

el cual los componentes celulares son sintetizados a diferentes velocidades. En 

consecuencia, las células en fase estacionaria tienen una composición química 

diferente a la de las células en fase exponencial.  

Á Fase de muerte 

Si la incubación del cultivo se prolonga varias horas después que la población ha 

alcanzado la fase estacionaria, las células alcanzarán la fase de muerte que se 

caracteriza porque la velocidad de crecimiento es constante, indicando que el 

número de células vivas decrece con el tiempo en progresión geométrica. En ciertos 

casos, la muerte se acompaña de lisis celular que se manifiesta por una disminución 

del número de células viables y masa celular. Cuando no hay lisis, el número de 

células viables decrece mientras que la masa celular permanece constante. 

5.7.3. Medición del crecimiento microbiano 

La medición del crecimiento microbiano implica distinguir entre el número de células 

viables y el número de células totales. El segundo incluye células vivas y muertas, 

mientras el primero incluye sólo las células vivas. Para distinguir entre ambos tipos 

de células se utilizan métodos físicos y químicos. En la Tabla 1, se muestran 

algunas de las técnicas empleadas. 
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Tabla 1. Métodos empleados para determinar el crecimiento microbiano 

(Fuente: Apella y Araujo, 2005) 

Determinación del número de células Determinación de la masa celular 

Vivas y muertas Vivas Directos Indirectos 

 
Recuento en 

cámara 

 
Recuento en medio 

sólido 

 
Determinación 
de peso seco 

 
Turbidimetría 

 
Recuento indirecto 

en porta objetos 

 
Filtración sobre 

membrana 

 
Estimación de 

proteínas 

 

Consumo de un 

nutriente 
Nefelometría    

 

El recuento en placa, es uno de los métodos más prácticos para distinguir células 

viables y no viables en una suspensión bacteriana, cada bacteria viable da lugar a 

la formación de una colonia después de la incubación en un medio agarizado 

apropiado. Se diluye la muestra, se toma un volumen determinado y se siembra en 

un medio agarizado contenido en cajas de Petri. Se incuba y una vez desarrollado 

el cultivo, se cuenta el número de colonias expresándose el resultado como UFC/mL 

(unidades formadoras de colonia por mL). 

Al utilizar el método de turbidimetría se obtiene ventaja del hecho de que, en una 

celda espectrofotométrica, las células microbianas desvían la luz, de modo que la 

cantidad de ésta que llega al detector del espectrofotómetro está relacionada 

directamente con el número de células presentes en la muestra del cultivo de 

acuerdo a la Ley de Beer. Por lo general, se emplean longitudes de onda alrededor 

de 600 nm. Es importante entender que como la absorbancia es afectada por el 

tamaño y la forma de las células, la relación entre la absorbancia y el número de 

células cambia si el tamaño o la forma de ésta cambian durante el crecimiento del 

cultivo (Scragg, 1999). 

La absorbancia se utiliza para graficar el crecimiento bacteriano, cuando las 

bacterias están en fase exponencial de crecimiento o de declinación, la 

representación de la absorbancia frente al tiempo forma una línea recta. Si las 

lecturas absorbancia son compatibles con el recuento en placa se puede utilizar en 

estimaciones del número de bacterias obtenidas por turbidimetría. Para que puedan 

visualizarse las primeras trazas de turbidez debe haber más de un millón de células 

por mililitro y se precisan de 10 a 100 millones por mililitro para que la suspensión 

sea lo bastante turbia para ser medida por el espectrofotómetro (Tortora et al., 

2007). 
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5.8. BIOFERTILIZANTE  

El desarrollo de este nuevo tipo de productos ha llevado a la necesidad de definir 

exactamente lo que significa el término. De hecho, en los últimos veinte años se ha 

definido de diferente manera, lo que refleja el desarrollo de nuestra comprensión de 

las relaciones entre los microorganismos y las plantas. Los biofertilizantes, podrían 

definirse como inoculantes microbianos, que contienen formulaciones vivas o 

latentes de microorganismos beneficiosos que pueden mejorar y promover el 

crecimiento de las plantas (Malusá, 2012). Los biofertilizantes también podrían 

denominarse cultivos microbianos, bioinoculantes, inoculantes bacterianos o 

fertilizantes bacterianos. Estos biofertilizantes también podrían incluir: los fijadores 

de N2, solubilizadores de P, movilizadores de P, y rizobacterias que promueven el 

crecimiento de las plantas. 

El biofertilizante es un fertilizante natural que contiene una gran población de 

microorganismos específicos o un grupo de microorganismos beneficiosos para 

mejorar la productividad del suelo, ya sea fijando N atmosférico o solubilizando el 

fósforo del suelo o estimulando el crecimiento de las plantas a través de la síntesis 

de sustancias promotoras de crecimiento o células latentes, que activan el proceso 

biológico para facilitar la disponibilidad de nutrientes (Simarmata et al., 2017). 

5.8.1. Tipos de biofertilizantes 

A partir del conocimiento sobre la función de los microorganismos, se pueden crear 

bioinoculantes para diversos tipos de suelo y sistemas de cultivo (Ahmad et al., 

2008). Aquellos microorganismos con atributos específicos para la movilización de 

fósforo en el suelo se denominan microorganismos movilizadores de fósforo. Según 

el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA (2011) pueden clasificar en:  

Á Bacterias simbióticas fijadoras de nitrógeno: Son microorganismos 

capaces de establecer una simbiosis efectiva con las leguminosas 

hospederas para fijar nitrógeno. 

Á Bacterias asimbióticas fijadoras de nitrógeno: Son microorganismos de 

vida libre, capaces de fijar nitrógeno atmosférico.  

Á Hongos micorrizógenos: Son hongos simbióticos mutualistas capaces de 

asociarse eficazmente con las raíces de las plantas para aumentar la 

absorción de nutrientes. 

Á Microorganismos solubilizadores de fosfatos: Son aquellos capaces de 

solubilizar formas no disponibles de fósforo.  

Á Microorganismos productores de promotores de crecimiento vegetal 

(MPGP): Son aquellos capaces de sintetizar sustancias que estimulan o 

favorecen el crecimiento de la planta.  
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Á Microorganismos transformadores de materia orgánica: Son aquellos 

capaces de acelerar el compostaje y otros procesos de transformación de la 

materia orgánica para la producción de abonos.  

En la Tabla 2, se muestran los diferentes tipos de biofertilizantes que existen y 

algunos de los principales microorganismos (bacterias y hongos) que se utilizan 

para la fijación de nitrógeno, la solubilización de fosfato, la movilización de fosfato 

y la movilización de zinc y potasio (Afanador, 2017). Se destacan los géneros de 

bacterias como Pseudomona, Azotobacter, Bacillus y Rhizobium, que se 

encuentran en múltiples categorías de biofertilizantes, lo que los hace muy 

atractivos para el desarrollo de productos. 

Tabla 2. Principales tipos de biofertilizantes (fuente: Afanador, 2017) 

Fijadores N2 
Microorganismos 

fijadores de 
fosfato 

PGPR* 
Movilizadores 

de fosfato 
(micorrizas) 

Movilizadores 
de zinc y 
potasio 

Vida libre: 
Aspergillus niger 

(no virulento) 
Azotobacter Glomus spp. Zinc: 

Achromobacter Trichoderma spp. Bacillus Entrophospora  Pseudomonas  

Acetobacter Paecilomyces spp. Agrobacterium Acaulospora spp. Bacillus spp. 

Alcaligenes Bacillus circulans Erwinia Escutellaspara  Rhizobium spp. 

Arthrobacter Bacillus coagulans Alcaligenes Glomus spp. Potasio: 

Azotobacter 
Torulospora 

globasa 
Arthrobacter  Bacillus spp. 

Cyanobacteria 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas  Pseudomonas  

Azospirillum Thiobacillus (SOM) Rhizobium   

Simbióticos: 
Aspergillus niger 

(no virulento) 
Streptomyces   

Rhizobium spp  Xanthomonas   
Bradyrhizobium spp.     

Azolla     
Simbióticos:     

Rhizobium spp.     
Bradyrhizobium spp.     

Azolla     
Á PGPR*: Plant growth-promoting rhizobacteria 

5.8.2. Consorcios microbianos 

Uno de los mayores desafíos del campo de inoculantes microbianos es prosperar 

haciendo uso de consorcios microbianos eficientes que se basa en diversas cepas 

que exhiben propiedades de PGP y que operan de forma sinérgica junto con los 

recursos minerales, así como la coexistencia en interacción con los hospedadores 

de plantas, como lo muestra la Figura 7. Es decir, la absorción de nutrientes a 

través de la fijación de N, solubilizando P, produciendo sustancias que promueven 
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el crecimiento de las plantas (PGP) como el ácido indolacético, giberelina y 

citoquinina, etc.) y efectos indirectos (como: alivio y/o protección contra 

restricciones bióticas y abióticas) en el crecimiento de las raíces, simbiótico (rizobial 

y micorrízico, etc.) y sobre el rendimiento de la planta (crecimiento, productividad, 

etc.) La heterogeneidad de la rizosfera y el microbioma benéfico influye en el 

crecimiento y en la plasticidad de la arquitectura de la raíz que conduce a una 

exploración efectiva del suelo y, por lo tanto, a una captación eficiente de nutrientes 

con consecuencias positivas sobre el crecimiento y el rendimiento de la planta 

huésped (Bargaz et al., 2018). 

 

 

Figura 7.  Ilustración simplificada del concepto de consorcios microbianos que destaca la 

PGPM de la rizosfera beneficiosa y su acción directa. Bargaz et al., (2018). 
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5.8.3. Modo de aplicación del biofertilizante formulado. 

Existen muchas formas de aplicar el biofertilizante formulado en el suelo y estas 

son: (a) inoculación de semillas con formulaciones en polvo, (b) biofertilizantes 

secos mezclados con las semillas en la tolva de semillas, (c) método de rociado 

(una pequeña cantidad de agua mezclada con semillas antes de agregar y mezclar 

el polvo de turba), (d) método de suspensión (el biofertilizante se suspende en 

agua, luego se agrega a las semillas y se mezcla), (e) sedimentación de semillas, 

(f) el biofertilizante y el adhesivo se aplican como suspensión a las semillas y se 

recubren con material molido como cal, (g) suspensión de turba en agua rociada 

en el surco durante la siembra, (h) tratamiento de semillas o inoculación de 

semillas, (i) aplicación de suelo y (j) inmersión de raíz de plántulas (Bashan, 2014). 

5.9. PRUEBAS DE MACROTÚNEL   

El macrotúnel es una construcción agrícola de estructura metálica, usada para el 

cultivo y/o protección de plantas, con cubierta de película plástica traslucida que no 

permite el paso de la lluvia al interior es una estructura económica y muy sencilla, 

que permite cubrir grandes superficies de cultivo cuando no se precisa controlar en 

exceso las condiciones interiores del invernadero, cuyas dimensiones posibilitan el 

trabajo de las personas en el interior. Los macrotúneles pueden contar con un 

cerramiento total de plástico en la parte superior y malla en los laterales (Hidro 

evironment, 2015). 

5.9.1. Diseño de bloques al Azar 

Según Gemmell (2002) en algunos experimentos las unidades experimentales no 

son homogéneas, es decir, algunas tienen características diferentes a las demás.  

Para eficientar el experimento las unidades experimentales se agrupan por su 

homogeneidad y a esos grupos se les aplican los tratamientos.  Así se evalúa 

también el impacto del grupo de unidades llamado bloque. La varianza total se va 

a separar en tres varianzas, la de tratamientos, la de bloques y la del error. 

Características del diseño: Las unidades experimentales se agrupan en r 

bloques.  Se definen los t tratamientos que se van a aplicar a las n unidades 

experimentales. Las unidades experimentales de cada bloque se sortean para la 

asignación a cada tratamiento como lo muestra la Tabla 3.  

Tabla 3.  Diseño de Bloques al azar para estudio de variables (Gemmell, 

2002). 
 

 Bloq 1 Bloq 2 Bloq 3 

Trat 1 

Trat 2 

Trat 3 

Y11 

Y21 

YI1 

Y12 

Y22 

YI2 

Y1j 

Y2j 

YIj 
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5.9.2. Cultivos: 

 Chiltoma (Capsicum annuum L.), mostrada en la Figura 8, la planta es 

herbácea de forma variable, con un ciclo de cultivo anual, de porte variable, 

dependiendo principalmente de la variedad, de las condiciones climáticas y del 

manejo, entre los 0.5 m (en determinadas variedades de cultivo al aire libre) y 

más de 2 m (gran parte de los híbridos cultivados en invernadero). El ciclo 

vegetativo también varía de acuerdo a las variedades. Este puede durar entre 

los 120 a 150 días. La planta de chiltoma es monoica, tiene los dos sexos 

incorporados en una misma planta, y es autógama, es decir que se autofecunda, 

aunque puede experimentar hasta un 45% de polinización cruzada, es decir, ser 

fecundada con el polen de una planta vecina (INTA 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

Fertilización: Recomendaciones generales según la disponibilidad de fósforo y 

potasio es: baja (N: 150; P: 75; K: 100) Kg/H; Medio (N: 150; P: 50; K: 50) Kg/H; 

Alto (N: 150; P: 0; K: 0) Kg/H (INTA 2006). 

 Rábano (Raphanus sativus) El rábano es un cultivo hortícola de rápida 

maduración que puede ser cultivado tanto en suelos minerales como orgánicos. 

El producto comestible de esta especie es su raíz engrosada de color rojizo, 

rosa, blanco o combinado, que se consume fresca en ensaladas la que 

generalmente alcanza su tamaño a cosecha aproximadamente 20 o 30 días 

después de haber sido sembrado (Ohio State University, 2001). 

 

Fertilización: El rábano es un cultivo muy exigente a un adecuado balance 

nutricional del suelo, debido fundamentalmente a su ritmo de crecimiento y el 

poco desarrollo de su sistema radical. Algunos autores plantean que sus 

requerimientos están comprendidos entre: 60 ï 120 Kg/ha de nitrógeno ,40 ï 100 

Kg/ha de P2O5 y 70 ï 140 Kg/ha de K2O y para lograr 100 Kg de producción las 

sustancias nutritivas extraídas diariamente son de: 16.6 g de N, 6.0 g de P2O5 

y 17.0 g de K2O (Ohio State University, 2001). 

 

Figura 8. Fruto de Chiltoma. Fuente: (IICA, 2007). 
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 Cultivo de pepino (Cucumis sativus) mostrado en la Figura 9. El ciclo del 

pepino es corto y varía de una localidad a otra dependiendo de las condiciones 

edafoclimáticas del cultivar sembrado y del manejo agronómico que reciba 

durante su desarrollo. Se considera como una baya falsa (pepónide), alargado 

cilíndrico, mide entre 15 y 35 cm de longitud, según el cultivo. Es un fruto 

carnoso color blanco en su interior y el exterior de color verde oscuro o claro, 

ásperos y verrugosos. Contiene flores de ambos sexos en la misma planta, por 

lo que se le considera monoica, de polinización cruzada; algunas variedades 

presentan flores hermafroditas (CENTA 2003). 

 

Figura 9. Planta de Pepino, Fuente: (CENTA, 2003). 

Fertilización: Recomendaciones generales según la disponibilidad de fósforo y 

potasio es muy bajo (N: 100; P: 75; K: 75) Kg/H; bajo (N: 100; P: 50; K: 50) Kg/H; 

Alto (N: 100; P: 0; K: 0) Kg/H (CENTA, 2003).
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS  
 

6.1. UBICACIÓN DEL ESTUDIO 

La caracterización del contenido microbiano de bioinsumos comerciales fabricados 

en Nicaragua, pruebas de antagonismos entre cepas seleccionadas y la formulación 

de un consorcio microbiano para un biofertilizante a nivel de laboratorio se llevaron 

a cabo en el Laboratorio de Microbiología de las Aguas del Programa de 

Investigación Estudios Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA) de la 

Universidad Nacional de Ingeniería, ubicado en el Recinto Universitario Simón 

Bolívar, en la Avenida Universitaria, Managua, Nicaragua. Localizada 

geográficamente en las coordenadas UTM 12.1435887 - 86.2675189; Las pruebas 

del efecto biofertilizante del consorcio bacteriano en macrotúnel sobre cultivos de 

interés agrícola se realizaron en un macrotúnel instalado en el mismo Recinto 

Universitario. 

Los microorganismos aislados y seleccionados fueron enviados al Centro de 

Biología Molecular (CBM) de la Universidad Centroamericana (UCA), donde se 

contrataron los servicios de extracción de ADN; posteriormente el ADN extraído fue 

enviado al centro MACROGEN INC de Corea del Sur del Genomic Medicine Institute 

of the Seoul National University College of Medicine, donde se contrataron los 

servicios de secuenciación de ADN genómico. Una vez recibidas las secuencias se 

continuó con las actividades de bioinformática en el PIENSA-UNI. 

6.2. CARACTERIZACIÓN DEL CONTENIDO MICROBIANO DE 

BIOINSUMOS COMERCIALES FABRICADOS EN NICARAGUA  

Esta etapa se realizó a través de observaciones microscópicas y macroscópicas, y 

también por medio de técnicas moleculares mediante el análisis del ADN ribosomal 

16S para bacterias e ITS 1 e ITS4 para hongos. El presente trabajo relacionado con 

el aislamiento y caracterización microbiana a partir de bioinsumos artesanales, en 

su primera etapa (Búsqueda de Bacillus subtilis) efectuada por Méndez-Úbeda et 

al., (2017), identificó 7 microorganismos de interés y que estaban presentes en 

bioinsumos artesanales procedentes de las zonas norte y occidental del país.  

Mediante el presente, se muestra la completa identificación y caracterización de la 

fracción cultivable de microorganismos, siguiendo con ésta línea de investigación. 

6.2.1. Conservación de los microorganismos aislados de bioinsumos 

artesanales 

La conservación de los microorganismos se llevó a cabo por medio del método de 

transferencia periódica. Este método consiste en transferir las cepas a un medio de 

cultivo nutritivo y fresco a intervalos que asegure su viabilidad (Hernández y Loaiza, 

2014). En esta investigación la transferencia de los microorganismos se efectuó 

cada 30 días utilizando dos medios de cultivos específicos, Agar Miller (LB) para 
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bacterias y Agar Papa Dextrosa (PDA) para hongos (Figura 10A), y se almacenaron 

en un refrigerador a una temperatura de 10 °C.  

 Preparación de medios de cultivo 

Las relaciones requeridas para la preparación de los medios de cultivos según las 

especificaciones del fabricante son: 

Agar Miller (LB): se agregarán 40 gramos de LB comercial en un litro de 

agua destilada. 

Agar Papa Dextrosa (PDA): Se agregaron 39 g de agar papa dextrosa 

comercial en un litro de agua destilada. 

Una vez disueltos en agua destilada, los medios de cultivo se sometieron a 

calentamiento hasta llegar al punto de ebullición en el Hot Plate CORNING PC-620D 

(Figura 10B), posteriormente se dosificaron 10 mL en tubos de ensayos, los cuales 

fueron esterilizados por medio de calor húmedo en autoclave YAMATO SQ810C a 

121 °C durante 15 minutos a una presión de 121 kPa (Figura 10C). Se utilizó una 

cinta adhesiva para el control de la autoclave, que cambia su color al alcanzar los 

121 °C indicando una correcta esterilización. Finalizada la esterilización, los medios 

se vertieron en las placas de Petri en la proximidad de la llama del mechero (Figura 

10D) y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Los medios, una vez esterilizados 

se conservaron en refrigeración a una temperatura de 10 °C (adaptado de Sanz, 

2011). 

 

Figura 10. Preparación de los medios de cultivo. A) Medios de cultivo comerciales en 
sus envases; B) Calentamiento del medio de cultivo en el Hot Plate; C) Esterilización 
en autoclave a 121°C durante 15 minutos; D) Placas Petri con el medio de cultivo 
solidificado (Fuente: Elaboración propia). 

 

 

 

 

 

 

A B C D 
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 Transferencia periódica de microorganismos aislados de bioinsumos 

artesanales 

La transferencia periódica (siembra) de los microorganismos aislados de bacterias 

y hongos, se llevó a cabo en un área de trabajo previamente esterilizada y cercana 

a la llama de un mechero, debido a que es capaz de crear un ambiente estéril en la 

zona alrededor y debajo de la llama. La técnica utilizada para la siembra de 

bacterias fue la de agotamiento por estrías, el procedimiento a seguir fue el descrito 

por Sanz (2011) y adaptado a los equipos del laboratorio: 

¶ Como paso inicial se esterilizó el asa flameándola en el mechero hasta 

conseguir un rojo incandescente y dejándola enfriar en la proximidad de la 

llama, luego se tomó un inóculo de la muestra y se transfirió a un área 

pequeña de la superficie de la placa, próxima al borde, el inóculo se extendió 

formando estrías muy juntas sobre la superficie de una porción pequeña de 

la placa. 

¶ Finalizado el paso anterior se flameó de nuevo el asa y se dejó enfriar, se 

tomó un inoculo del primer patrón de rayas formado, el segundo patrón de 

estrías se realizó sobre una porción virgen de la placa.  

¶ Posteriormente el asa fue flameada y enfriada, se repitió el paso anterior esta 

vez usando como inóculo el segundo patrón de estrías.  

¶ Para finalizar se flameó y dejó enfriar el asa, repitiendo el mismo 

procedimiento empleando, ésta vez tomando como inóculo el tercer patrón 

de estrías, por último, se flameó el asa, se tapó la placa de Petri y se incubó 

en posición invertida. 

Para la incubación de las bacterias se utilizó la incubadora MEMMERT a una 

temperatura de 35°C, en la cual se dejaron crecer durante 24 a 48 horas (Aquiahuatl 

y Pérez, 2004). 

Para los hongos filamentosos se tomó una parte del micelio con palillos de madera 

o hisopos estériles cerca de la llama del mechero, luego la muestra extraída se 

colocó en el centro y en los cuatro cuadrantes de la placa de Petri. Finalmente se 

dejaron crecer en posición invertida a una temperatura de 28°C a 30°C durante 3 a 

5 días (Aquiahuatl y Pérez, 2004). La siembra de hongos se llevó a cabo en el cuarto 

de siembra del PIENSA, en la cabina de flujo laminar TELSTAR AV-100. 

6.2.2. Caracterización morfológica de los microorganismos aislados 

de bioinsumos artesanales  

La identificación morfológica de los microorganismos, se realizó por medio de la 

observación de sus respectivas características macro y microscópicas. Para las 

características macroscópicas en bacterias se describieron: forma, borde, 



  

42 

superficie, consistencia, transparencia y coloración. En el caso de hongos se 

describieron el anverso y reverso de cada una de las cepas según forma, textura, 

elevación, color, margen y la presencia de pigmentos difusos en el medio. 

La caracterización microscópica de las bacterias se realizó por medio de la 

observación de la morfología bacteriana utilizando el método de tinción diferencial 

de Gram, mientras que para los hongos filamentosos se efectuó una observación 

de esporas. En la Tabla 4, se muestran la cantidad de microorganimos aislados de 

muestras de bioinsumos, fase realizada por Méndez-Ubeda et al. en 2018. 

Tabla 4. Cantidad de microorganismos aislados a partir de las muestras de los 

4 bioinsumos, estado del producto (sólido o líquido), zona de procedencia y 

código de estos (Fuente: Méndez-Úbeda et al., 2018). 

No. 

Estado 

de la 

muestra 

Zona de 

procedencia 
Código 

No. 

Bacteria

s 

No. Hongos 

Filamentosos Levaduriforme 

1 Sólido Norte TS 5 3 - 

2 Sólido Norte LS 6 1 - 

3 Líquido Norte LL 3 2 - 

4 Líquido Occidente DCL 9  1 

Total 23 6 1 

Nota: Tisey sólido (TS), Licoroy sólido (LS), Licoroy líquido (LL), Del campo líquido (DCL). 

a. Caracterización microscópica de bacterias 

Se realizó la tinción de Gram a los aislados de bacterias a las 24 horas de incubación 

siguiendo el procedimiento descrito por Moreno y Albarracín (2012). Inicialmente se 

preparó y fijó un frotis (Figura 11A-B), tomando una pequeña parte de la colonia 

con el asa de inoculación, la cual se dispersó en una gota de agua destilada estéril 

sobre un portaobjetos. Luego, usando el asa se extendió homogéneamente la 

muestra sobre el portaobjetos para formar una capa delgada y uniforme. 

Simultáneamente el portaobjetos se flameaba sobre la llama del mechero hasta 

conseguir la sequedad total de éste. Posteriormente se realizó la aplicación de 

colorantes y decolorantes (Figura 11C) en el siguiente orden: Cristal violeta por 1 

minuto, Yodo-Lugol por 1 minuto, Alcohol-acetona durante 20 segundos y Safranina 

por 1 minuto. Luego de cada aplicación se enjuagaba suavemente con agua para 

eliminar el exceso. Finalmente se dejó secar y se observó en el microscopio 

(OLYMPUS) con el objetivo 100X y aceite de inmersión (Figura 11D). Esta técnica 

nos permitió determinar si las bacterias asiladas eran Gram positivas o Gram 

negativas, así como la forma de las colonias si eran cocales, bacilares, esféricas, 

etc. 
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Figura 11. Tinción diferencial de Gram. A) Preparación del frotis en un portaobjetos; B) 
Fijación del frotis con calor; C) Recipientes de los colorantes, solución mordiente (yodo-lugol) 
y decolorante utilizados en la tinción de Gram; D) Observación en el microscopio con objetivo 
100X (Fuente: Elaboración propia). 

b. Caracterización microscópica de Hongos filamentosos 

La observación microscópica de los hongos filamentosos se realizó según el 

procedimeinto descrito por Aquiahuatl y Pérez (2004), a cultivos con crecimiento de 

3 a 5 días por medio de observación de esporas, mediante la técnica de cinta 

adhesiva, la cual consistió en cortar un trozo de cinta adhesiva transparente de 4 a 

5 cm tomándola de los extremos. Luego cerca del mechero se abrió la placa de Petri 

que contenía al hongo y se presionó suavemente la cinta transparente sobre la 

superficie de la colonia (Figura 12A). La cinta con la muestra se colocó sobre un 

portaobjetos, el cual funciona como un cubreobjetos, por lo que se debe aplanar lo 

mejor posible evitando la formación de burbujas y sin alterar demasiado las 

estructuras (Figura 12B). Las observaciones se hicieron en el microscopio 

OLYMPUS BH-2, con el objetivo de 50X (Figura 12C). 

 

Figura 12. Técnica de cinta adhesiva para la observación de esporas en hongos. A) Toma de 
esporas con la cinta adhesiva transparente; B) Fijación de la cinta adhesiva sobre el 
portaobjetos; C) Observación de esporas al microscopio OLYMPUS BH-2 con el objetivo 50X 
(Fuente: Elaboración propia). 

6.2.3. Identificación molecular de los microorganismos aislados de 

bioinsumos artesanales  

Una vez finalizada la caracterización morfológica se procedió a la identificación 

molecular de las 17 bacterias y 6 hongos filamentosos, de las restantes para 

completar la identificación iniciada por Méndez-Úbeda et al. (2018) aislados de 

bioinsumos artesanales. La identificación se realizó por medio de la secuenciación 

A C D B 

A B C 
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parcial del gen ADN ribosomal 16S para bacterias del ADNr con los cebadores pA 

(5ô AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG 3ô) y pc5B (5ô TAC CTT GTT ACG ACT T 3). 

La identificación taxonómica de los aislamientos de hongos se realizó con base en 

la amplificación de las regiones ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3)-ITS4 

(5ô TCC TCCGCT TAT TGA TAT GC 3ô) (Internal Transcribed Spacer, ya que la 

comparación de sus secuencias permite establecer las relaciones filogenéticas para 

ambos tipos de microrganismos (Villota, 2013). 

Para esto se contrataron los servicios del Centro de Biología Molecular (CBM) de la 

Universidad Centroamericana para la extracción de ADN. Quienes declaran que la 

metodología de extracción utilizada fue: extraer ADN genómico utilizando el kit de 

PROMEGA Wizard® Genomic DNA Purification para bacterias y para hongos se 

realizó extracción orgánica con buffer basado en Mercaptoetanol. Revisión de 

calidad del ADN: La calidad ADN fue comprobada en geles de agarosa al 1% 

teñidos con bromuro de etidio. La cuantificación y el ratio 260/280 fueron medidos 

con espectrofotómetro modelo Perkim Elmer Lambda 25 uv/vis. 

Para la secuenciación del ADN extraído se contrató los servicios del centro 

MACROGEN INC de Corea del Sur, que utilizó un secuenciador a gran escala 

modelo del equipo ABI3730XL, este equipo trabaja utilizando el método Sanger y 

genera resultados en 48 horas, consta de un apilador integrado a la placa, lector de 

código de barras interno y sistema de entrega de polímero a bordo.  Posteriormente 

se recibieron los electroferogramas con las secuencias de bases (Adenina, 

Guanina, Citosina y Timina), y se procedió a realizar el análisis para la obtención de 

los árboles filogenéticos, lo cual permitió identificar a nivel de especie la mayoría de 
los microorganismos con los que se cuenta. Los pasos que se siguieron para la 

identificación molecular se describen a continuación: 

A. Corrección de las secuencias  

El primer paso de la identificación molecular de los microorganismos fue el análisis 

de las secuencias recibidas, lo cual consistió en la observación del electroferograma 

(Figura 13A) debido a que ocurren errores entre este y la secuencia, por ejemplo, 

la asignación de dos T existiendo tres, o posiciones ambiguas N (Bou et al., 2011). 

Es por esta razón que se reedita visualmente y se corrige el electroferograma, 

usando el programa Bioedit v7.0.9 y una vez corregida la secuencia se guardó en 

formato FASTA (Figura 13B).  
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Figura 13. Corrección de errores. A)  Electroferograma corregido con el uso de Bioedit v7.0.9.; 
B) Secuencia corregida guardada en formato FASTA (Fuente: Elaboración Propia). 

B. Comparación de las secuencias  

Las secuencias corregidas se compararon con las secuencias correspondientes al 

gen 16S para bacterias e ITS 1 e ITS4 para hongos, depositadas en la base de 

datos del GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando la herramienta BLAST (Basic Local Aligment 

Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para el alineamiento de 

secuencias, además, GenBank contiene una sección de taxonomía 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) que incluye información y secuencias sobre 

más de 160.000 organismos (Bou et al., 2011).  

La introducción de la secuencia y su comparación con otras disponibles en la base 

de datos del programa BLAST del GenBank, proporciona un informe constituido de 

varias secciones, en la primera sección aparece un gráfico que indica el nivel y el 

tamaño de los fragmentos alineados, seguido de un listado en orden decreciente de 

las secuencias de microorganismos con los que se muestra la identidad (% de 

identidad) (Figura 14). En la siguiente sección, aparece cada alineamiento de la 

secuencia problema o query frente a cada secuencia de otro microorganismo, 

indicando el número y porcentaje de bases idénticas (identity) (Bou et al., 2011). Por 

último, se seleccionaron las cinco secuencias que presentaron mayor Identidad y 

frecuencia con la secuencia del microorganismo en estudio. 

A 

B 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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Figura 14. Comparación de la secuencia en estudio según el % de identidad con las otras 
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank del NCBI (Fuente: Elaboración 
propia). 

C. Alineamiento de secuencias  

El alineamiento múltiple se efectuó con las cinco secuencias seleccionadas de cada 

secuencia de los microorganismos en estudio. Esto se realizó con la herramienta 

Clustal W Multliple Alignment for Version 1.4, incluida en el programa Bioedit v7.0.9 

(Figura 15), utilizando los parámetros por defecto para efectuar los alineamientos 

(Villota, 2013). Posteriormente se corrigieron las secuencias alineadas en el BLAST 

y se seleccionaron de las cinco secuencias con mayor identidad para ser guardadas 

en formato FASTA (Méndez-Úbeda et al., 2018). 

 

Figura 15. Alineamiento de la secuencia en estudio con las 5 secuencias seleccionadas del 
GenBank del NCBI, utilizando la aplicación Clustal W Multiple alignment for version 1.4 
incluido en el programa BioEdit v7.0.9 (Elaboración propia). 

D. Construcción de árboles filogenéticos 

Los árboles filogenéticos se construyeron con el programa MEGA 7.0.14, usando 

Neighbor-Joining como método de construcción y evaluando la confiabilidad 
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haciendo bootstrapping de 1000 repeticiones, teniendo en cuenta que cada rama 

se debe repetir como mínimo en el 50% de las veces (Villota, 2013). 

6.3. PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y SELECCIÓN DE LOS 

MICROORGANISMOS QUE CONFORMARÁN EL CONSORCIO 

MICROBIANO 

Se realizó una búsqueda bibliográfica de las aplicaciones biotecnológicas de cada 

uno de los microorganismos aislados, con el objetivo de determinar el papel que 

juegan dentro de los bioinsumos y seleccionar aquellos que sean promisorios de 

acuerdo a sus características promotoras del crecimiento vegetal conocidos como 

PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), ya que estos presentan efectos 

positivos sobre las plantas (Moreno y Reyes, 2018). También se tuvo como opción 

en la formulación del consorcio utilizar el banco de microorganimos del PIENSA. 

Para realizar las pruebas de antagonismo seleccionaron 9 bacterias: 5 aisladas de 

bioinsumos artesanales, 3 aisladas por Delgado et al. (2018) y 1 por Páramo et al. 

(2018), estas se seleccionaron según las características antes descritas, fueron 

sometidos a pruebas de antagonismo con el fin de verificar que no existiera 

inhibición entre ellos y así poder formar los consorcios, también se les asignó un 

número a cada bacteria seleccionada con la cual se le identificó en el resto de los 

experimentos, como lo muestra la Tabla 5. Las pruebas de antagonismo se 

realizaron en agar Luria-Bertani (LB) mediante el método de difusión en pozos. 

Tabla 5. Asignación de nuevos códigos de las cepas seleccionadas a 
confrontar en las pruebas de antagonismo (Fuente: Elaboración Propia). 

Código de laboratorio Especie Nuevo Código 

DCL4-31F Bacillus subtilis 1 

LS5-11B Bacillus megaterium 2 

TS13-111u Bacillus pumilus 3 

LS6-11G Bacillus subtilis 4 

LL9-21 Bacillus megaterium 5 

MVIA-01 Acinetobacter calcoaceticus 6 

MIVB-01 Bacillus marisflavi 7 

MVIB-02 Exiguobacterium aurantiacum 8 

PTLL4g Pseudomona mendocina 9 

 

V Ajuste de inóculos según la escala de turbidez estándar de McFarland 

El primer paso que se realizó en las pruebas de antagonismo fue la preparación de 

la escala de turbidez estándar de McFarland, según lo establecido en el documento 

de la CDC y OMS (2009), con el objetivo de ajustar todos los inóculos de las 

bacterias seleccionadas para la confrontación en un rango de concentración. Se 

tomaron con el asa inóculos de cada cultivo y se colocaron de forma individual en 
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tubos con solución salina estéril (0.85%) previamente rotulados, posteriormente los 

inóculos se ajustaron a 0.5 unidades (equivalentes a 108 cel/mL) según la escala de 

McFarland y se verificó la absorbancia a 625 nm en el espectrofotómetro marca 

Thermo modelo Genesys 6 (Sánchez et al., 2016). Se prepararon 10 estándares 

que contenían cloruro de bario deshidratado (BaCl2 ǒ 2H2O) al 1.175% (p/vol) y 

ácido sulfúrico (H2SO4) al 1% (vol/vol). Los valores de absorbancia obtenidos y la 

densidad aproximada de bacterias correspondientes se muestran en la Tabla 6.  

Tabla 6. Valores obtenidos en la preparación de la escala de McFarland (CDC 
y OMS, 2009). 

Número de la 
turbidez estándar 

Absorbancia de la 
escala de Mcfarland 

Densidad de bacterias 
aproximada (UFC/mL) 

0.5 0.169 1x108 

1 0.327 3 x108 

2 0.524 6x108 

3 0.560 9X108 

4 0.872 1.2x109 

5 0.942 1.5x109 

6 1.168 1.8x109 

7 1.257 2.1x109 

8 1.384 2.4x109 

9 1.463 2.7x109 

10 1.651 3x109 

 
Posteriormente se prepararon los inóculos de los cultivos de las cepas 

seleccionadas con 24 horas de crecimiento en solución salina estéril al 0.85%, una 

vez listos se procedieron a ajustar según los valores de absorbancia obtenidos en 

la escala de Mcfarland, equivalentes a las concentraciones de 1x108 hasta 9x108 

UFC/mL, como se muestran en la Tabla 7. 

Tabla 7.  Valores de absorbancia de los inóculos ajustados (Fuente: 
Elaboración propia). 

Código de las cepas seleccionadas 
Absorbancia de los 
inóculos ajustados 

1. Bacillus subtilis 0.163 

2. Bacillus megaterium 0.230 

3. Bacillus pumilus 0.190 

4. Bacillus subtilis 0.513 

5. Bacillus megaterium 0.200 

6. Acinetobacter calcoaceticus 0.190 

7. Bacillus marisflavi 0.299 

8. Exiguobacterium aurantiacum 0.160 

9. Pseudomona mendocina 0.192 
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V Prueba de antagonismo por la técnica de difusión en pozos 

Para la siembra masiva con cada uno de los inóculos previamente ajustados se 

sumergió un hisopo estéril en cada inóculo bacteriano y posteriormente se sembró 

de forma masiva en la superficie de cada una de las placas de Petri previamente 

rotuladas (Figura 16) que contenían medio de cultivo LB solidificado, hisopando en 

tres direcciones y alrededor de la periferia del Agar para conseguir una siembra 

uniforme (Sánchez, 2016). Este procedimiento se realizó para cada uno de los 

inóculos preparados de las bacterias seleccionadas, dejándolas secar durante 15 

minutos. 

Transcurrido los 15 minutos, se hicieron pozos en las superficies de las placas 

inoculadas con la ayuda de un sacabocados estéril de 6mm de diámetro y en cada 

uno de ellos con ayuda de una pipeta estéril se depositaron 25 µL de los inóculos 

preparados, como lo muestra la Figura 16 donde se ilustra la distribución y 

combinaciones de las bacterias confrontadas en este ensayo, luego se dejó reposar 

durante 30 minutos (para evaporar el líquido) y finalmente se incubó de forma 

invertida a 35°C por 24 horas (Sánchez et al., 2016). El criterio de selección 

consistió en la observación de la presencia de halos de inhibición. 

 

 

Figura 16. Muestra la combinación y distribución de las bacterias confrontadas, el número en 
negro representa la bacteria sembrada de forma masiva; los círculos de color azul, muestra 
las bacterias sembradas en pozos (los números representan los códigos de las bacterias 
confrontadas) (Fuente: Elaboración propia). 

Código de Bacteria sembrada de forma masiva   

Código de Bacteria sembrada en pozo   
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6.4. FORMULACIÓN DEL CONSORCIO MICROBIANO PARA UN 

BIOFERTILIZANTE Y ESTABILIDAD DE LAS CEPAS INDIVIDUALES 

Finalizada la selección de los microorganismos y las pruebas de antagonismo, con 

las que se determinaron las especies que conformaron el consorcio microbiano, se 

precedió a desarrollo de la cinética bacteriana de cepas individuales para la 

producción del biofertilizante.  

6.4.1. Construcción de curva cinética de crecimiento por método 

turbidimétrico   

 Preparación de los pre inóculos 

En cinco frascos de Erlenmeyer con capacidad de 200 mL, se preparó soluciones 

de 100 mL de medio de cultivo LB Broth líquido; de una placa Petri para cada 

bacteria que contenía cultivo de: Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi,  

Exiguobacterium aurantiacum, Pseudomona mendocina, con 24 h de crecimiento, 

se tomó una pequeña porción con el asa de siembra y se inoculó en el Erlenmeyer 

con LB Broth (Figura 17A), las bacterias se dejaron en crecimiento por 16 horas, 

con agitación constante en un shaker de laboratorio marca SCILOGEX SK-O330-

Pro, a una velocidad de 170 rpm (Figura 17B). (Cabeza, 2013; Páramo, 2014). 

 

Figura 17. Muestra la preparación del pre-inóculo. A) Inoculación de bacterias seleccionadas 
en medio líquido; B) Crecimiento de las 4 bacterias en Shaker durante 16 horas a 170 rpm 
(Fuente: Elaboración propia). 

 Determinación de la cinética de crecimiento microbiano 

Lectura de absorbancia en espectrofotómetro. Esta medición se realizó 

utilizando un espectrofotómetro UNICO UV-2100, la cual se basa en el hecho de 

que un cultivo de bacterias actúa como una suspensión coloidal que intercepta la 

luz que pasa a través de ella. Dentro de ciertos límites, la cantidad de luz que es 

absorbida es directamente proporcional a la concentración de células; es decir que 

la densidad óptica es una medida de la luz absorbida y/o dispersada por la muestra. 

Para medir turbidez se utiliz· una longitud de onda de ɚ= 540 nm, ya que es sabido 

A B 
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que los cultivos bacterianos no presentan una absorción significativa a esta longitud 

de onda (Cabeza, 2013; Páramo, 2014). 

En un shaker de laboratorio SCILOGEX SK-O330-Pro, equipado para trabajar con 

Erlenmeyer de 250 mL se dispuso una muestra para cada una de las 4 bacterias y 

un control con 90 mL del medio de cultivo LB Broth líquido, previamente preparado. 

Del pre-inoculo que desde la noche anterior se dejó en crecimiento y se encontraba 

en condiciones metabólicas aptas para ser inoculado a un volumen mayor de medio, 

se tomaron 10 mL (Figura 18A) y se inoculó en cada uno de los Erlenmeyer 

preparados en el paso anterior para cada bacteria y se llevó al Shaker (Figura 18B) 

a una velocidad de 170 rpm, anotando el tiempo cero y habiendo hecho una primera 

lectura de absorbancia a 540 nm. Cada 15 minutos se tomaron 3mL de la muestra 

a las cuales se les midió la absorbancia (Figura 18C). El experimento inició a las 

9:30 a.m. y terminó a las 4:15 p.m.; obteniendo como resultado la curva de 

crecimiento bacteriano (absorbancia vs tiempo) (Cabeza, 2013; Páramo, 2014). 

 
Figura 18. Muestra la construcción de la curva cinética de crecimiento. A) Inoculación a un 
volumen mayor; B) Crecimiento en Shaker durante 6 horas; C) Medición de la absorbancia en 
el espectrofotómetro (Fuente: Elaboración propia). 

 Diluciones seriadas y conteo en placa de células viables 

Se realizaron una serie de diluciones, lo cual consistió en preparar 9 mL de agua 

destilada estéril en tubos de ensayo previamente marcados desde 10-1 hasta 10-6. 

De acuerdo a los intervalos de tiempo establecidos en el que se midió la 

absorbancia a cada uno de los Erlenmeyer se tomaron muestras de 1 mL con una 

pipeta y se inocularon en los tubos de ensayos correspondientes a la dilución de 10-

1, luego se agitaron en un vortex marca JANKE & KUNKEL y se descartó la pipeta. 

Con una nueva pipeta se transfirieron alícuotas de 1 mL a los tubos de la dilución 

10-2, repitiendo el mismo proceso hasta llegar a la dilución de 10-6 (Páramo, 2014). 

Posteriormente con una nueva pipeta se tomó 1 mL de la dilución y se depositó en 

una placa de Petri con LB sólido marcada con el número de muestra y dilución, y 

con ayuda de un asa Drigalsky previamente esterilizada se distribuyó en toda la 

superficie de la placa y se dejó absorber el líquido durante 10 minutos (Aquiahuatl 

y Pérez, 2004); este paso se efectuó a partir de las diluciones de 10-5 hasta 10-6, tal 

B C A 
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y como se muestra en la Figura 19. Luego se incubaron en forma invertida durante 

24 horas a una temperatura de 35 °C (Páramo, 2014). Por último, se cuantificó el 

número de UFC/mL, siendo el número de bacterias/mL igual al producto del número 

de colonias en la placa por la inversa de la dilución de la muestra. Con los resultados 

obtenidos se graficó la concentración UFC/mL vs Tiempo y UFC/mL vs Absorbancia 

 

 

6.4.2. Pruebas de estabilidad por viabilidad celular del biofertilizante  

Una vez finalizada la construcción de la curva cinética de crecimiento de cada 

bacteria seleccionada para formar parte del consorcio microbiano, se procedió a 

realizar las pruebas de anaquel o de estabilidad. Para esto se prepararon pre-

inóculos (según el procedimiento descrito en el acápite anterior) se inocularon 15 

mL del pre-inóculo en Erlenmeyer que contenían 135 mL del medio de cultivo estéril 

LB Broth líquido y se dejaron en crecimiento en shaker hasta que alcanzaron valores 

altos de absorbancia. Alcanzado este punto, con pipetas estériles se tomaron 

muestras de 1 mL de cada Erlenmeyer y se realizaron diluciones seriadas desde 

10-1 hasta 10-6 y posteriormente se hizo una siembra en profundidad partiendo de 

las diluciones de 10-4 hasta 10-6. Luego se incubaron en forma invertida durante 24 

a 48 horas a una temperatura de 35 °C. Por último, se cuantificó el número de 

UFC/mL. 

Figura 19. Técnica de recuento en placa y diluciones seriadas (Prescott et al, 2008) 
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Luego estos Erlenmeyer se almacenaron en refrigeración a 10 °C durante un 

periodo de 2 meses. Durante el periodo de almacenamiento se determinó la 

viabilidad celular mediante diluciones seriadas y conteo en placa por siembra en 

profundidad cada 15 días durante los 2 meses de evaluación (Camelo, 2010). 

 

6.4.3. Efecto del consorcio biofertilizante sobre cultivos de interés 

agrícola en macrotúnel 

 

 Instalación del macrotúnel 

Según requerimientos óptimos para los cultivos seleccionados: Chiltoma, rábano y 

pepino, se definieron los parámetros de la instalación del macrotúnel. Según las 

condiciones climáticas de la ciudad de Managua que se encuentra a una altura 

aproximada de 82.97 msnm y una temperatura promedio de 27ºC (Según 

características generales de los distritos de Managua, Alcaldía de Managua), por lo 

tanto se debe tener en cuenta el movimiento del aire en el interior del macrotúnel, 

el cual es de vital importancia en las zonas tropicales en especial por debajo de los 

1000 metros sobre el nivel del mar, donde la alta radiación solar calienta el aire 

dentro de las estructuras (Marlow, 2011). 

El macrotúnel utilizado para realizar el estudio (Figura 20) tiene dimensiones de 3 

m de ancho y 7 m largo, conformado por tres arcos de tubos de hierro galvanizado 

y la cubierta externa de malla antivirus y plástico transparente en el techo, los cuales 

se sujetaron a la estructura del túnel utilizando lockers y zigzag de hierro 

galvanizado. Para evitar el exceso de luz solar, se colocó una malla sarán (30% 

sombra) también conocida como malla sombra.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Macrotúnel Individual instalado en predios de la UNI, para el desarrollo de 
las pruebas (Elaboració propia) 



  

54 

 Instalación del riego 

Se ha escogido el riego por goteo, ya que es el método más desarrollado en los 

cultivos, por su fácil instalación, su reducido costo económico y por su eficiencia. 

Con este sistema el cultivo recibe las proporciones óptimas de agua (Sela, 2017). 

 

Como se observa en la Figura 21, el sistema de riego instalado fue del tipo espagueti, 

para lo cual se instalaron goteros de botón de 4 litros/hora sobre un lateral de 

manguera de Polietileno de 16mm de diámetro (Figura 21A), seguidamente se 

conectaron microtubos de 8 mm de diámetro en un distribuidor (Figura 21B); al final 

de cada microtubo se conectaron goteros de estaca de 1 litro/hora (Figura 21C), los 

cuales se unieron a los goteros de botón por medio del distribuidor (Figura 21D), 

posteriormente los goteros de estaca fueron distribuidos  en las maceteras 

insertándolos en el sustrato (Figura 21E); finalmente, se suministró el agua necesaria 

para el cultivo, se realizó 2 frecuencias de riego a las 7:00 a.m. y a las 6:00 p.m., 

cada uno con una duración entre 1 a 2 hora, en dependencia de las condiciones 

climatológicas, a través de los goteros de estaca en las maceteras (Figura 21F) 

Netafim, 2017. El sistema de riego estuvo alimentado por la red de agua potable que 

abastece al Recinto Universitario Simón Bolívar (UNI-RUSB).  

Para reducir la temperatura en el interior del macrotúnel, se colocaron Nebulizadores, 

los cuales se ubicaron en la parte más alta del mismo, de tal forma que cuando se 

pusieran a funcionar se creara una neblina que posibilitara disminuir las altas 

temperaturas en las horas más críticas del día.  

 
Figura 21. Riego por goteo tipo espagueti. A. Gotero de botón conectado a un lateral de 
polietileno, B. Conexión de distribuidor y microtubo de 8 mm de diámetro, C. Conexión de 
goteros de estaca en el microtubo, D. Conexión de los goteros de estaca al gotero de 
botón, E. Colocación de goteros de estaca en cada macetera, F. Aplicación del agua en 
cada macetera (Fuente: Netafim, 2017). 
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 Preparación y esterilización del sustrato  

 

Se utilizó tierra abonada producida en un vivero y arena en proporciones 70 ï 30 

(70% tierra abonada y 30% arena), para obtener una textura que permitiera una 

buena aireación y retención de humedad. El sustrato preparado con los componentes 

y las proporciones descritas anteriormente (Figura 22A) y se esterilizo utilizando el 

método de solarización, para lo cual se cubrió el sustrato con plástico negro (Figura 

22B) y se dejó expuesto al sol por 60 días. Con un termómetro digital, se monitoreo 

las temperaturas alcanzadas en el sustrato (Figura 22C), que permitieran eliminar 

cualquier microorganismo presente que pudieran afectar el desarrollo del 

experimento (Sandoval Villa, 2010).  

 

 Preparación y llenado de maceteras 

 

Para este ensayo se utilizaron maceteras plásticas con capacidad de 15 litros, a las 

cuales se les perforaron 4 ranuras en los costados, con los cuales se pudiera facilitar 

la observación del crecimiento radicular y la tuberización (Figura 23) (Elhayes, 2017).  

 

 

 
Figura 23. Preparación y llenado de maceteras. A. Macetera plástica de 15 L, B. 
Perforación de ranuras en los costados, C. Inserción de macetera ranurada en otra 

macetera sin ranurar, D. Llenado de maceteras con sustrato (Fuente: Elhayes, 2017). 

 

    

A B C D

 
Figura 22. Preparación del sustrato. A. Homogenización de tierra abonada y arena; B. Recubrimiento 

del sustrato con plástico negro; C. Medición de temperatura (Fuente: elaboración propia) 

A B C 
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 Siembra  

 

Chiltoma (Capsicum annuum L). Se realizó la siembra manualmente en bandejas 

de germinación de poliestireno de 96 cavidades en arreglos de 8X12, con un 

volumen de celda de 55 cc, colocando de 1 a 2 semillas en cada cavidad, al proceso 

de germinación fue de 40 días, la Figura 24 muestra plántulas de chiltoma 

germinada; posteriormente se realizó el trasplante a maceteras (descritas en la 

Figura 23), colocando 3 plántulas en cada macetera. (INTA 2006).  

 

Rábano (Raphanus sativus). Se realizó la siembra directa (Figura 24) en maceteras, 

colocando 5 semillas, una en cada cuadrante y otra en el centro a 5 cm de 

profundidad y cubriendo con una capa de tierra (Ohio State University, 2001). 

 
Figura 25. Siembra de rábano de forma directa, muestra la distancia y profundidad a la que 

se debe colocar la semilla (Fuente: wikiHow, 2019) 

 

Pepino (Cucumis sativus). Se realizó siembra directa, colocando de 3 semillas por 

macetera, en forma de triángulo a una distancia de 15 cm de arista. La semilla fue 

colocada a 5 cm de profundidad y cubierta con tierra (CENTA 2003). Se colocó una 

malla hecha con mecate para el agarre de la enredadera y desarrollo correcto del 

fruto. 

 

 

 

 

Figura 24. Plántulas de chiltomas con 25 días en bandejas de germinación (Elaboración propia) 
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 Descripción de los tratamientos 

En esta investigación se fertilizó 3 tipos de cultivos aplicando el consorcio 

bacteriano. Así mismo, a los tres cultivos se le aplicó fertilización química con 

formula completa 15-15-15 (fuente de los tres macro nutrientes primarios N-P-K) 

para darle a la planta la mayor cantidad de nutrientes en una sola aplicación. 

También se consideró un testigo absoluto sin ninguno de los tipos de fertilización la 

Figura 26, muestra el arreglo y distribución de los cultivos y los diversos 

tratamientos en el macrotúnel. 

 

 
ü En Chiltoma: 

TB -Ch: Planta tratada con el Consorcio 

Microbiano  

TQ -Ch: Planta tratada con Fertilización 

Química  

To -Ch: Planta Sin Fertilización (Testigo) 

ü Rábano 

TB -R: Planta tratada con el Consorcio 

Microbiano 

TQ -R: Planta tratada con Fertilización 

Química 

To -R: Planta Sin Fertilización (Testigo) 

ü Pepino 

TB -P: Planta tratada con el Consorcio 

Microbiano 

TQ -P: Planta tratada con Fertilización 

Química 

To -P: Planta Sin Fertilización (Testigo) 

 

 Inoculación de los tratamientos 

 

Tratamiento Biológico - Biofertilizante: Para la fertilización con el uso de 

microorganismos capaces de mejorar los procesos esenciales en la nutrición de los 

cultivos, se realizó una primera aplicación del tratamiento a base del consorcio 

formado por: B. megaterium, B. marisflavi, E. aurantiacum, P. mendocina; al 

momento de la siembra, aplicando 5 mL del consorcio por semilla a una 

concentración de 108 UFC/mL según la escala de McFarland. Únicamente se 

inocularon las semillas en los tratamientos que se contempló el uso del 

biofertilizante, siguiendo la metodología de Díaz et al., (2001) para cultivo de 

Figura 26. Arreglo y distribución de los cultivos y tratamientos en el macrotúnel (Fuente: 

Elaboración Propia) 
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lechuga y adecuándolo al cultivo de Chiltoma, Rábano y Pepino. Posteriormente, se 

realizaron aspersiones, en la superficie del sustrato, aplicando 5 mL por planta a los 

30 y 60 Días Después de la Siembra (DDS). En la Tabla 8 que se presenta a 

continuación, se detallan las concentraciones y periodos de aplicación del 

biofertilizante. 

Tabla 8. Concentración del consorcio biofertilizante aplicado (Fuente: 

Elaboración propia). 

Tiempo aplicación 
después de siembra 

(DDS) 

Bacteria 5 Bacteria 7 Bacteria 8 Bacteria 9 

UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL 

Siembra 1.26E+08 1.26E+08 1.26E+08 1.26E+08 

30 1.57E+08 1.57E+08 1.57E+08 1.57E+08 

60 1.70E+08 1.70E+08 1.70E+08 1.70E+08 

 

Como se observa en la Tabla 8, los valores de concentración del consorcio 

biofertilizante utilizados en las pruebas de macrotúnel oscilan en el rango de 

1.26x108 y 1.7x108; siendo estos valores similares al reportado por Lara y Negrete 

(2015).  

 

Tratamiento Químico - Fertilización química: Se realizó el análisis físico y 

químico del suelo midiendo las siguientes características: Materia Orgánica (MO)= 

4%; Fósforo disponible (P)= 26.6 ppm, Densidad Aparente (DA)= 1.3 g/cm y Potasio 

disponible (K)= 1.14 meq/ 100g); la fertilización química se realizó de acuerdo al 

análisis de suelo y los requerimientos nutricionales para cada cultivo, 

determinándose cantidades de: N, P y K.  De acuerdo a lo anterior al tratamiento 

con fertilizante químico se le aplicó el fertilizante completo 15-15-15, a los 5 días 

después de la siembra (DDS), aplicando 4 g de fertilizante a una distancia de 2 cm 

de cada planta para evitar daños en esta. 

 Medición de variables  

Se realizaron mediciones a los 21 y 35 días después de la germinación, en cada 

muestreo se recogieron 3 plantas al azar de cada repetición, las variables a tener 

en cuenta fueron los siguientes parámetros biométricos (Hernández, 2002 y 

Ramírez y Pérez, 2006):  

Variables de Desarrollo: 

a) Número de hojas (No.): conteo de las hojas en cada una de las plantas de 

cada macetera.  

b) Longitud del tallo (cm): se midió la longitud del tallo principal con cinta 

métrica desde la base del tallo hasta la yema apical. 
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c) Diámetro del tallo (mm): haciendo uso de un vernier o pie de rey se medió 

el diámetro del tallo en milímetros. 

d) Longitud de hojas (cm): con una regla graduada en centímetros se midió 

manualmente la longitud de la hoja en el cultivo de Rábano. 

 

Variables de cosecha 

a) Número de frutos (No.):   conteo del número de frutos cosechados por 

cada uno de los tratamientos y cultivos evaluados. 

b) Longitud del fruto (cm): Haciendo uso de una cinta métrica y un vernier, se 

registró la longitud de los frutos cosechados. 

c) Diámetro ecuatorial (cm): Con un vernier se registró el diámetro ecuatorial 

del fruto. 

d) longitud de la planta (cm): se tomó en cuenta la medida desde la raíz hasta 

la hoja más larga de cada una de las plantas muestreadas para el caso de 

rábano. 

e) Peso del fruto (g): se registró el peso de cada uno de los frutos de los tres 

cultivos mediante el uso de una balanza de precisión. 

 

 Análisis estadístico 

 

Una vez recopilados los datos de las variables se procedió a realizar un análisis de 

varianza (ANDEVA) y comparaciones de medias mediante Tukey haciendo uso del 

programa estadístico InfoStat. El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear 

intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre las medias de 

los niveles de los factores mientras controla la tasa de error por familia que 

especifique. Para contrapesar esta mayor tasa de error, el método de Tukey ajusta 

el nivel de confianza de cada intervalo individual, de modo que el nivel de confianza 

simultáneo resultante sea igual al valor que especifique (Fallas, 2012).   
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

7.1. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA Y MOLECULAR DE LOS 

MICROORGANISMOS AISLADOS DE BIOINSUMOS ARTESANALES  

La identificación morfológica de los 30 microorganismos aislados de bioinsumos, se 

realizó mediante observaciones macroscópicas y microscópicas, tanto para 

bacterias como para hongos, los microorganismos que se caracterizaron fueron 23 

aislados bacterianos, 6 hongos filamentosos y 1 levaduriforme, el total de 

microorganismos aislados de cada muestra de bioinsumos artesanales se plasma 

en la Tabla 4 de materiales y métodos. Por último, se realizó la identificación 

molecular de estos microorganismos por medio de la secuenciación parcial del gen 

ADN ribosomal 16S para bacterias e ITS 1- ITS 4 (Internal Transcribed Spacer) para 

hongos. 

Zeballos (2017), aisló y purificó cepas provenientes de cuatro biofertilizantes 

diferentes, a partir de la purificación se obtuvo siete cepas de microorganismos: 

cuatro cepas de bacterias, dos de levaduras y una de hongos. 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. 

Esto difiere con los resultados de este estudio, ya que la variedad microbiológica es 

muy rica, teniendo en cuenta que se aislaron un total de 30 microorganismos: 23 

bacterias y 7 hongos: 6 filamentosos y 1 levaduriforme. Estos resultados son 

similares a lo reportado Herrnann et al., (2015), quienes analizaron el contenido 65 

inoculantes comerciales, se aisló, purificó e identificó un total de 259 cepas. Se 

obtuvieron varios tipos de colonias para la mayoría de los productos, más del 50% 

de los inoculantes analizados produjeron más cepas de las esperadas, lo que para 

ellos sugiere altos niveles de contaminación. 

Lo anterior podría explicarse por el tipo de medio de cultivo o sustrato que se han 

utilizado en las formulaciones. Idealmente, un sustrato debería proporcionar 

condiciones óptimas para permitir que los microorganismos sobrevivan durante la 

formulación, el transporte y el almacenamiento. Las condiciones óptimas pueden 

ser diferentes para cada cepa, y los fabricantes también deben asegurarse de que 

las diferentes cepas no compitan entre sí (Malusá et al., 2012). Por ejemplo, Kellman 

(2008) dijo que algunas cepas contenidas en un inoculante podían producir 

bacteriocinas o antibióticos para suprimir el crecimiento de cepas "competidoras" en 

la mezcla.  

Los bioinsumos utilizados en este estudio, están compuestos por una cantidad de 

microorganismos de los cuales no se conoce su identidad y su función dentro del 

producto (si son o no benéficos), de ahí que este trabajo siente las bases de futuras 

investigaciones con vistas a desarrollar productos más y mejor tecnificados, cuya 
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constitución sea conocida y mantenida en el producto que se oferte y a la vez se 

conozca la función que espera sea desarrollada por dichos microorganismos, estos 

resultados resaltan la necesidad de sistemas de control de calidad, para garantizar 

que los inoculantes eficaces lleguen a los usuarios finales. 

7.1.1.  Caracterización morfológica de bacterias aisladas de 

bioinsumos artesanales 

Como resultado de la caracterización macroscópica mostrada en la Tabla 9, se 

observaron 14 tipos de morfología (superficie papilada, bordes ondulados, 

consistencia seca, etc.), la mayoría presentan una coloración crema, de 

consistencia cremosa y predominan las colonias con bordes redondeados. 

Tabla 9. Presenta la caracterización morfológica realizada mediante la 
observación macroscópica y microscópica de las bacterias aisladas de 
bioinsumos artesanales (Fuente: Elaboración Propia). 

Código del 
Microorganismo 

Observación Macroscópica 
Observación 
Microscópica 

TS10-111 
Colonias opacas de coloración crema, con forma 
circular, superficie papilada, borde redondeado y de 
consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 

TS11-31 
Colonias opacas de coloración crema, con forma 
irregular, superficie papilada, borde ondulado y de 
consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 

TS11-3(C) 
Colonias opacas, con coloración crema, de forma 
irregular, superficie papilada, borde ondulado y de 
consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 

TS13-111(J)  
Colonias brillantes con coloración crema, de forma 
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y 
de consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

TS13-211(u) 
Colonias con coloración crema, de forma circular, 
superficie plana, borde redondeado y de 
consistencia seca. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

LS5-1K 
Colonias con coloración crema, de forma circular, 
superficie convexa, borde redondeado y de 
consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 

LS5-11(B) 
Colonias opacas con coloración crema, de forma 
circular, superficie planoconvexa, borde ondulado y 
de consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 
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LS5-21 
Colonias brillantes con coloración crema, de forma 
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y 
de consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

LS6-11(G) 
Colonias translúcidas con coloración crema, de 
forma circular, superficie convexa, borde 
redondeado y de consistencia viscosa. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

LS6-211(P) 
Colonias brillantes con coloración crema, de forma 
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y 
de consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

LS7-2111 
Colonias semitransparentes con coloración crema, 
de forma circular, superficie plana, borde 
redondeado y de consistencia viscosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

LL8-111(M) 
Colonias de coloración blanca, con forma circular, 
superficie convexa, borde redondeado y 
consistencia cremosa. 

Estafilococos 
Gram positivos 

LL8-221 
Colonias translúcidas, coloración crema, con forma 
irregular, superficie planoconvexa, borde ondulado y 
consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

LL9-221 
Colonias opacas, de coloración crema, con forma 
circular, superficie planoconvexa, borde ondulado y 
de consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

DCL1-11 
Colonias con coloración crema, de forma circular, 
superficie planoconvexa, borde redondeado, 
consistencia cremosa y de coloración crema. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

DCL1-2(A) 
Colonias con coloración crema, de forma circular, 
superficie planoconvexa, borde redondeado y de 
consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

DCL2-11 
Colonias translúcidas con coloración crema, de 
forma irregular, superficie planoconvexa, borde 
ondulado, consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

DCL2-411(H) 
Colonias opacas con coloración blanca, de forma 
circular, superficie papilada, borde redondeado y de 
consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 

DCL3-3 
Colonias con coloración crema, de forma circular, 
superficie papilada, borde redondeado y de 
consistencia cremosa. 

Estreptobacilos 
Gram positivos 

DCL3-4 
Colonias brillantes con coloración crema, de forma 
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y 
de consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

Continuación Tabla 9. Caracterización morfológica de bacteria  
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DCL4-31F 

Colonias opacas con coloración blanca, de forma 
irregular, superficie plana, borde filamentoso y de 
consistencia seca. 

Diplobacilos 
Gram positivos 

DCL12-111(Q) 
Colonias opacas con coloración blanca, de forma 
irregular, superficie papilada, borde lobulado y de 
consistencia cremosa. 

Bacilos 
individualizados 
Gram positivos 

DCL12-21(L) 
Colonias con coloración crema, de forma irregular, 
superficie planoconvexa, borde ondulado y de 
consistencia cremosa. 

Diplobacilos 
Gram negativos 

 

De la aplicación de las pruebas de tinción diferencial Gram a los cultivos bacterianos 

(Tabla 9) se obtuvieron los siguientes resultados: 22 bacterias de forma bacilar (15 

Gram positivas y 7 Gram negativas) y 1 de forma cocal Gram positiva. En la Figura 

27, se detallan las 23 bacterias con las que se cuenta. Se puede observar que 16 

bacterias se clasifican como Gram positivas, 15 poseen forma bacilar (TS10-111, 

TS13-2111u, TS11-3C, TS11-31, LS5-1K, LS5-11B, LS6-11G, LL8-221, LL9-21, 

DCL1-11, DCL1-2A, DCL2-411H, DCL3-3, DCL4-31F y DCL12-111Q) y un coco 

(LL8-111M); también se observaron 7 bacilos Gram negativos (TS13-111J, LS5-21, 

LS6-2111P, LS7-2111, DCL2-11, DCL3-4 y DCL12-21L). Los aislados bacterianos 

se conservaron en medio de cultivo fresco LB en placas Petri a 10°C, con siembra 

periódicas mensuales para su posterior identificación por vía molecular. 

En la Figura 27 se observa que de los 23 aislados bacterianos, 22 son de forma 

bacilar y una de forma cocal, predominando la presencia de bacilos Gram positivos 

(68%), estos resultados concuerdan con los obtenidos por Orberá y Pérez (2005) 

ya que del total de cepas aisladas la mayoría presentaban forma bacilar, de 91 

cepas aisladas 58 fueron identificadas morfológicamente como parte del género 

Bacillus representado el 63.7%, de los cuales la mayoría fueron Gram Positivos 

(34.3%). 

Según Paulitz y Bélanger (2001), esto puede deberse a que el género Bacillus es el 

más abundante de bacterias de vida libre, debido a su amplia distribución en todas 

las regiones geográficas del planeta, alcanzando el 24% del total de bacterias 

aisladas del suelo y un 40% de la rizósfera. Sin embargo, en la caracterización 

morfológica no se observaron coincidencias en las características de las colonias 

aisladas por Orberá y Pérez (2005), ya que describe colonias brillantes, grasosas, 

rizoides y de coloración marrón y amarillo. Estas diferencias pueden deberse a que 

la densidad bacteriana en el suelo principalmente en la rizósfera es demasiado 

grande, por lo tanto, debe tomarse en cuenta las zonas de aislamiento de las 

bacterias para poder establecer comparaciones. 

Continuación Tabla 9. Caracterización morfológica de bacterias  
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Figura 27. Morfología en placa y tinción de Gram de bacterias aisladas de bioinsumos 
artesanales. AI-EI: Muestra TS; FI-CII: Muestra LS; DII-FII: Muestra LL; GII-GIII: DCL; HI: 
Muestra LS; HII: Muestra DCL (Fuente: Elaboración propia). 

 

En este estudio de los aislados bacterianos proveniente de los bioinsumos 

artesanales, resalta un grupo bien representado que corresponde a los bacilos 
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Gram positivos, los cuales en la rizosfera forman una comunidad microbiana de gran 

valor, representados por el género Bacillus, con las especies B. subtilis, B. 

megaterium y B. thuringiensis. Lo que nos sugiera un gran potencial de los 

microorganismos para ser utilizados en productos de calidad. 

7.1.2. Caracterización morfológica de hongos filamentosos aislados de 

bioinsumos artesanales 

En este trabajo se realizó una descripción de las características macroscópicas y 

microscópicas de los hongos filamentosos, tomando en cuenta su aspecto físico, lo 

cual incluye las características de las colonias (forma, elevación, margen, superficie, 

textura, tamaño, color y presencia de pigmentos difusos) y la observación de las 

esporas reproductivas mediante el uso del microscopio de luz con un objetivo de 

40X. En la Figura 28, se muestran los 6 hongos filamentosos aislados de 

bioinsumos artesanales cuyas características se describen en la Tabla 10. 

Tabla 10. Características macroscópicas y microscópicas de los hongos 
filamentosos aislados de bioinsumos artesanales (Fuente: Elaboración 
Propia). 

Código de 
microorgani

smos 

Observación macroscópica 
Observación 
microscópica 

Anverso Reverso Aspecto del micelio 
Forma de 
esporas 

TSI-2111 

Color 
beige, 
centro 
oscuro y 
contorno 
blanco 

Color marrón 
con bordes 
crema 

Micelio elevado con forma 
circular, margen entero, de 
textura lanosa y con 
crecimiento limitado 

Esférica 

TSII-211 
Color 
blanco 

Pigmentación 
rosada con 
bordes 
blancos 

Micelio plano con forma 
irregular, de margen 
entero, superficie plegada, 
textura pulverulenta y 
aterciopelada y  
crecimiento invasivo 

Esférica 

TSIII-2111 
Blanco 
verdoso 

Color crema 
con centro 
marrón 

Micelio plano con forma 
circular, de margen entero, 
superficie estriada, textura 
aterciopelada y 
pulverulenta y crecimiento 
limitado 

Esférica 

TSIII-1212 
Color verde 
oscuro 

Color verde Micelio plano con forma 
irregular, textura 

Esférica 
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pulverulenta y de 
crecimiento invasivo. 

LLVII 
Color 
blanco 

Color crema 
con centro 
marrón 

Micelio umbilicado con 
forma filamentosa, margen 
rizoide, textura vellosa y de 
crecimiento limitado 

Esférica 

LSVI-121 
Color vede 
con borde 
blanco 

Color vede 
con borde 
blanco 

Micelio elevado con forma 
circular, de margen entero, 
textura lanosa y de 
crecimiento limitado 

Ovalada 

 

Los resultados presentados en la Tabla 10, específicamente TSIII-1212, concuerda 
con la descripción de Zeballos (2017) donde describe el único hongo aislado de 
bioinsumo según Color: verde Forma: filamentosa Elevación: umbilicada Textura: 
pulverulenta Borde: desflecado Superficie: surcos radiales. 
 

 

Figura 28. Hongos filamentosos aislados de muestras de bioinsumos artesanales. En las filas 
A y C se muestran la morfología en placa, mientras que en las filas B y D se muestran las 
esporas observadas de cada uno de ellos (Fuente: Elaboración propia). 
 

Continuación Tabla 10. Características macroscópicas y microscópicas de los hongos  
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Los resultados de la observación de las características macroscópicas y 

microscópicas y su comparación con lo descrito en la literatura (Samson et al., 2007; 

Varga et al., 2011) nos condujeron a una aproximación del posible género de dos 

aislados de hongos filamentosos con códigos TSIII-2111 y TSIII-1212, los cuales 

por su morfología en placa y sus esporas esféricas sugiere que se trate de los 

géneros Neosartorya sp. (Figura 28AII y 28BII) y Aspergillus sp.(Figura 28CII y 

28DII) respectivamente. Sin embargo, para los demás no se logró dar una 

aproximación debido a que las características observadas no coincidieron con las 

encontradas en la literatura consultada. Según Masaquiza (2019), la identificación 

de hongos filamentosos basándose en la fenología y morfología de las estructuras 

es un método que presenta un importante grado de dificultad, debido a que la 

fiabilidad de la identificación depende de la experiencia del observador y tiene un 

importante componente subjetivo, por lo que se sugiere utilizar técnicas moleculares 

para obtener resultados más confiables. 

7.1.3. Identificación molecular de bacterias aisladas de Bioinsumos 

artesanales 

El gen ribosomal 16S es empleado para estudios filogenéticos debido a que es una 

secuencia altamente conservada entre las diferentes especies de bacterias; 

además es una región hiper variable lo cual garantiza una especificidad de especie, 

esto resulta muy útil para la identificación de especies bacterianas (Castillo et al., 

2015).  

Una sección del árbol filogenético generado en este estudio se muestra en la Figura 

29. En la amplificación de los productos de PCR de la región 16S del ADNr de 

bacterias, los amplicones obtenidos tuvieron un tamaño aproximado de 1300-1600 

pb. El árbol filogenético presentó una agrupación similar a la taxonomía establecida 

en el Genbank y permitió verificar la variabilidad en el gen ADNr 16S, lo cual justifica 

la separación de los géneros como linajes diferentes. Cada especie bacteriana 

(cepa) confirma su identidad en su mayoría en 100% con las secuencias contenidas 

en el Genbank. De las 23 bacterias identificadas molecularmente es importante 

destacar que 14 pertenecen al género Bacillus. El dendrograma resultante presentó 

6 clados, el primero de ellos ocupado por representantes del género Bacillus 

constituido por: pumilus, Bacillus sp., safensis, subtilis, velezensis, kochii, flesus, 

aryabhattai, megaterium, thuringiensis, cereus, toyonensis, cereus y anthracis.  

Pudiéndose identificar 8 de los microorganismos en estudio a nivel de especie y 6 

a nivel de género spp. 

El segundo clado presentó cepas del género Staphylococcus (xylosus, succinus).  

El tercer clado presentó cepas de referencia alvei del género Paenibacillus. El cuarto 

clado presentó cepas del género Lysinibacillus (macrides, xylanilyticus y fusiformis). 

El quinto clado presentó cepas del género Agrobacterium (tumefaciens) y 
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Rhizobium sp. El sexto clado prestó cepas del género Stenotrophomonas 

(rhizophilia, maltophilia). 

 

 

Figura 29.  Se muestra una sección del árbol filogenético de aislados bacterianos utilizando 
el método Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El árbol fue realizado con el 
programa MEGA 7.0.14, el código de acceso al GenBank se especifica al inicio del nombre del 
microorganismo (Fuente: Elaboración propia). 

De los 23 aislados bacterianos de bioinsumos artesanales, en este trabajo se 

secuenciaron 17 bacterias (Las 6 bacterias restantes fueron identificadas hasta nivel 

de especie por Méndez-Úbeda et al., (2018)), del total de bacterias inicial, 12 se 

lograron identificar a nivel de especie y 11 hasta nivel de género. Una sección de 

dicho árbol se muestra en la Figura 29 y su versión completa en el Anexo 1. Las 

secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA se muestran en el Anexo 2. 
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La Tabla 11 obtenida a partir del análisis del árbol filogenético de la Figura 29, 

detalla las 23 bacterias identificadas a partir de las muestras de bioinsumos 

proveniente de la zona occidente y norte del país.  

Tabla 11. Identificación de bacterias mediante secuenciación genética. En la 
tabla se muestra el código de la secuencia y el código del microorganismo, la 
máxima puntuación, identidad máxima con el vecino cercano y la identidad 
final de la bacteria, de la base de datos de NCBI (Fuente: Elaboración propia). 

Código de 
secuencia 

Código de 
microorganismo 

Vecino cercano           
(Número de 

acceso) 

Máx. 
Punt. 

Máx. 
Ident. 
(%) 

Identidad final 

A1 TS11-31 
Bacillus 

thuringiensis 
(MH553093.1) 

1487 99 
Bacillus 

thuringiensis 

A2 TS13-1111J 
Stenotrophomonas 
sp.(MH718840.1) 

1478 100 
Stenotrophomo

nas sp. 

A3 TS13-2111U 
Bacillus pumilus 
(MF692773.1) 

1648 99 Bacillus pumilus 

A4 TS13-3C 
Bacillus sp. 

(MH647668.1) 
1657 100 Bacillus sp. 

B LS5-11 
Bacillus 

megaterium 
(KR063189) 

1105 99 
Bacillus 

megaterium 

D1 DCL1-2(A) 
Lysinibacillus 

macroides 
(MH458746.1) 

1511 100 
Lysinibacillus 

macroides 

D2 DCL2-11 
Bacillus sp. 

(MH813429.1) 
1604 100 Bacillus sp. 

D3 DCL3-3 
Bacillus sp. 

(MF948357.1) 
1836 100 Bacillus sp. 

D4 DCL3-4 
Stenotrophomonas 
sp. (LC133695.1) 

1526 100 
Stenotrophomo

nas sp. 

D5 DCL12-111(Q) 
Bacillus Cereus 
(MH915610.1) 

1522 100 Bacillus cereus 

D6 DCL1-11 
Lysinibacillus 

macroides 
(MF079282.1) 

1554 100 
Lysinibacillus 

macroides 

F* DCL4-31 
Bacillus subtilis 

(KX454091) 
1022 99 Bacillus subtilis 

G* LS6-11 
Bacillus subtilis 

(KU764381) 
1057 99 Bacillus subtilis 

H* DCL2-411 
Bacillus flexus 
(KC713922) 

1114 100 Bacillus flexus 

L* DCL12-21 
Agrobacterium 
tumefaciens 
(KM894180) 

2490 99 
Agrobacterium 

tumefaciens 

L1 LL9-21 
Bacillus megaterium 

(MH910311.1) 
1781 100 

Bacillus 
megaterium 
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L2 LL8-221 
Bacillus sp.         

(KX817946.1) 
1683 100 Bacillus sp. 

M* LL8-111 
Staphylococcus 

succinus 
(KF254629) 

2601 100 
Staphylococcus 

succinus 

S1 LS5-21 
Stenotrophomonas 
sp. (JQ359101.1) 

1652 100 
Stenotrophomo

nas sp. 

S2 LS5-1K 
Bacillus sp. 

(MG309429.1) 
1836 100 Bacillus sp. 

S3 LS6-211P 
Stenotrophomonas 
sp. (KP258175.1) 

1886 100 
Stenotrophomo

nas sp. 

S4 LS7-2111 
Paenibacillus sp. 
(MH628020.1) 

1640 99 
Paenibacillus 

sp. 

S5 TS10-111 
Bacillus sp. 

(MG309372.1) 
1585 100 Bacillus sp. 

Nota: * microorganismos identificados en una primera fase por Méndez-Úbeda et al., (2018). 

 
La Tabla 11 muestra las bacterias identificadas hasta nivel de especie: B. 

thuringiensis (TS11-31), B. pumilus (TS13-2111u), B. megaterium (LS5-11B), 

Lysinibacillus macroides (DCL1-2A), B. cereus (DCL12-111Q), Lysinibacillus 

macroides (DCL1-11), B. subtilis (DCL4-31F), B. subtilis (LS6-11G), B. Flexus 

(DCL2-411H), Agrobacterium tumefaciens (DCL12-21L), B. megaterium (LL9-21) y 

Staphylococcus succinus (LL8-111M). Las bacterias identificadas hasta nivel de 

género fueron: Stenotrophomonas sp. (TS13-1111J), Bacillus sp. (TS13-3C), 

Bacillus sp. (DCL2-11), Bacillus sp. (DCL3-3), Stenotrophomonas sp. (DCL3-4), 

Bacillus sp. (LL8-221), Stenotrophomonas sp. (LS5-21), Bacillus sp. (LS5-1K), 

Stenotrophomonas sp. (LS6-211P), Paenibacillus sp. (LS7-2111) y Bacillus sp. 

(TS10-111). 

Cuervo (2010) logró aislar e identificar únicamente tres especies microbianas 

(Bacillus subtilis en medio sólido, Bacillus firmus y Bacillus sphaericus en medio 

líquido) partiendo de dos presentaciones diferentes de biofertilizantes. De igual 

forma Zeballos (2017), aisló 7 cepas provenientes de 4 muestras de biofertilizantes, 

de estas 7 cepas 4 fueron bacterias: 2 Bacillus sp., 1 Micrococcus sp. y 1 

Streptococcus sp.; lo que difiere con los resultados del presente trabajo se logró 

aislar e identificar un número mucho mayor de bacterias (23), llegándose a  

identificar 12 a nivel de especie como (B. thuringiensis,  B. Megaterium (2),  B. 

cereus, Lysinibacillus macroides, B. subtilis (2), B. pumilus, B. flexus, Agrobacterium 

tumefaciens, y Staphylococcus succinus). Otros géneros de interés que se lograron 

identificar son Stenotrophomonas y Paenibacillus. Esta diferencia puede deberse a 

los materiales empleados para elaborar los sustratos utilizados en la fabricación de 

estos biofertilizantes artesanales, además de la falta de control y manejo adecuado. 

Según el análisis anterior se logró identificar la microbiota cultivable contenida en 

cada una de las 4 muestras de bioinsumos artesanales recolectadas en las zonas 

Continuación Tabla 11. Identificación de bacterias 
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de occidente y norte del país. La muestra de la región norte en presentación solida 

con código de procedencia TS contenía:  5 bacterias (B. thuringiensis, B. pumilus, 

2 Bacillus sp. y 1 Stenotrophomonas sp.); la muestra de la región norte en 

presentación solida con código de procedencia LS contenía: 6 bacterias (B. 

megaterium, B. subtilis, 2 Stenotrophomonas sp., 1 Paenibacillus sp. y 1 Bacillus 

Sp.); la muestra de la región norte en presentación liquida con código de 

procedencia LL contenía: 3 bacterias (B. megaterium, Staphylococcus succinus y 

1 Bacillus sp.). Finalmente, la muestra de la región occidente en presentación liquida 

con código de procedencia DCL contenía: 9 bacterias (B. subtilis, B. flexus, B. 

cereus, 2 Lysinibacillus macroides, Agrobacterium tumefaciens, 2 Bacillus sp. y 1 

Stenotrophomonas sp.). 

De los bioinsumos analizados el único que estaba libre de patógenos bacterianos 

era la muestra LS, en los otros 3 (LL, DCL y TS) se reporta la presencia de al menos 

una cepa patógena al ser humano como Bacillus cereus (DCL) y muchos otros 

pudieran estar desarrollando actividades que no son aplicables a todo tipo de 

suelos, ni a todo tipo de cultivos, por ejemplo: Agrobacterium tumefaciens (DCL) y 

Staphylococcus succinus (LL). Otro punto a destacar, es que en los 4 bioinsumos 

analizados, se encuentran Bacillus sp., en dos de ellos y en los otros dos B. subtilis 

(DCL y LS), estos últimos presentaron antagonismo con las 7 bacterias 

confrontadas, lo que podría inhibir la acción de las otras bacterias benéficas con las 

que convive. Todos estos inconvenientes, se pretenden superar, con la selección 

de bacterias aisladas de estos bioinsumos, elegidas por la función que realicen en 

los cultivos, por su no patogenicidad para el ser humano, por no mostrar 

antagonismo e inhibición entre las mismas y por garantizar un número de unidades 

formadoras de colonia estable para el cultivo final en el bioproceso desarrollado 

para ello. 

 

7.1.4. Identificación molecular de hongos filamentosos aislados de 

bioinsumos artesanales 

En esta investigación se identificaron molecularmente, a través de la amplificación 

de los productos de PCR de las regiones ITS del ADNr de los hongos generó un 

fragmento de aproximadamente 600 a 800 pb con los cebadores ITS1 e ITS4, para 

5 hongos filamentosos que contenían las muestras de bioinsumos artesanales 

pertenecientes a las muestras con códigos TS, LS y LL. De los resultados del 

análisis de las secuencias se obtuvo el siguiente árbol filogenético (Figura 30). 

El árbol filogenético para hongos presentó una agrupación similar a la taxonomía 

establecida en el Genbank y permitió verificar la variabilidad en las regiones ITS del 

ADNr, lo cual justifica la separación de los géneros como linajes diferentes.  
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Figura 30. Árbol filogenético de hongos aislados de bioinsumos utilizando el método 
Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El árbol fue realizado con el programa 
MEGA 7.0.14, el código de acceso al Gen Bank se especifica al inicio del nombre del 
microorganismo (Fuente: Elaboración Propia). 

En la Figura 30, cada especie bacteriana (cepa) confirma su identidad en su 

mayoría en 100% con las secuencias contenidas en el Genbank. De los 5 hongos 

identificados molecularmente, el dendrograma resultante presentó 4 clados, el 

primero de ellos ocupado por representantes del género Neosartorya y Aspergillus, 

de las especies hiratsukae. El segundo constituido por Aspergillus (flavus, oryzae y 

nomius). El tercero Monascus (pilosus, ruber, y purpureos). Y un cuarto clado por 

Paecilomyces (formosus) y Byssochlamys (fulva y nivea). 
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De los 6 hongos filamentosos aislados de los bioinsumos artesanales en estudio, 4 

de ellos se lograron identificar a nivel de especie: TSI-2III (B1) como Monascus 

purpureus, TSIII-2III (B3) como Neosartorya glabra, LLVII (B5) como Byssochlamys 

nivea, TSIII-1212 (B6) como Aspergillus flavus y 1 a nivel de género: TSII-2II (B3) 

como Neosartorya sp. Estos resultados se resumen en la Tabla 12. Finalmente, uno 

de los hongos con código LSVI-121 no se logró identificar debido a resultados no 

satisfactorios durante el proceso de secuenciación. De igual forma, el hongo 

levaduriforme no pudo ser identificado.  

Tabla 12. Identificación final de hongos aislados de bioinsumos. La tabla 
resume el código de la secuencia y el código de laboratorio del 
microorganismo, la máxima puntuación, identidad máxima con el vecino más 
cercano y la identidad final del hongo, de la base de datos de NCBI (Fuente: 
Elaboración propia). 

Código de 
secuencia 

Código del 
microorganismo 

Vecino cercano 
(Numero de 

acceso) 

Máx. 
Punt. 

Máx. 

Ident. 

(%) 

Identidad final 

B1 TSI-2111 
Monascus 
purpureus 

(KY828906.1) 
961 99 

Monascus 
purpureus 

B2 TSII-211 
Neosartorya sp. 
(KX953624.1) 

979 100 Neosartorya sp. 

B3 TSIII-2111 
Neosartorya 

glabra 
(KF815577.1) 

946 100 
Neosartorya 

glabra 

B5 LLVII 
Byssochlamys 

nivea 
(MH860285.1) 

976 100 
Byssochlamys 

nivea 

B6 TSIII-1212 
Aspergillus 

flavus 
(MH864266.1) 

953 100 
Aspergillus 

flavus 

 
De los resultados aquí obtenidos, podemos decir que de los 4 bioinsumos solamente 

2 muestras recolectadas en la zona norte del país contenían hongos que pudieron 

ser identificados. La muestra en presentación solida con código de procedencia TS 

contenía: Monascus purpureus, Neosartorya sp., Neosartorya glabra, Aspergillus 

flavus. La muestra en presentación líquida con código de procedencia LL contenía 

únicamente a Byssochlamys nivea. 

Zeballos (2017) aisló 7 cepas provenientes de 4 muestras de biofertilizantes, de las 

cuales se aislaron 2 hongos levaduriformes: Sacharomyces sp., Candida sp. y 1 
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hongo filamentoso que no se identificó molecularmente, mientras que Álvarez 

(2012) identificó por medio del análisis de secuencias ITS1-5.8S-ITS2 del gen ADNr 

8 hongos filamentosos aislados de la rizósfera de plantas de vainilla, estos fueron: 

3 Plectosphaerella cucumerina, 1 Penicillium griseofulvum, 1 Bionectria ochroleuca, 

1 Aspergillus fumigatus, 1 Phoma sp., 1 Fusarium sp.; estos resultados contrastan 

con los obtenidos en el presente trabajo, en donde se aislaron 6 hongos filamentos 

de los cuales 4 pudieron ser identificados molecularmente y cuyas especies no 

coinciden con los estudios mencionados. Las diferencias de las especies de hongos 

filamentosos identificados pueden deberse a los sustratos utilizados en la 

fabricación de los biofertilizantes artesanales y el lugar de aislamiento, ya que estos 

microorganismos son propios de las regiones de donde se aislaron. 

Un gran número de biofertilizantes comerciales están disponibles en todo el mundo; 

sin embargo, la calidad y la eficacia de muchos de ellos no están probadas ni 

aprobadas. En ausencia de biofertilizantes eficaces de buena calidad y calidad 

constante, no es probable que disminuya a corto plazo la dependencia del uso de 

fertilizantes minerales. Por lo tanto, la disponibilidad de biofertilizantes de alta 

calidad debe ser una prioridad, especialmente en países donde la producción 

agrícola juega un papel clave en la economía y la seguridad alimentaria (Lesueur et 

al., 2016). 

 

7.2.  PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y SELECCIÓN DEL CONSORCIO 
MICROBIANO 

 

7.2.1. Propiedades y funciones de bacterias y hongos aislados de 
Bioinsumos 

Una vez identificadas las bacterias y los hongos filamentosos aislados de 

bioinsumos artesanales, se realizó la búsqueda bibliográfica de las aplicaciones 

biotecnológicas de cada uno de ellos (Tabla 13 y Tabla 14) con el propósito de 

conocer las funciones que desempeñan y seleccionar aquellos que sean 

promotores del crecimiento vegetal conocidos como PGPR (Plant Growth-

Promoting Rhizobacteria), ya que estos se caracterizan por mejorar la disponibilidad 

o absorción de minerales, ayudan a la producción de hormonas necesarias para el 

desarrollo de los vegetales,  además protegen a las plantas y cultivos contra agentes 

patógenos (Benjumeda, 2017). Una vez caracterizados los microorganismos con la 

propiedad de interés se procedió a realizar las pruebas de antagonismo con las 

cuales se determinaron las especies que conforman el consorcio microbiano. 
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Tabla 13. Propiedades y funciones de bacterias aisladas de bioinsumos 

artesanales (Fuente: Elaboración Propia). 

Especie Propiedades y funciones de las bacterias   Referencia 

Bacillus 
thuringiensis 

Durante el proceso de esporulación produce una inclusión 
parasporal formada por uno o más cuerpos cristalinos de 
naturaleza proteica que son tóxicos para distintos 
invertebrados, especialmente larvas de insectos. Estas 
proteínas se llaman Cry y constituyen la base del 
insecticida biológico más difundido a nivel mundial. 

Sauka y 
Benintende, 

2008 

 

Bacillus pumilus 

Bacillus pumilus ha sido ampliamente identificado como un 
patógeno de plantas y humanos. Es un patógeno que causa 
la enfermedad de la pudrición del rizoma del jengibre al 
invadir los tejidos parenquimatosos del rizoma, crecer en el 
espacio extracelular y producir enzimas degradadoras de la 
pared de las células vegetales para destruir las células del 
jengibre. 

Yuan & 
Gao,  

2015 

 

Las estructuras de la comunidad bacteriana del suelo 
pueden ser modificadas por algunas cepas de PGPR, 
incluida la Bacillus pumilus, suponemos que la regulación 
de la estructura de la comunidad bacteriana del suelo es 
uno de los mecanismos que promueven el crecimiento de 
la planta de B. pumilus WP8, en lugar de depender de 
Células de alta densidad en suelo 

Kang et al., 
2013 

Produce metilbenceno como metabolito secundario que 
podría suprimir el crecimiento de patógenos (Cytospora 
chrysosperma, Phomopsis macrospora y Fusicoccum 
aesculi) de manera efectiva. 

Ren et al., 
2013 

Bacillus 
megaterium 

Presenta dos propiedades importantes asociadas con el 
crecimiento de las plantas, la solubilización de fosfato 
tricálcico y la producción de ácido indolacético (IAA). Otra 
característica es la producción de compuestos difusibles y 
volátiles que inhiben el crecimiento de dos fitopatógenos, 
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum.  

Trivedi & 
Pandey, 

2008 

 
También se ha reportado que es capaz de fijar nitrógeno, 
Posee actividad de la enzima nitrogenasa y que el gen nifH 
amplifica por la reacción en cadena de la polimerasa. 

Ding et al., 
2005 

 
Se caracteriza por su capacidad promotora de crecimiento 
vegetal (PGPR) a partir de la producción de compuestos 
volátiles, la inhibición del crecimiento de la raíz primaria y 
el incremento en el número y longitud de pelos radiculares 
y raíces secundarias. Solubilizadora de fosfatos y 
biocontroladora de patógenos en Capsicum annuum 

Zou et al., 
2010. Akgûl 

y Mirik, 
2008 

Es un productor biotecnológico de vitamina B12. También 
produce Polihidroxibutirato (PHB) y anticuerpos 

Tortolo & 
Bell, 2015 
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recombinantes. B. megaterium fue aislada de las hojas de 
Avicennia marina para la producci·n extracelular de Ŭ-
amilasa. 

Bacillus cereus 

Bacillus cereus es una bacteria genéticamente diversa que 
se encuentra comúnmente en el ambiente. Contamina los 
alimentos afectando la salud humana, al ingerir el 
microorganismo y/o sus toxinas, la emética o las 
enterotoxinas 

Sánchez et 
al., 2016 

 

También se reporta un comportamiento antagonista contra 
patógenos de plantas como Pseudomona syringae y 
Agrobacterium tumefaciens.  

Banerjee et 
al. 2017 

Bacillus subtilis 

Promotor de crecimiento en cultivos de maíz (zea mays) y 
tomate (solanum lycopersicum). 

Pulido, 
2016 

Fijador nitrógeno y fosforo. 
Orberá et 
al., 2005 

Actividad antagónica contra Fusarium oxysporum, 
Rhizoctonia solani, producción de enzimas hidrolíticas y 
lipopéptidos. También presenta antagonismo contra 
Fusarium stilboides, F. xylarioides, producción de lipasas, 
proteasas, ɓ -1,3-glucanasa. 

Tejera et 
al., 2011 

Bacillus flexus 

Es caracterizado como un microorganismo endófito 
halotolerante. Esta cepa puede mejorar el crecimiento de 
las plántulas huésped en condiciones de estrés salino, 
debido a que posee genes relacionados con la promoción 
del crecimiento de las plantas (PGP). 

Wang et al., 
2017 

Se considera como un potencial productor de lipasa 
termoestable y alcalina que puede ser utilizada en 
industrias de alimentos, farmacéuticas y de detergentes. 

Tambekar 
et al., 2017 

Otra aplicación reportada es la biorremediación de aguas 
residuales alcalinas, al presentar una alta tasa de 
eliminación de DQO. 

Wang y 
Zhao, 2013 

 

Lysinibacillus 
macroides 

 

Se reporta como un candidato para la biodegradación 
sinérgica y la biorremediación de ambientes contaminados 
especialmente los sitios ricos en metales pesados, debido 
a que presentó una notable tendencia de tolerancia de 
múltiples metales. 

Oladipo et 
al., 2018 

 

Agrobacterium 
tumefaciens 

A. tumefaciens induce la formación de tumores en plantas, 
lo cual ha sido fundamental para su uso como herramienta 
en la ingeniería genética de plantas. Así mismo, esta 
interacción ha dado pie a formular modelos de señalización 
celular, transporte célula a célula, importe nuclear de 
proteínas y ADN y mecanismos de integración genómica.  

Tzfira & 
Citovsky, 

2000 

La inserción de nuevos genes y sus elementos reguladores 
en el ADN-T ha permitido la transformación genética de 
plantas susceptibles con genes de importancia 
agronómica. Esto a su vez ha servido para el estudio de la 

Gelvin, 
2003 

Continuación Tabla 13. Propiedades y funciones de bacterias aisladas 
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función y expresión de genes, y para el desarrollo de 
plantas con nuevas características.  

Staphyloco-
ccus succinus 

 

Se reporta como una bacteria halófila,  este tipo de 
microorganismo se  caracteriza por prosperar en 
condiciones de alta concentración de sal y estrés osmótico.  
Debido a estas razones, los microorganismos halófilos con 
capacidad para fijar nitrógeno o movilizar fosfato 
representan un potencial como biofertilizante para 
aumentar el crecimiento y el rendimiento de los cultivos en 
suelos salinos. 

Delgado et 
al.,2013 

 

Bacillus sp. 

 

Se caracteriza por ser controlador biológico de 
microorganismos fitopatógenos, por la participación en la 
nutrición mineral y la fijación biológica de nitrógeno. 
También produce sustancias con actividad funguicida y 
bactericida, entre las que figuran la subtilisina y la iturina. 
Otra propiedad es la mineralización de componentes 
nutricionales entre los que predominan el nitrógeno, 
fósforo, hierro y potasio, procedentes de fuentes orgánicas 
e inorgánicas, transformándolos a formas asimilables por 
las plantas. 

Orberá et 
al., 2005 

Stenotropho- 
monas sp. 

 

 

Se ha reportado que puede degradar eficientemente ocho 
pesticidas organofosforados (OP) y es un candidato muy 
excelente para aplicaciones en la remediación de la 
contaminación de OP.  

Deng et al., 
2016 

Produce un biosurfactante, el cual es de interés debido a la 
capacidad para emulsionar petróleo crudo y este puede ser 
útil en la biorremediación para reducir el derrame de 
petróleo en las fases acuosa y de suelo. Además, este 
biosurfactante exhibió propiedades antimicrobianas y 
antioxidantes, por lo que podría ser de interés en la 
industria de alimentos, cosméticos y detergentes.  

Gargouri et 
al., 2016 

Paenibacillus sp 

Muchas especies de Paenibacillus pueden promover el 
crecimiento de cultivos directamente a través de la fijación 
biológica de nitrógeno, la solubilización de fosfato, la 
producción de la fitohormona ácido indol-3-acético (IAA) y 
la liberación de sideróforos que permiten la adquisición de 
hierro. También pueden ofrecer protección contra los 
herbívoros y fitopatógenos de los insectos, incluyendo 
bacterias, hongos, nematodos y virus. Esto se logra 
mediante la producción de una variedad de antimicrobianos 
e insecticidas, y activando una respuesta defensiva 
hipersensible de la planta, conocida como resistencia 
sistémica inducida (ISR). 

Grady et al., 
2016 
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Con el fin de entender la función desempeñada por los diferentes microorganismos 

que fueron aislados e identificados de los bioinsumos en estudio, se plasmó la 

información de la Tabla 13, al analizarla, se puede deducir que empleando estos 

bioinsumos artesanales, en los cuales no se tiene control de los microorganismos 

que se producen y están presentes en el producto final; se estarían aplicando 

microorganismos a los cultivos que pueden ser beneficiosos para algunos procesos 

de promoción del crecimiento vegetal (Bacillus Pumilus, Bacillus thuringiensis y 

Bacillus Subtilis), a la inhibición y resistencia de patógenos (Bacillus Pumilus, 

Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens y Bacillus 

Subtilis). No obstante, estas propiedades benéficas no se presentan en todos los 

bioinsumos estudiados por igual y no es posible preservar esta propiedad benéfica 

en el tiempo y en cada lote de producción, debido a que el proceso de selección del 

material de partida es siempre aleatorio (suelo de bosques con materia orgánica en 

proceso de degradación). Adicionando además estiércol, melaza y suero láctico, 

con sus propias cargas microbianas (Ito, 2006).     

Algunos de los bioinsumos estudiados presentan bacterias patógenas al ser 

humano como Bacillus cereus aislado de la muestra DCL y otras bacterias que 

pudieran estar desarrollando actividades que no son aplicables a todo tipo de 

suelos, ni a todo tipo de cultivos como Agrobacterium tumefaciens y Bacillus flexus 

ambas asiladas del bioinsumo con código de procedencia DCL, y Staphylococcus 

succinus procedente del bioinsumo con código de procedencia LL; así como 

algunas que poseen importantes aplicaciones industriales y ambientales como 

Bacillus flexus y  Lysinibacillus macroides identificadas a partir de la muestra con 

código de procedencia DCL, y Stenotrophomonas sp., presente en los bioinsumos 

con código de procedencia DCL y LS. 

A partir del análisis anterior se puede determinar que en relación al contenido 

bacteriano de los bioinsumos artesanales, el de mayor utilidad de acuerdo a sus 

aplicaciones biotecnológicas es el proveniente de la región norte en presentación 

sólida con código LS, debido a que contiene 4 especies que se caracterizan por ser 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPM), como: Bacillus megaterium, Bacillus 

subtilis, Bacillus Sp. Paenibacillus sp. y además de contener a  Stenotrophomonas 

sp.; mientras los bioinsumos de menor conveniencia son los provenientes de la 

región de occidente en presentación líquida con código DCL , el cual presentaba un 

mayor número de bacterias aisladas entre las cuales estaba Bacillus subtilis, 

Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus sp., Bacillus flexus, 

Lysinibacillus macroides y Stenotrophomonas sp, ya que este bioinsumo a pesar  

de contener una especie promotora del crecimiento vegetal, contenía una especie 

patógena para el ser humanos y otras en su mayoría orientadas a ser utilizadas en 

biorremediación. El otro bioinsumo que según su contenido resulta ser de poca 

utilidad es el proveniente de la región norte en presentación líquida con código LL 
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conformado por Bacillus megaterium, Staphylococcus succinus y Bacillus sp., 

debido a que contiene poca diversidad microbiana y de los cuales solamente 

Bacillus megaterium está orientado a la promoción del crecimiento vegetal. El 

menos recomendado de los bioinsumos es el TS, que contiene 5 bacterias, entre 

ella una B pumilus, que ha sido reportada como patógena, pero que también está 

orientada más a biorremediación, adicionalmente, contiene hongos patógenos, 

como lo veremos posteriormente.   

Con el propósito de seleccionar los hongos filamentosos que presentaran 

propiedades benéficas para la promoción del crecimiento vegetal se realizó una 

búsqueda de sus aplicaciones biotecnológicas las cuales se muestran en la Tabla 

14. 

Tabla 14. Propiedades y funciones de hongos aislados de bioinsumos 
artesanales (Fuente: Elaboración Propia). 

Especie Propiedades y funciones de hongos 
Referenci

a 

Monascus 
purpureus 

Produce pigmentos de color rojo y amarillo usados en la 
industria alimentaria. 

Patakova, 
2013 

Produce lovastatina y mevastatina usados en la producción 
industrial de estatinas para reducir el colesterol. 

Rasheva 
et al., 
1998 

Neosartorya sp. Se utiliza para biodegradación de petróleo. 
Taewoo et 
al., 2011 

Neosartorya 
glabra 

Produce glabramicinas B y C, estas son dos productos 
naturales de macrolactona aislados por primera vez de N. 
glabra, en un esfuerzo por descubrir antibióticos 
clínicamente útiles. Ambas glabramicinas exhiben actividad 
antibacteriana contra S. pneumoniae; además, la 
glabramicina C posee actividades antibacterianas 
adicionales contra S. aureus y B. subtilis. 

Jayasuriya 
et al., 
2009 

También se ha reportado que N. glabra al utilizar residuos 
de cáscara de fruta como fuente de carbono produce 
poligalacturonasas (PG), enzimas con potencial 
biotecnológico para su uso en la clarificación de jugos de 
frutas y para la mejorar de la eficiencia de la filtración. 

Pinheiro et 
al.,  2017 

Byssochlamys 
Nivea 

Se ha reportado que B. Nivea en presencia de S. brumptii 
y un compost de residuos urbanos sólidos, mostraron una 
buena capacidad para tolerar y degradar pentaclorofenol 
(PCP), de modo que pudieran usarse con éxito en el efecto 
sinérgico para tratar los suelos contaminados con PCP, el 
cual es un compuesto tóxico utilizado como agente de 
tratamiento de la madera y biocida general. 

Bosso et 
al., 2015 
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Aspergillus 
flavus 

Es un hongo saprófito del suelo extremadamente común 
que infecta y contamina las cosechas de semillas antes y 
después de la cosecha con el metabolito secundario 
carcinógeno aflatoxina, especialmente los cultivos que 
contienen aceite, como el maíz, el maní y la semilla de 
algodón. También es un patógeno animal y humano 
oportunista que  causa enfermedades por aspergilosis 

Amaike y 
Keller, 
2011 

 

El análisis de los resultados en la Tabla 14, mediante la identificación de los hongos 

aislados de los bioinsumos, nos muestra que algunos de las cepas identificados 

encuentran utilidad en la industria farmacéutica (Monascus purpureus y Neosartorya 

glabra (Patakova, 2013; Pinheiro et al., 2017)), en procesos de biodegradación 

(Neosartorya sp. y Byssochlamys nívea (Taewoo et al., 2011)), en la agricultura 

(Neosartorya glabra (Pinheiro et al., 2017)), algunos podrían resultar indeseables 

cuando se desea preservar productos de fruta procesada (Byssochlamys nívea 

(Booso et al.,2015)) y hasta algunos pudieran resultar patógenos para los seres 

humanos y los animales como Aspergillus flavus (Amaike and Keller, 2011).  Lo 

anterior aunado al análisis hecho para las bacterias, nos presenta que el 75% de 

los bioinsumos en estudio están afectando los cultivos mediante la introducción de 

hongos y/o bacterias que no son adecuados para todo tipo de cultivos y suelos, 

además de que estarían afectando la salud humana. 

De lo antes dicho se deduce, que el menos recomendado para su utilización en la 

agricultura es el bioinsumo proveniente de la región norte en presentación solida 

con código TS debido a que contiene la mayor cantidad de hongos filamentosos 

aislados los cuales no poseen propiedades de interés para la promoción del 

crecimiento vegetal y además de poseer un hongo patógeno que afecta la salud 

humana por la producción de esporas y aflatoxinas que generan diferentes 

enfermedades. 

7.2.2. Selección de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal 
para ser sometidas a pruebas de antagonismo  

De la búsqueda bibliográfica realizada se seleccionaron 5 cepas bacterianas 

aisladas de bioinsumos artesanales que presentaron las mejores características en 

la promoción del crecimiento vegetal, estas fueron: 2 Bacillus subtilis (DCL4-31F y 

LS6-11G), 2 Bacillus megaterium (LS5-11B y LL9-21) y 1 Bacillus pumilus (TS13-

211u).  En el caso de B. pumilus se seleccionó debido a que Myresiotis et al., (2012) 

y Almaghrabi et al., (2013), la han reportado como promotora del crecimiento en 

planta (PGPM), aunque los dos estudios están más orientados a evaluar sus 

propiedades biodegradadoras, es importante entender mejor su función en los 

bioinsumos.  

También se buscaron aplicaciones biotecnológicas de las cepas pertenecientes al 

banco de microorganismos del PIENSA y se seleccionaron 4 bacterias, de las 

Continuación Tabla 14. Propiedades y funciones de hongos aislados 
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cuales Acinetobacter calcoaceticus (MVIA-01), Bacillus marisflavi (MIVB-01), 

Exiguobacterium aurantiacum (MVIB-02) fueron aisladas e identificadas por 

Delgado et al., (2018); y Pseudomona mendocina (PTLL4g) aislada e identificada 

por Páramo et al., (2018) (Figura 31), las cuales aportaban nuevas propiedades de 

interés al consorcio microbiano, dichas aplicaciones se muestran en la Tabla 15. 

 

 

Figura 31. Morfología en placa y Tinción de Gram de bacterias seleccionadas del 
banco de microorganismos del PIENSA. AI: Acinetobacter calcoaceticus (MVIA-01); 
AII: Bacillus marisflavi (MIVB-01); BI: Exiguobacterium aurantiacum (MVIB-02); BII: 
Pseudomona mendocina (PTLL4g) (Fuente: Elaboración Propia) 
 

Tabla 15. Aplicaciones biotecnológicas de las 4 cepas seleccionadas 
pertenecientes al banco de microorganismos del PIENSA (Fuente: 
Elaboración Propia). 

Especie Aplicaciones biotecnológicas de interés 
Referenci

a 

Acinetobacter 
calcoaceticus 

Mostró múltiples rasgos que promueven el crecimiento de 
las plantas, tales como la solubilización de fosfato, la 
producción de ácido indol-3-acético (IAA) y producción de 
sideróforos. 

Zhao et 
al., 2013 

También se reporta que produce giberelina (GA) y secreta 
10 tipos de GA diferentes en su entorno, incluidas las 
bioactivos GA1, GA3 y GA4; también se observó que es 
capaz de solubilizar fosfato tricálcico reduciendo el pH del 
medio durante el proceso, demostrando que la producción 
de ácidos (probablemente el ácido glucónico y el ácido 2-

Kang et 
al., 2009 
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cetoglucónico) sean los responsables de la solubilización del 
fosfato. 

Bacillus marisflavi 

Presenta la capacidad de fijar nitrógeno y además también 
se demostró por el método de amplificación por PCR que 
posee fragmentos del gen nifH, este gen codifica la proteína 
de hierro y los genes nifDK que codifican la proteína de 
hierro molibdeno, estas dos proteínas conforman a la 
enzima nitrogenasa  la cual cataliza la fijación de nitrógeno. 

Ding et al., 
2005 

 

También se reporta la producción carotenoides. La función 
de los carotenoides es la fotoprotección, y las esporas que 
contienen carotenoides mostraron niveles significativamente 
más altos de resistencia a la radiación UV que las especies 
de Bacillus que no contienen carotenoides. 

Khaneja et 
al., 2010 

Exiguobacterium 
aurantiacum 

Produce Ácido Indol Acético (AIA) que contribuyó al 
crecimiento de la cianobacteria de interés Arthrospira 
platensis 

Gómez et 
al., 2012 

Produce un pigmento naranja, cuyo análisis reveló la 
presencia de carotenoides. Estos carotenoides demostraron 
actividad antifúngica contra Fusarium sp., Penicilium sp., y 
Alternaria sp. 

Shatila et 
al., 2013 

Pseudomona 
mendocina 

Aumentó significativamente la biomasa de los brotes y las 
raíces de lechuga y los contenidos de nutrientes foliares (P, 
Fe), incrementó los carbohidratos solubles en agua del suelo 
y el porcentaje de agregados estables. También  tuvo un 
efecto significativo sobre las actividades de deshidrogenasa 
y fosfatasa; todo esto fue evaluado bajo condiciones de 
campo 

Kohler et 
al., 2006 

 

7.2.3. Pruebas de antagonismo por la técnica de difusión en pozos 
 

En este acápite se presenta el antagonismo microbiano como una relación deletérea 

o negativa; es la inhibición, deterioro o muerte de un microorganismo por acción de 

otro. Como resultado de la caracterización bibliográfica se seleccionó un total de 9 

cepas bacterianas (2 Bacillus subtilis (DCL4-31F y LS6-11G), 2 Bacillus megaterium 

(LS5-11B y LL9-21), 1 Bacillus pumilus (TS13-211u) Acinetobacter calcoaceticus 

(MVIA-01), Bacillus marisflavi (MIVB-01), Exiguobacterium aurantiacum (MVIB-02) 

y Pseudomona mendocina (PTLL4g)) las cuales se sometieron a pruebas de 

antagonismo con el fin de verificar que no existiera inhibición entre ellas y así 

realizar una selección final de las cepas bacterianas que conformaron el consorcio 

microbiano.  

Moreno (2017) efectuó una evaluación del antagonismo y sinergismo en aislados 

microbianos obtenidos de Plukenetia Volúbilis L., para la conformación de un 

consorcio microbiano en condiciones invitro. La evaluación de la inhibición se realizó 

Continuación Tabla 15. Aplicaciones biotecnológicas de las 4 cepas seleccionadas 

pertenecientes al banco de microorganismos del PIENSA 
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entre 9 bacterias mediante la prueba de ñbot·n en c®spedò, evidenciando que el 

80.8% promedio de los enfrentamientos no presentó inhibición de crecimiento 

bacteriano, entre los cuales la cepa TSEBT 04-03 tuvo la capacidad de interactuar 

positivamente en todos los enfrentamientos realizados. De igual forma Gaitán y 

Pérez (2007) realizaron un aislamiento y evaluación de 8 cepas bacterianas con 

actividad celulolítica, con el fin de potencializar la actividad celulolítica de algunos 

de los microorganismos aislados y plantearon la posibilidad de establecer un 

consorcio microbiano para lo cual se llevaron a cabo pruebas de antagonismo. 

En el presente trabajo, al realizar las pruebas de antagonismo, se observaron los 

siguientes comportamientos: la presencia de crecimiento de las cepas sembradas 

en pozos sobre las cepas masivas, indicando una coexistencia entre ambas, 

decimos entonces que no hay antagonismo (esto se representa en la Tabla 16 con 

el signo (-)), lo cual se comprobó con una tinción de Gram al observar dos tipos de 

morfología bacteriana (Figura 32). También se observó comportamientos tales 

como la presencia de halos de inhibición, esto indicaba que existía un efecto 

antagónico (+), o la ausencia de crecimiento de las cepas sembradas en pozos, lo 

cual podría estar indicando una inhibición (+) o una coexistencia (-) en dependencia 

de la similitud de morfología que exista entre las especies en contacto, esto se 

representa en la Tabla 16 con el signo (+/-). En el Anexo 4 se muestran todos los 

resultados obtenidos en la prueba de antagonismo. 

Tabla 16. Resultados de pruebas de antagonismos de las cepas 
seleccionadas. Se representa el antagonismo con el signo (+), la ausencia de 
antagonismo con el signo (-) y duda de antagonismo (+/-) (Fuente: Elaboración 
Propia). 

Cepas sembradas de forma 
masiva 

Cepas sembradas en  pozos 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1. Bacillus subtilis  + + + + + + + - 

2. Bacillus megaterium +  + + - - - + - 

3. Bacillus pumilus + +  + + - + + - 

4. Bacillus subtilis + + +  + + + + - 

5. Bacillus megaterium + - + +  - - +/- - 

6. Acinetobacter calcoaceticus + - - + +/-  - - + 

7. Bacillus marisflavi + +/- + + +/- -  +/- - 

8. Exiguobacterium aurantiacum + + + + - - -  - 

9. Pseudomona mendocina - - - - - - - -  
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En la Tabla 16, se presenta la duda de antagonismo de los comportamientos 

observados en los siguientes casos de bacterias: a) 5 masiva ï 8 en pozo; b) 6 

masiva ï 5 en pozo; c) 7 masiva ï 2, 5 y 8 en pozo. Esto se debe a que no existe 

reciprocidad de respuesta, lo cual, podría estar indicando que cuando una de las 

bacterias estaba sembrada de forma masiva, ésta se encontraba en mayor 

proporción que la otra bacteria sembrada en pozos y que en realidad, el tipo de 

competencia que se esté produciendo sea debido a espacio. Esta situación, no 

afecta el desarrollo del consorcio microbiano, porque en la formulación se tienen 

iguales oportunidades de crecimiento, ya que, estarán siendo inoculadas en la 

misma proporción, por tanto, esto no deberá afectar su efectividad. No obstante, 

todos estos, son elementos que deberán seguirse investigando a futuro para el 

mejoramiento del producto. Este comportamiento se explica en la Figura 32. 

En la Figura 32, se observa la tinción Gram realizada a los resultados de las 

pruebas de antagonismo, donde se refleja comportamientos como: (a) Ausencia de 

antagonismo o coexistencia entre ambas, Figura 32 AI: Cepa masiva 9 y cepa 2 en 

pozos y la Figura 32 BI Cepa masiva 5 y Cepa 7 en pozos, tinción Gram de la 

periferia del pozo mostrando presencia de ambas cepas (Figura 32 AII y BII) y la 

tinción Gram de las cepas individuales (Figura 32 AIII-IV y BIII-IV). (b) la presencia 

de halos de inhibición en la Figura 32 DI cepa masiva 7 - cepa 1 en pozos y Figura 

32 FI cepa 1 masiva y cepa 6 en pozos, muestra la tinción Gran realizada al halo 

(Figura 32 DII y FII) y donde se demuestra la presencia de una sola bacteria como 

lo muestra la tinción Gram de las cepas individuales (Figura 32 DIII-IV y FIII-IV) 

evidencia presencia de antagonismo. (c) y la duda de antagonismo, (representada 

por +/-), en dependencia de la similitud de morfología que exista entre las especies 

en contacto, Figura 32 CI cepa masiva 7 y cepa 6 en pozos, donde se realizó tinción 

Gram en la periferia del pozo (Figura 32 CII) y se evidencia la coexistencia entre 

ellas (Gram de cepas individual Figura 32 CIII-IV). La Figura 32 FI: Cepa 1 masiva 

y Cepa 6 en pozos, muestra la ausencia de crecimiento de las cepas sembradas en 

pozos, se realizó tinción Gram en la periferia del pozo (Figura 32 FII) esto indicaba 

que existía un efecto antagónico (Gram de cepas individual Figura 32 FIII-IV). En el 

Anexo 4 se muestra las tinciones de Gram realizadas al resto de pozos 

seleccionados. 
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Figura 32. Tinciones de Gram realizadas para evidenciar los comportamientos observados en 
las pruebas de antagonismo. En la columna I se muestra la foto de los pozos, en la columna 
II tinción de Gram realizada a los pozos, columna III tinción de Gram de la Cepa sembrada en 
forma masiva y en la columna IV tinción de Gram de la cepa sembrada en pozos. AI-IV: Cepa 
masiva 9 y Cepa 2 en pozos (no hay antagonismo); BI-BIV: Cepa masiva 5 y Cepa 7 en pozos 
(no hay antagonismo); CI-CIV: Cepa masiva 7 y Cepa 6 en pozos (no hay antagonismo) DI-IV: 
Cepa masiva 7 y Cepa 1 en pozos (Hay antagonismo) y FI-IV: Cepa 1 masiva y Cepa 6 en pozos, 
presenta antagonismo. 

En la Figura 33 se exponen una parte de los resultados del antagonismo en placa 

en donde se evidencian los comportamientos. 
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Figura 33. Comportamiento del efecto antagónico de las cepas sembradas en forma masiva y 
en pozo. AI: Cepa 1 en pozo crecimiento de halo de inhibición y cepa 2 en pozos sin 
crecimiento, ambas sobre cepa 7 sembrada masiva; AII: Cepas 6 y 7 en pozos sin crecimiento 
sobre cepa 1 masiva); AIII: Cepa 7 y 9 en pozos creciendo sobre cepas 8 masiva; BI: Cepa 3 y 
4 en pozos crecimiento de halo de inhibición sobre cepa 8 masiva; BII: Cepa 7 y 8 en pozos 
sin crecimiento sobre cepa 3 masiva; BIII: Cepa 5 y 3 en pozos creciendo sobre cepa 9 masiva. 
Fuente: Elaboración propia 

Otro de los resultados de las pruebas de antagonismo, fue que las bacterias 

confrontadas que presentaron mayor actividad antagónica con el resto de las 

bacterias seleccionadas fueron Bacillus subtilis (bacteria 1 y 4) y Bacillus pumilus 

(bacteria 3), estos resultados concuerdan con Stein (2005), debido a que Bacillus 

subtilis posee una reconocida actividad antimicrobiana, lo cual ha permitido 

emplearlo como un agente de control biológico y produce más de dos docenas de 

antibióticos, donde la clase predominante son los de naturaleza peptídica. También 

Bacillus pumilus ha sido reconocida como productora de componentes 

antimicrobianos que tienen una fuerte acción en contra de bacterias Gram positivas 

(Leifert, 1995).  

Por el contrario, Pseudomonas mendocina (bacteria 9) fue la que no presentó 

antagonismo con ninguna de las bacterias confrontadas (Figura 33 BIII), además 

de poseer propiedades promotoras del crecimiento vegetal, ya que aumenta la 

biomasa (brotes ï raíces) en lechuga, así como los niveles de P y Fe (Kohler et al., 

2006); razón por la cual, se seleccionaron las bacterias que mejor interactuaron con 

ella y aportaban otras propiedades de interés, siendo estas: Bacillus megaterium 

(bacteria 5) caracterizada por solubilizar fosfatos, producir ácido indolacético y fijar 

nitrógeno (Trivedy y Pandey, 2008; Ding et al., 2005), Bacillus marisflavi (bacteria 

7) tiene la propiedad de fijar nitrógeno (Ding et al., 2005), Exiguobacterium 

aurantiacum (bacteria 8) produce ácido indol acético (Gómez et al., 2012). 
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Los resultados obtenidos en esta investigación, con la formación de un consorcio 

con 4 bacterias, son similares a los reportados por Lara y Negrete (2015) quienes 

formaron tres tipos de consorcios combinando 2 y 3 bacterias, destacándose el 

consorcio formado por: Pantoea sp + Pseudomona sp a una concentración de 108 

UFC/mL. Similar a lo reportado por Bobadilla & Rincón (2008), quienes formaron un 

consorcio fosfato solubilizador SMRS1 con 5 cepas, que pueden tratarse de B. 

subtilis y B. megaterium (no hicieron identificación molecular). En ambos casos en 

la prueba de antagonismo indicaron que no existe inhibición (no existe ningún tipo 

de antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes, interacciones directas que 

impidan el libre desarrollo de los microorganismos) en el crecimiento de las cepas 

evaluadas, similar al comportamiento de las cuatro bacterias reportadas en este 

estudio para formar el consorcio. Por tanto, al no haber ningún tipo de inhibición, se 

puede elaborar inoculo mixto a partir de las cepas aisladas.   

    

7.3 FORMULACIÓN DEL CONSORCIO MICROBIANO PARA UN 
BIOFERTILIZANTE Y ESTABILIDAD DE LAS CEPAS INDIVIDUALES 

Finalizada la prueba de antagonismo y seleccionadas las 4 bacterias: Bacillus 

megaterium, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona 

mendocina, que formaron el consorcio se procedió a evaluar la cinética de 

crecimiento y su estabilidad lo cual indica su viabilidad a lo largo del tiempo. 

7.3.1. Construcción de curva de crecimiento por método turbidimétrico   

Es importante entender las diversas fases del comportamiento cinético de los 

microorganismos estudiados: Fase lag, exponencial, estacionaria y muerte. Ya que 

esto dará la pauta para conocer el tiempo óptimo para obtener mejores rendimientos 

del producto de interés.  Los resultados a continuación describen el comportamiento 

de la cinética microbiana que presentan Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi, 

Exiguobacterium aurantiacum, Pseudomona mendocina.  

Villamil y Esguerra (2017) construyeron las curvas cinéticas de 3 cepas 

seleccionadas (Exiguobacterium sp. I9, Enterococcus faecalis I15 y Myroides 

odoratimimus I19) de un total de 120 aislados, a través del método turbidimétrico. 

Se observó diferencia en la curva de crecimiento de los aislados estudiados; a las 

24 horas el aislado I9 presentó el crecimiento más rápido en comparación con los 

aislados I15, I19. A partir de las 36 horas el crecimiento de I9 se estabilizó, seguido 

de I15, por su parte el de I19 se mantuvo muy bajo durante todo el tiempo de estudio. 

Todos los aislados iniciaron con una absorbancia de 0.05 y finalizaron para I9: 0,84; 

para I15:1,81 y para I19: 0,11; a las 72 horas de crecimiento. 

Páramo (2012), realizó un ensayo de cinética de crecimiento microbiano a dos 

cepas de Bacillus subtilis (IS16 y IIIS10). Como resultados obtuvó que la fase de 

adaptación fue cercana a las 6 horas, a partir de la cual entran en fase exponencial 
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permaneciendo así hasta 20 horas, entrando posteriormente en la fase estacionaria 

en la cual se detuvó el experimento. Las concentraciones obtenidas al final del 

experimento para la cepa IS16 fueron de 8.13E+08 UFC/mL y la cepa IIIS10 de 

9.56E+08 UFC/mL y una absorbancia final de 2.44 y 2.87 respectivamente. 

Méndez-Úbeda et al. (2018), mostró el siguiente comportamiento cinético: la etapa 

de latencia (fase lag) de la bacteria Bacillus subtilis, se encontró en los primeros 75 

minutos del experimento (1.25 h), durante ese tiempo la bacteria solo tuvo un 

incremento en absorbancia de 0.16; la etapa exponencial inicio a los 75 minutos y 

finalizó a los 285 minutos (de 1.25 hasta 4.75 h), observándose un mayor 

crecimiento bacteriano al aumentar la lectura de absorbancia de 0.16 a 2.95. 

En este estudio, la etapa de latencia (fase lag) de las cuatro bacterias estudiadas, 

se encontró en los primeros 60 y 120 minutos del experimento (1 a 2 horas), durante 

ese tiempo las bacterias solo tuvieron un incremento en absorbancia (abs) de: Bac 

5 = 0.19; Bac 7 = 0.06; Bac 8 = 0.083; Bac 9 = 0.087. La etapa exponencial inició en 

1 ï 2 h y finalizó de acuerdo a cada cepa: Bac 5 = 4.57h (abs: 1.7); Bac 7 = 5h (abs: 

1.40); Bac 8 = 6.38h (abs: 1.19); Bac 9 = 6.36h (abs: 1.39), observándose un mayor 

crecimiento bacteriano al aumentar la lectura de absorbancia en promedio mayor a 

1.2 (Figura 34); posteriormente la bacteria entra a la etapa estacionaria donde deja 

de crecer por agotamiento de nutrientes.  

 

Figura 34. Curva de crecimiento bacteriano (Absorbancia Vs Tiempo) para Bac 5 - Bacillus 
megaterium, Bac 7 - Bacillus marisflavi, Bac 8 - Exiguobacterium aurantiacum, Bac 9 - 
Pseudomona mendocina (Fuente: Elaboración propia). 
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Con los resultados mostrados en la Figura 34, podemos notar que para la bacteria 

5 (Bacillus megaterium) su fase de adaptación duró aproximadamente 2 horas y 

alcanzó su punto máximo de crecimiento a las 4.57 horas presentando una 

absorbancia de 1.7 equivalente a 1.70E+9 UFC/mL. Contreras et al., (2011) reportó 

que Bacillus megaterium alcanzó su punto máximo de crecimiento a las 24 horas 

con un conteo celular de 1.41 E+10 UFC/mL, por otra parte, Vargas (2002) mostró 

que el crecimiento máximo de B. megaterium fue a las 28 horas con un valor de 42 

E+10 UFC/mL y una fase de adaptación de 4 horas.  Comprando los resultados en 

este estudio se obtuvo el menor valor de UFC/mL, con respecto de los resultados 

reportados por Contreras et al., (2011) y Vargas (2002), estas diferencias pueden 

deberse a las condiciones en las que se realizaron estos experimentos como: la 

utilización de medios con diferentes sustratos, diferencias de temperaturas y pH, 

suministro de diferentes caudales de aire y el método usado para el conteo celular. 

Por otro lado, la bacteria 7 (Bacillus marisflavi), presentó una fase de latencia de 37 

minutos y su punto de crecimiento máximo fue aproximadamente a las 5 horas 

presentando una absorbancia de 1.932 equivalente a 1.93E+9 UFC/mL; a pesar que 

no se encontró literatura sobre la cinética de esta bacteria los resultados obtenidos 

se compararon con otras cepas del género Bacillus. Álvarez y Sánchez (2016), 

determinaron que existen especies como Bacillus cereus y Bacillus Pumilus que 

presentan una fase lag o de adaptación corta similar al comportamiento observado 

en Bacillus marisflavi que presentó una fase lag de 37 minutos y una fase 

exponencial que fue un tiempo no mayor de 5 horas.   

La bacteria 8 (Exiguobacterium aurantiacum), tuvo una fase de adaptación de 36 

minutos y su punto máximo de crecimiento se alcanzó hasta las 6.38 horas 

presentando una absorbancia de 1.19 equivalente a 1.19E+9 UFC/mL, en cambio 

Orozco (2001) reportó que el crecimiento máximo fue a las 8 horas y no se observó 

la fase estacionaria en un lapso de 20 horas, para ésta misma bacteria. Puede que 

este comportamiento se deba a la variación de condiciones como la temperatura, 

ya que este es el factor más determinante del crecimiento bacteriano, dado que 

proporciona la energía necesaria para la transición del umbral de activación que es 

requerido en las diferentes reacciones posteriores a la fase de adaptación (Álvarez 

y Sánchez, 2016). 

Por último, con la bacteria 9 (Pseudomona mendocina) presentó una fase de 

adaptación de aproximadamente 1 hora y alcanzó su punto máximo de crecimiento 

máximo a las 6.36 horas presentado una absorbancia de 1.635 equivalente a 

1.64E+9 UFC/mL. Acosta (2018), estableció la cinética de crecimiento de 2 especies 

de bacterias del género Pseudomona: Pseudomona proteens alcanzó el máximo 

crecimiento a las 6 horas aproximadamente mostrando una fase estacionaria muy 

inestable; mientras que Pseudomona veronii alcanzó su máximo crecimiento a las 

10 horas aproximadamente. 
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De forma general, se puede decir que la Figura 34, muestra 3 de las 4 fases del 

crecimiento microbiano de las bacterias en estudio; las cuales, a partir de un inoculo 

inicial alto y en condiciones metabólicas ideales, la fase de adaptación se reduce a 

aproximadamente 1 a 2 h en los 4 casos, es bastante imperceptible, casi una recta, 

por lo que favorece el proceso de producción. Los valores obtenidos en esta 

investigación, son similares a los reportados por Villamil y Esguerra (2017), Méndez-

Úbeda et al., (2018) y Páramo (2012); los cuales obtuvieron absorbancias del mismo 

orden de las cepas evaluadas. La diferencia está el tiempo de crecimiento obtenido 

por Páramo (2012) y Villamil y Esguerra (2017), el cual, para obtener las 

concentraciones reportadas, las cepas bacterianas demoraron un periodo de 

crecimiento que va desde 20 a 72 horas respectivamente, mientras que en este 

estudio el periodo en fase exponencial fue de solo 4.57 y 6.36 horas, similares a las 

obtenidas por Méndez ï Úbeda et al., (2018) de 4.75.  La diferencia en tiempo pudo 

deberse a: 1) tipo de microorganismo con los que se está trabajando; 2) las 

condiciones metabólicas en la que se encontraba la bacteria y 3) concentración del 

pre-inoculo, el cual fue superior 5 veces en esta investigación que el pre-inoculo 

utilizado por Villamil y Esguerra (2017) y Páramo (2012). 

Con lo expuesto anteriormente, podemos decir que en esta investigación se 

presenta tiempos cortos de crecimiento de las bacterias, lo cual es favorable a la 

hora de producir, haciendo más eficiente los procesos y reduciendo costos de 

elaboración de productos a mayor escala.   

V Curva de concentración (UFC/mL) 

Páramo (2012), para la construcción de la curva de concentración consideró que 

según el índice de Mcfarland la absorbancia en un rango de 0.09-0.1 corresponde 

aproximadamente a 1x108 UFC (Unidades Formadoras de Colonias). En este 

experimento, una vez registrados los valores de absorbancia, se usó ésa relación 

para la construcción gráfica de la curva de concentración de biofertilizante UFC mL-

1 vs Tiempo (min) como se presenta en la Figura 35. 
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Figura 35. Curva de Concentración UFC/ mL vs Tiempo (h) para Bac 5 - Bacillus megaterium, 
Bac 7 - Bacillus marisflavi, Bac 8 - Exiguobacterium aurantiacum, Bac 9 - Pseudomona 
mendocina (Fuente: Elaboración propia). 

 

V Concentración del biofertilizante a base de Bacillus megaterium, 

Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum, Pseudomona 

mendocina, aplicado en los tratamientos  

Lara y Negrete (2015) formaron 3 consorcios microbianos por su capacidad de 

solubilizar fosfatos, probando 3 combinaciones posibles en las concentraciones, 

destacándose el consorcio formado por Pantoea sp. + Pseudomona sp. a una 

concentración de 108 UFC/mL, dicha concentración también ha sido reportada por 

Sotelo et al., (2012), Angulo-Castro et al., (2017), Aguirre-Medina y Espinosa (2016). 

En este estudio, previo a la aplicación de los tratamientos cada cepa se sometió 

individualmente a crecimiento en caldo de cultivo, similar a lo reportado en Sotelo 

et al., (2012). Las concentraciones del biofertilizantes aplicado en el ensayo en 

macrotúnel, fueron determinadas a través de los valores de absorbancia medidos al 

final del tiempo de máximo crecimiento de cada bacteria (de 4 a 6 h), determinado 

en la cinética. En la Tabla 17 se muestra la concentración UFC mL-1 vs Absorbancia, 

la cual fue determinada en el ensayo de cinética de crecimiento microbiano en 

Laboratorio. 
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Tabla 17. Concentración de biofertilizante mostrando la Absorbancia - UFC/mL 
para cada una de las bacterias que forman el consorcio (Fuente: Elaboración 
propia).  

Bacteria 5 Bacteria 7 Bacteria 8 Bacteria 9 

Abs. UFC/mL Abs. UFC/mL Abs. UFC/mL Abs. UFC/mL 

0.13 1.30E+8 0.307 3.07E+8 0.14 1.40E+8 0.21 2.1E+8 

0.257 2.57E+8 0.313 3.13E+8 0.171 1.71E+8 0.256 2.56E+8 

0.32 3.20E+8 0.373 3.73E+8 0.223 2.23E+8 0.297 2.97E+8 

0.402 4.02E+8 0.559 5.59E+8 0.354 3.54E+8 0.413 4.13E+8 

1.1 1.10E+9 1.03 1.03E+9 0.93 9.30E+8 0.708 7.08E+8 

1.7 1.70E+9 1.402 1.40E+9 0.993 9.93E+8 0.94 9.40E+8 

    1.1 1.10E+9 1.14 1.14E+9 

    1.19 1.19E+9 1.39 1.39E+9 

Para los tratamientos que se contemplaron en la aplicación del biofertilizante, las 

semillas a utilizar fueron roseadas al momento de la siembra con 5mL de una 

solución del biofertilizante que contenía una concentración ajustada de 1.26x108 

UFC mL-1 de las bacterias Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium 

aurantiacum y Pseudomona mendocina; posteriormente se realizaron aplicaciones 

al sustrato en el momento de la siembra, a los 30 y 60 después de siembra (según 

el cultivo).  

7.3.2. Pruebas de estabilidad por viabilidad celular del biofertilizante 

La estabilidad de los productos depende, por una parte, de factores ambientales, 

tales como la temperatura, humedad y la luz ambiente, y, por otra parte, de factores 

relacionados con la cinética propia del microorganismo, disponibilidad de nutrientes, 

entre otros. 

Camelo (2010), evaluó durante 105 días a tres temperaturas 4°C, 20°C y 32°C la 

viabilidad de la cepa AC1 (Azotobacter chroococcum), en donde se observó que la 

concentración bacteriana nunca estuvo por debajo del orden de 108 UFC/mL, en las 

tres temperaturas de almacenamiento. También determinó que en condiciones de 

refrigeración (4°C) la concentración final obtenida estuvo alrededor de 1x109 

UFC/mL, siendo esta la mejor temperatura para el almacenamiento. 

En este estudio se realizaron pruebas de estabilidad con el objetivo de verificar la 

viabilidad en el tiempo de cada una de las bacterias que conforman el consorcio 
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biofertilizante. Para realizar las pruebas se llevó a cabo la producción de cada 

bacteria seleccionada hasta asegurar que estaban en la fase de crecimiento 

exponencial. Los valores iniciales para las pruebas de estabilidad fueron: para Bac 

5 = 2.51x106 UFC/mL; Bac 7= 1.03x106 UFC/mL; Bac 8 = 3.95x106 UFC/mL; Bac 9 

= 5.05x108 UFC/mL. En la Figura 36 se muestran los resultados de la cuantificación 

de viabilidad de cada bacteria.  

 

 
 

Figura 36. Curva de UFC para la prueba de estabilidad en el tiempo de cada bacteria. A: 
Concentración - Tiempo para Bacillus megaterium; B: Concentración - Tiempo para Bacillus 
marisflavi; C: Concentración - Tiempo para Exiguobacterium aurantiacum; D: Concentración 
- Tiempo para Pseudomona mendocina (Fuente: Elaboración propia). 

 

Gonzáles (2017), determinó la viabilidad de la cepa D7 (Azospirillum sp.) en medios 

líquidos y sólidos durante 4 semanas a tres temperaturas 4°C, 25°C y 60°C, en el 

cual, el medio líquido presentó una disminución de la UFC/mL a las tres 

temperaturas evaluadas al finalizar el tiempo de almacenamiento y que la 
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temperatura que mantuvo más estable las poblaciones en el tiempo fue la de 4°C.  

De igual forma Rojas et al., (2009), estudió la estabilidad de la cepa C50 (Rhizobium 

sp.) en medio de cultivo tradicional y alterno, determinando las UFC a los 15 y 30 

días de almacenamiento en refrigeración, observando que las UFC se mantuvieron 

constantes a lo largo del tiempo establecido.  

En la Figura 36, se refleja el comportamiento de la estabilidad de las bacterias 

evaluadas en un tiempo de 60 días (2 meses),  las bacterias: 5 (Bacillus 

megaterium), 7 (Bacillus marisflavi), 8 (Exiguobacterium aurantiacum) y 9 

(Pseudomona mendocina), fue posible observar que la concentración en UFC/mL 

de la bacteria 5 disminuyó de un orden de 106 a 105, lo que representa un 17%, 

mientras que las bacterias 7 disminuyó de 106 a 104 lo que representa un 33%, la 

bacteria 8 de 106 a 105 lo que representa un 17% y la 9 se mantuvo prácticamente 

constantes (con una disminución del 4%). Estos resultados son similares con los 

descritos por Camelo (2010) y Rojas et al. (2009) quienes reportaron a temperaturas 

de refrigeración de 4°C que las UFC/mL tuvieron poca variabilidad a lo largo del 

tiempo de evaluación. Esto se pudo deber a que el medio de cultivo utilizado 

presenta una alta variedad de nutrientes (Páramo, 2012), sumado a esto, la baja 

temperatura provoca un frenado parcial de la actividad celular, por lo tanto, el efecto 

conjunto puede provocar el mantenimiento de las bacterias por un periodo 

prolongado de tiempo (Rojas et al., 2009). 

Así mismo, se puede decir que la eficacia del producto, según la normativa de varios 

países, se define con el número de células viables que contiene. Por ejemplo, en 

Australia se requieren 105 rizobias por semilla (Bashan, 1998), mientras que en 

Tailandia se requieren de 105 a 106 rizobias por semilla (Herridge, 2008). En 

E.E.U.U. y Latinoamérica, entre otros países, no existe legislación al respecto 

(Hungria et al, 2005). 

El resultado de este trabajo en la estabilidad de las bacterias es promisorio, debido 

a que muestra que las cepas sobrevivieron y que conservaban células viables en 

concentración del orden de 104 a 108 UFC/ mL, que están en el rango de las normas 

establecidas para algunos países. Sin embargo, es necesario continuar con la 

evaluación por un mayor tiempo, para determinar el período real de la supervivencia 

de las cepas, manteniendo temperaturas de 4°C, pero iniciando con 

concentraciones de UFC/ mL del mayor rango posible que permita apreciar de forma 

más contundente el comportamiento en el tiempo de cada cepa, lo cual serviría para 

fijar tiempos de almacenamiento, distribución y usos del producto final. 
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7.4 PRUEBAS DEL CONSORCIO BIOFERTILIZANTE EN MACROTÚNEL 
SOBRE CULTIVOS DE INTERÉS AGRÍCOLA. 

Es importante iniciar la presentación de los resultados de este acápite de la 

investigación exponiendo que la dinámica de las poblaciones de la rizosfera es un 

aspecto muy complejo que involucra numerosos factores que actuando en conjunto 

benefician el desarrollo de ciertas poblaciones microbianas, también cumplen un 

papel importante las características de las plantas y las sustancias o exudados 

producidos por las raíces que sirven como fuente energética y pueden llegar a 

inducir incluso cambios de pH, disponibilidad de sustratos, nutrientes y factores de 

crecimiento microbiano en la rizosfera moldeando de esta manera su dinámica 

poblacional (Calvo y Zúñiga, 2008). 

7.4.1 Efecto del Consorcio Biofertilizante en Chiltoma (Capsicum 
annuum L) 

De acuerdo con los parámetros evaluados en el presente estudio, en condiciones 

de macrotúnel para el cultivo de Chiltoma, al realizar el análisis de varianza 

(ANOVA) y prueba de comparacion de medias de Tukey a variables de tanto en el 

desarrollo vegetativo del cultivo (altura de tallo, número de hojas y número de fruto) 

y variables de cosecha (peso del fruto y longitud del fruto), a nivel estadístico los 

tres tratamientos no muestran diferencias significativas entre ellos (p>0.05) como lo 

muestran las gráficas de la Figura 37, la única variable que presentó diferencias 

estadística fue el diámetro del fruto, donde el TB y TQ, son mayores que el testigo 

To, reflejado en la Figura 37-F. 

Es importante destacar que, en las observaciones realizadas en campo para la 

chiltoma con el TB, se pudo registrar una floración temprana con una diferencia de 

7 días con respecto a los otros dos tratamientos (TQ y To), además de diferencias 

apreciables en la coloración de hojas transcurridos 30 días después de la primera 

cosecha, las plantas tratadas TQ y To estaban amarillentas y presentaban 

marchitez, en relación a las tratadas con el TB. Otro punto a señalar, es que, al 

hacer el análisis del suelo, el sustrato utilizado cubre la demanda de nutrientes del 

cultivo, requiriéndose únicamente 0.96 g N por planta. 

Los resultados de chiltoma de éste estudio para las variables del peso del fruto y 

longitud promedio del fruto, son similares a los encontrados por Aguirre-Medina y 

Espinosa, (2016) quienes presentan que la coinoculación de R. intraradices + P. 

fluorescens y la inoculación individual de A. brasilense indujeron frutos más 

grandes. Se ha demostrado que Pseudomona en la rizosfera aumenta la biomasa y 

la productividad en los cultivos (Sood, 2003), como en el caso de chile habanero 

(Reyes et al., 2014).   
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Figura 37. Variables de desarrollo y cosecha en cultivo de Chiltoma (Capsicum annuum L.) en macrotúnel. IA - Longitud promedio 
del tallo. IB - Número de hojas promedio por planta. IC ï Número promedio del fruto por planta. IID ï Peso promedio del fruto. IIEï 
Longitud promedio del fruto. IIFï Diámetro promedio del fruto (Fuente: Elaboración propia). 
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En el caso de los valores de peso, longitud y diámetro de la chiltoma, podemos decir 

que se ven favorecidos debido a microorganismos como los solubilizadores de 

fósforo y fijadores de nitrógeno utilizados en este ensayo (Bacillus megaterium, 

Bacillus marisflavi), favorecen la disponibilidad de nutrientes y fitohormonas por 

parte de la planta demostrando mejores resultados en los parámetros agronómicos 

medidos (Vestberg et al., 2004). Otro género de bacteria contenidas en el consorcio 

biofertilizante Pseudomona mendocina, ésta incrementa la absorción de 

nutrimentos, como Fe y P, además de producir fitohormonas en la rizosfera, lo cual 

promueve mayor crecimiento de las plantas. 

En los parámetros foliares evaluados en este trabajo, se observa que el número de 

hojas por plantas fue mayor en el testigo en los valores promedios absolutos 

(To=20.27 hojas/planta), los resultados son similares a los encontrados por Angulo-

Castro et al., (2017) quienes muestran, en las plantas del cultivar 1, con todas las 

bacterias ensayadas se obtuvo un mayor número de hojas que en el testigo. En lo 

que respecta a los tratamientos con HMA, que en cultivar 1 los 3 inóculos 

micorrízico, H1, H2 y H3, se asociaron a un mayor número de hojas que en el 

testigo. Similar a lo reportado por Aguirre-Medina, y Espinosa (2016) encontraron 

que el número de hojas fue similar entre los tratamientos, incluyendo al testigo, y la 

menor cantidad de hojas se presentó con la inoculación de los tres 

microorganismos, como sucedió en esta investigación, donde el número de hojas 

es el valor más bajo en el TB. 

Para los valores de longitud de la planta, los resultados obtenidos en este estudio  

difieren a los presentados por Lara y Negrete (2015), quienes en el tratamiento T2 

(consorcio) mostró un valor más alto que el testigo (T1) lo cual puede ser debido a 

la disponibilidad del fósforo proporcionado por el consorcio teniendo en cuenta que 

éste nutriente es esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas (Coyne, 

2000); también es posible que las cepas puedan producir fitohormonas de 

crecimiento vegetal favoreciendo el crecimiento de la planta puesto que dentro de 

los géneros bacterianos que han sido reportados como productores de AIA, se 

encuentra Pseudomona sp. (Ahmad et al., 2008). Los datos obtenidos están en 

concordancia con las investigaciones realizadas por Rajkumar et al., (2006) quienes 

reportan incremento en la longitud de las plantas de mostaza inoculadas con 

Pseudomona sp y Bacillus sp en comparación con las plantas no inoculadas.  

Los resultados reþejan la relevancia que tiene el consorcio microbiano desarrollado 

en los rendimientos de plántulas de interés hortícola como el chiltoma, pues 

permitirían reducir la demanda de insumos agrícolas, especialmente fertilizantes 

químicos, llegando incluso hasta poder sustituirla a un mediano plazo. Así mismo, 

se demostró que la concentración de 108 UFC/mL, del consorcio fue adecuada. Es 

importante continuar con ensayos en chiltoma, de tal forma que pueda evaluarse el 
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consorcio formulado a nivel de campo en el Anexo 5, apartado 5.1, se presenta 

fotografías que muestran las diversas fases del cultivo de Chiltoma en macrotúnel. 

 

7.4.2 Efecto del Consorcio Biofertilizante en Rábano (Raphanus sativus L.) 

De los resultados obtenidos en este estudio con los parámetros evaluados, en 

condiciones de macrotúnel para el cultivo de rábano. Al realizar el análisis de 

varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de Tukey a variables tanto 

en el desarrollo vegetativo del cultivo (número de hojas, longitud de hoja y longitud 

de la planta) y variables de cosecha (peso de la raíz tuberosa, longitud de la raíz 

tuberosa y diámetro ecuatorial), a nivel estadístico los tres tratamientos no muestran 

diferencias significativas entre ellos (p>0.05) como lo muestran las gráficas de la 

Figura 38, la única variable que presentó diferenicas estadística fue el peso 

promedio de la raíz tuberosa, donde el TQ y To, son mayores que el tratamiento 

biológico TB, reflejado en la Figura 38-D. Resulta de interés, analizar que con TB 

la longitud promedio de la raíz tuberosa es mayor que en las otras variantes, en 

valores absolutos, y esto podría deberse a un aceleramiento del ciclo de producción 

u otros factores que benefician el proceso productivo del rábano, Anexo 5, apartado 

5.3 se presenta fotografías que muestran las diversas fases del cultivo del rábano 

en macrotúnel. 

Los resultados obtenidos en esta investigación en la variable de longitud total del 

rábano, donde el tratamiento químico tiene mayor valor TQ = 34.46cm, concuerda 

con lo reportado por Sotelo et al. (2012) y Lara et al. (2010), quienes reportan mayor 

incremento promedio del crecimiento de plántulas de rábano corresponde al 

tratamiento de fertilización química, siendo este considerado referencia en cuanto 

al incremento promedio de las plántulas debido a que el tratamiento de suelos con 

fertilizantes químicos aumenta la disponibilidad inmediata de los macronutrientes 

necesarios para el crecimiento de la planta(López et al., 2008).  

Los resultados obtenidos en la variable del promedio de número de hojas obtenido 

en este estudio, donde la fertilización química -TQ (4.8) y testigo -To (4.27) son 

mayores que el biológico - TB (4.13), concuerdan con lo reportado en Sotelo et al., 

(2012), quienes inocularon cepas de Azotobacter sp., Bacillus pumilus y Bacillus 

licheniformis en un cultivo de rábano y observaron que el incremento en el promedio 

de número de hojas para los tratamientos testigos y con fertilizante sintético, fue 

mayor que los tratamientos con inóculos bacterianos. Por otro lado, difiere con lo 

presentado por Lara et al., (2013) quienes evaluaron la actividad solubilizadora de 

fosfato de algunas bacterias nativas (Enterobacter sp. y Klebsiella sp.) sobre el 

crecimiento y desarrollo de plantas de rábano, quienes reportan que no hubo 

diferencias entre el tratamiento con fertilización química e inoculantes bacterianos. 
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Figura 38. Variables de desarrollo y cosecha en cultivo de Rábano (Raphanus sativus L.) en macrotúnel. IA - Número de hojas promedio 
por planta. IB - Longitud promedio de hojas. IC ï Longitud total de la planta (raíz+hoja). IIDï Peso promedio del total de la raíz tuberosa. 
IIE ï Longitud promedio de la raíz tuberosa. IIF ï Diámetro ecuatorial promedio del total de la raíz tuberosa (Fuente: Elaboración Propia).  
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Los resultados mostrados en rábano, pueden deberse a que las cepas no son 

nativas de la rizosfera de ésta planta, lo que podría afectar su habilidad para 

colonizar eficientemente la rizosfera del rábano. Autores, como Kaur y Reddy 

(2014), han encontrado efectos significativos de diferentes inóculos de consorcios 

comparados con el suelo sin inocular, hasta el tercer ciclo de cultivo en un sistema 

orgánico de rotación maíz-trigo, en el mismo suelo. Castro-Sowinski et al., (2007) 

identif icaron muchos factores que pueden afectar la efectividad de las RPCV 

inoculadas, entre los más destacados se encuentran la competencia con los 

microorganismos nativos, características físicas y químicas del suelo, genotipo y 

edad de la planta a inocular, tipo de exudados radicales y manejo agrícola. 

En general el uso del consorcio microbiano probado en este estudio, presentó 

buenos resultados para el cultivo del rábano, en cuanto a su posible utilización en 

procesos combinados de fertilización. Se recomienda que para futuros estudios se 

analice un mecanismo de adaptación del consorcio más adecuado a cultivos de 

ciclo corto como el rábano, orientado a la inoculación del sustrato con anterioridad. 

Tomando en cuenta que entre las plantas y las bacterias existe también un lenguaje 

dinámico y complejo para su colonización, como su capacidad de utilizar los 

exudados radicales como fuentes de carbono y su habilidad para interactuar y 

colaborar con otros microorganismos en la rizosfera (Holguín, 2008). 

 

7.4.3 Efecto del Consorcio Biofertilizante en Pepino (Cucumis sativus) 

Para este estudio, los parámetros que se evaluaron en condiciones de macrotúnel 

para el cultivo de Pepino, se aprecia que al realizar el análisis de varianza (ANOVA) 

y prueba de comparacion de medias de Tukey a variables de desarrollo vegetativo 

del cultivo (longitud del tallo, número de hojas y número promedio de frutos) y 

variables de cosecha (peso promedio del fruto, longitud del fruto y diámetro del 

fruto), a nivel estadístico los tres tratamientos no muestran diferencias significativas 

entre ellos (p>0.05) como lo muestran las gráficas de la Figura 39. 

Es importante destacar, que, en el caso del pepino en macrotúnel, la planta sufrió 

de un estrés térmico, debido a que, en los meses de prueba comprendidos entre 

marzo a mayo 2019, se registraron temperaturas dentro del macrotúnel de hasta 42 

°C, lo que impidió a la planta desarrollarse de la forma esperada. En el caso del 

tratamiento biológico se pudo observar mejor coloración en las hojas incluso en la 

fase de muerte de las plantas, así como plantas más vigorosas. En general los 

resultados muestran que la riqueza del suelo utilizado, es tal, que no se nota 

diferencia significativa para ninguna de las variantes utilizadas, por lo que, en un 

futuro, se deberá considerar el efecto del suelo a utilizar y el factor climático que 

afecta el desarrollo del cultivo del pepino.  
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Figura 39. Variables de desarrollo y cosecha en cultivo de Pepino (Cucumis sativus) en macrotúnel. IA - Longitud promedio del tallo. IB - 

Número de hojas promedio por planta. IC ï Número promedio del fruto por planta. IID ï Peso promedio del fruto. IIEï Longitud promedio 

del fruto. IIF ï Diámetro promedio del fruto (Fuente: Elaboración Propia). 
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Los datos obtenidos en esta investigación en longitud promedio del tallo, donde el 

mayor valor se da en el tratamiento biológico, son similares a los reportados por 

Vásquez-Santiago et al., (2014) y Pérez (2012), quienes reportan que la longitud 

del tallo de las plantas de pepino mostró mejores resultados con biofertilizantes 

comparado con los otros tratamientos. Terry-Alfonso y Leyva-Galán (2006) 

reportaron resultados similares en plantas de tomate biofertilizadas con 

Azospirillum brasilense + Glomus clarum.  Estos efectos promotores del 

crecimiento en las plantas pueden ser atribuidos a que las bacterias tienen 

capacidad de fijar N; producir fitohormonas y sideróforos; solubilizar P y sintetizar 

enzimas benéficas para las plantas (Mohammadi y Sohrabi, 2012). 

En este trabajo, los resultados sugieren que la inoculación en pepino con el 

consorcio formulado, es una alternativa para obtener plántulas que soporten el 

estrés provocado por las condiciones ambientales, principalmente temperaturas 

altas, que fueron las que afectaron el cultivo en este experimento. Así mismo, 

podemos decir que las concentraciones utilizadas del consorcio fueron 

adecuadas, pero es necesario repetir el experimento a campo abierto y en una 

zona más fresca, donde las plantas se sometan a menor estrés y podamos evaluar 

las respuestas de este experimento en condiciones más favorables para el cultivo 

Anexo 5, apartado 5.2 se presenta fotografías que muestran las diversas fases 

del cultivo del pepino en macrotúnel. 

De manera general podemos decir que la respuesta del consorcio microbiano 

depende de varios factores, en especial del sustrato utilizado, en variables como: 

materia orgánica, temperatura, humedad, aireación y estado nutricional de los 

suelos. Por lo tanto, estos resultados deben evaluarse mediante la realización de 

ensayos de campo en condiciones variables de fertilidad del suelo con diferentes 

fuentes y tasas de fertilizantes de N, P y K, en combinación con el consorcio. El 

biopreparado a partir de las cepas estudiadas, puede llegar a tener mucha utilidad 

si se inoculan en los cultivos de la región. Podrán aumentar la población 

microbiana de la rizosfera y contribuir al sistema nutricional de las plantas. A su 

vez, el consorcio biofertilizante puede ser una alternativa al uso de fertilizantes 

químicos, a la vez convertirse en un componente vital en los sistemas agrícolas 

sustentables, ya que constituyen un medio económico y pueden, en corto tiempo, 

ser un sustituto o complemento de los fertilizantes tradicionales en los cultivos de 

interés, por sus propiedades para solubilizar fósforo, fijar nitrógeno y enriquecer 

los suelos deýcientes de macronutriente.  
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VIII. CONCLUSIONES 
 

La realización del presente trabajo y el análisis de los resultados alcanzados, 

permiten plantear las siguientes conclusiones considerando los objetivos que se 

expusieron al inicio del mismo: 

V Al analizar el contenido microbiano de bioinsumos comerciales fabricados en 

Nicaragua, se obtuvieron 30 aislados diferentes de colonias de 

microorganismos. Por su identidad morfológica al microscopio, se caracterizaron 

22 bacterias de forma bacilar (15 Gram positivas y 7 Gram negativas) y 1 de 

forma cocal Gram positiva. Al mismo tiempo, se obtuvieron 6 hongos 

filamentosos y 1 hongo levaduriforme.  

V Se logró la identificación molecular del 93% (28 de 30) microorganismos 

aislados (23 bacterias: 12 especies, 11 géneros; 5 hongos filamentosos: 4 

especie y 1 género). Encontrándose en los Bioisumos zona norte: muestra TS: 

5 bacterias (Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis, 2 Bacillus sp. y 

Stenotrophomonas sp.) y 3 hongos filamentosos (Monascus pupureus, 

Neosartorya glabra y Aspergillus flavus ï reportado como patógeno para 

cultivos); muestra LS: 6 bacterias (Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, 

Bacillus sp., 2 Stenotrophomonas sp. y Paenibacillus sp.); muestra LL: 3 

bacterias (Bacillus Megaterium, Staphylococcus succinus y Bacillus sp.) y 2 

hongos filamentosos (Byssochlamys nívea ï reportado como contaminante en 

fruta procesada y uno no secuenciado). Zona de occidente, muestra DCL: 9 

bacterias (2 Lysinibacillus macroides, Bacillus subtilis, Bacillus flexus, Bacillus 

cereus ï patógeno para ser humano, Agrobacterium tumefaciens, 2 Bacillus sp. 

y una Stenotrophomonas sp.) y 1 hongo levaduriforme ï no secuenciado. 

V Se determinó que el 75% de los bioinsumos contienen al menos una cepa 

contaminante y solo un 25% no contienen patógenos. Podemos decir que, los 

bioinsumos artesanales estudiados presentaban microorganismos promotores 

de crecimiento y fijadores de nutrientes, no obstante, estas propiedades 

benéficas no se presentan en todos los bioinsumos por igual, además, no es 

posible preservarlas en el tiempo y en cada lote de producción. Finalmente, al 

no poder, los bioinsumos artesanales garantizar un mismo tipo y mucho menos 

una misma cantidad de células por microorganismo, cada ciclo de producción 

podría estar aportando al suelo patógenos, tanto para los cultivos como para el 

ser humano, con los correspondientes daños a la salud y al rendimiento de las 

cosechas.  

V Las pruebas de antagonismo se realizaron entre 9 bacterias promisorias, 

escogidas de la revisión de las aplicaciones biotecnológicas de cepas en 

estudio, seleccionándose como resultados de las pruebas de antagonismo, 4 

bacterias, las cuales formaron el consorcio propuesto: Bacillus megaterium, 

Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona mendocina. 
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Además, en estas pruebas se evidenció que B. subtilis es antagonista de todas 

las bacterias con las que fue confrontada.  

V El consorcio biofertilizante formado por las cepas bacterianas seleccionadas,  

presenta características propias de cada microorganismo, Bacillus megaterium 

aporta propiedades importantes como promotor  de crecimiento vegetal (PGPR), 

solubilización de fosfato, fijador de nitrógeno y  productor de ácido indolacético 

(AIA); Bacillus marisflavi la capacidad de fijar nitrógeno; Exiguobacterium 

aurantiacum es productor de ácido indolacético (AIA); Pseudomona mendocina 

como movilizador de nutrientes (solubiliza Fe y P) y estimula la biomasa. 

V La formulación del consorcio para un biofertilizante con las cepas seleccionadas, 

demostraron tener una cinética de crecimiento acelerado en laboratorio, 

alcanzando concentraciones máximas en un periodo que oscila entre 4.57 y 6.36 

horas. La alta velocidad de crecimiento de las bacterias del consorcio, permite 

hacer más eficientes los procesos, reduciendo los tiempos para la producción 

de metabolitos secundarios con propiedades fertilizantes y finalmente, colonizar 

el ambiente donde se inocula, para promover el crecimiento de la planta.  

V Al realizar las pruebas de estabilidad de las bacterias, se ha demostrado que, 

para un período de 2 meses, a una temperatura de 4°C, las cepas sobrevivieron 

y que conservaban valores de concentración del orden de 105 a 108 UFC/mL. 

V Al evaluar el efecto del consorcio microbiano biofertilizante sobre cultivos de 

interés agrícola (chiltoma, rábano y pepino) en macrotúnel se observó que al 

realizar el análisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de 

Tukey a variables de tanto en el desarrollo vegetativo del cultivo (longitud del 

tallo, número de hojas y número promedio de frutos) y variables de cosecha 

(peso promedio del fruto, longitud del fruto y diámetro del fruto), a nivel 

estadístico los tres tratamientos (To, TB y TQ) no muestran diferencias 

significativas entre ellos (p>0.05). Los resultados reþejan la relevancia que tiene 

el consorcio microbiano desarrollado en los rendimientos de plántulas de interés 

hortícola, pues permitirían reducir la demanda de insumos agrícolas, 

especialmente fertilizantes químicos, así mismo se demostró que la 

concentración de 108 UFC/mL, del consorcio fue adecuada. 

V El biopreparado a partir de las cepas estudiadas puede llegar a tener mucha 

utilidad si se inocula en los cultivos de la región. Podrá aumentar la población 

microbiana de la rizosfera y contribuir al sistema nutricional de las plantas. Así 

mismo, puede ser una alternativa al uso de fertilizantes químicos, a la vez 

convertirse en un componente vital en los sistemas agrícolas sustentables, ya 

que constituyen un medio económico y puede, en corto tiempo, ser un sustituto 

o complemento de los fertilizantes tradicionales en los cultivos de interés, por 

sus propiedades para solubilizar fósforo, fijar nitrógeno y enriquecer los suelos 

deýcientes de macronutriente. 
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IX. RECOMENDACIONES  

Al presentar los resultados de esta investigación, se abren nuevas puertas y 

nuevas interrogantes continúan por resolver, por ello se sugieren considerar las 

siguientes recomendaciones: 

V Establecer en la regulación nacional acutal la necesidad de hacer análisis de 

calidad microbiana a bioinsumo comerciales y exigir la ausencia de patógenos 

en el producto final como parámetro de calidad para su distribución.  

V Desarrollar la producción del consorcio biofertilizante a escala piloto, diseñando 

medios o matrices elaboradas con materiales de bajo costo, que haga posible 

una industrialización y comercialización del producto, a través de un proceso 

eficiente y productivo.  

V Al mismo tiempo, se hace necesario continuar con la evaluación de la estabilidad 

del consorcio formulado por un mayor tiempo, para determinar el período real de 

la supervivencia de las cepas, manteniendo temperaturas de 4°C, pero iniciando 

con concentraciones de UFC/ mL del mayor rango posible que permita apreciar 

de forma más contundente el comportamiento en el tiempo de cada cepa, lo cual 

serviría para fijar tiempos de almacenamiento, distribución y usos del producto 

final. 

V Se recomienda que para futuros estudios se analice un mecanismo de 

adaptación del consorcio más adecuado a cultivos de ciclo corto como el rábano, 

orientado a la inoculación del sustrato con anterioridad. Tomando en cuenta que 

entre las plantas y las bacterias existe también un lenguaje dinámico y complejo 

para su colonización, como su capacidad de utilizar los exudados radicales como 

fuentes de carbono y su habilidad para interactuar y colaborar con otros 

microorganismos en la rizosfera. 

V Es necesario desarrollar el experimento del consorcio aplicado en pepino en 

condiciones de campo abierto y en una zona más fresca, donde las plantas se 

sometan a menor estrés y podamos evaluar las respuestas de este experimento 

en condiciones más favorables para el cultivo. 

V Los resultados del presente estudio deben evaluarse mediante la realización de 

ensayos de campo en condiciones variables de fertilidad del suelo con diferentes 

fuentes y tasas de fertilizantes de N, P y K, en combinación con el consorcio. 

V Realizar evaluaciones en condiciones semi controladas (invernadero) y no 

controladas (campo abierto), del consorcio bacteriano formado por: Bacillus 

megaterium, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona 

mendocina, considerando los resultados obtenidos en esta investigación, con el 

fin de ampliar el tipo de cultivo y corroborar su efecto biofertilizante en cultivos de 

interés agrícola.  
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XI. ANEXOS 
Anexo 1. Árbol filogenético de bacterias y hongos utilizando el método 
Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El árbol fue realizado 
en el programa MEGA 5.0, el código de acceso al GenBank se especifica al 
inicio del nombre del microorganismo. 
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Continuación Anexo 1. Árbol filogenético de Bacterias 
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Continuación Anexo 1. Árbol filogenético de Bacterias 
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Anexo 2. Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA de bacterias 
identificadas molecularmente. 

>A1_27F Secuencia 1. Cepa TS11-31 (Bacillus Thuringiensis) 

GCAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACT
GCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCAATAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGA
AGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG 
 
>A2_27F Secuencia 2. Cepa TS13-1111J (Stenotrophomonas sp.) 

CAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTAC
CTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGG
GACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCA
CCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCG
TGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGGCTAATACCCG
GTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAG
GGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAA
GCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAA
TTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGA
CCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAAC 
 
>A3_27F Secuencia 3. Cepa TS13-2111U (Bacillus Pumilus) 

ACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAA
CCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGA
GTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTG 

>A4_27F Secuencia 4. Cepa TS13-3C (Bacillus sp.) 

ATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTT
GAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA
GGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
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TTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT
GCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG 

>D1_27F Secuencia 5. Cepa DCL1-2A (Lysinibacillus Macroides) 

AGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGG
TTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCT
TGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAA
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGG 
 
>D2_27F Secuencia 6. Cepa DCL2-11 (Bacillus sp.) 

AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACG
GTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG 
 
>D3_27F Secuencia 7. Cepa DCL3-3 (Bacillus sp.) 

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTA
ATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGG
GCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAA
CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGT
TTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGAC 
 
>D4_27F Secuencia 8. Cepa DCL3-4 (Stenotrophomonas sp.) 

CTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGA
TAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTT
GCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATC
CGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGGCTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTA
CCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT

Continuación Anexo 2. Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA 

de bacterias 
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CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAAC
CTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCA
GTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACT
GAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGA
ACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTG 
 
>D5_27F Secuencia 9. Cepa DCL12-111Q (Bacillus Cereus) 

AGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG
GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAA
CTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTAC 
 
>D6_27F Secuencia 10. Cepa DCL1-11(Lysinibacillus Macroides) 

GCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGT
TTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCT
TGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAA
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC 
 
>L1_27F Secuencia 11. Cepa LL9-21 (Bacillus Megaterium) 

GTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATG
GGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAC
AAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAA
GAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAG 
 
>L2_27F Secuencia 12. Cepa LL8-221 (Bacillus sp.) 

GGCTAAACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTT
CCTTGAACCGCAGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCAT
AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
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TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA
GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGGGGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACGTGCTACATG 
 
>S1_27F Secuencia 13. Cepa LS5-21 (Stenotrophomonas sp.) 

GGTTGCTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGG
ACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACC
GCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGA
TTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGG
GAAAGAAAAGCAGTCGGCTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTT
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGC
GTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGC
GACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGA
ACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCAC
GCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
GGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTT
AGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGG 
 
>S2_27F Secuencia 14. Cepa LS5-1K (Bacillus sp.) 

GCTAAACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGA
TCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGG
GAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAACGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGTGACAAC 
 
S3_27F Secuencia 15. Cepa LS6-211P (Stenotrophomonas sp.) 

ATGCAGTCGACGGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAAT
ACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCG
GGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCG
GGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATC
CAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGT
CGGCTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTA
AGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTA
GAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAG
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GCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAA
CGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTC
GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGC 
 
>S4-27F Secuencia 16. Cepa LS7-2111 (Paenibacillus sp.) 

GGCTAAACATGCAGTCGAGCGGACTTGATGGAGTGCTTGCACTCCTGATGGTTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTAGGTACCTGCCCATAAGACTGGGATAACCCACGGAAACGTGAGCTAATACCAGATAG
GCATTTTCCTCGCATGAGGGAAATGAGAAAGGCGGAGCAATCTGTCACTTATGGATGGACCTGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCC
AGGGAAGAACGCCTAGGAGAGTAACTGCTCTTAGGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGCGGCAATGTAAGTTGGGTGTTTAAACCTAGGGCTCAACCTTGGGTCGCATCCAAAACTGC
ATAGCTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACC
CTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCTGAATGACCGTCCTAGAGATAGGGCTTTCCTTCGGGACATCAAGAC 
 
>S5_27F Secuencia 17. Cepa TS10-111 (Bacillus sp.) 

GAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAG
GCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGG
CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT
GTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC 
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Anexo 3.  Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA de hongos 
filamentosos identificados molecularmente. 

>B1_ITS1 Secuencia 18. Cepa TSI-2111 (Monascus Purpureus) 

CACCCGTGATTATTGTACCTCCTGTTGCTTCGGCGCGGCCCCCCGGGGCCCGCCGGAGACATCTTCTC
GAACGCTGTCTTTGAAAAGGATTGCTGTCTGAGTAAACATACCAAATCGGTTAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ATTACTGCCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCTGCGCCTCCGGGCAAGGGGGAC
GGGCCCGAAAGGCAGTGGCGGCGCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCA
GTAGGTCGGGCCGGGGCCTTTGCCCTCTCCAACCTTTTTTTCCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA 
 
>B2_ITS1 Secuencia 19. Cepa TSII-211 (Neosartorya sp.) 

CACCTCCCACCCGTGTCTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTTCGAACGGCCGCCGGG
GAGGCCTCGCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGAAAGTATGC
AGTCTGAGTTTGATTATCATAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTT
GTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCGGTTCTCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGT
CCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCC
AACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC 

>B3_ITS1 Secuencia 20. Cepa TSIII-2111 (Neosartorya Glabra) 

GTGTCTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTTCGAACGGCCGCCGGGGAGGCCTCGCG
CCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACTCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTTG
ATTACCATAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCC
TGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGC
CCCCGTCCCCGGTTCTCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCCCAACTTTATTTT
TCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG 
 
>B5_ITS1 Secuencia 21. Cepa LLVII (Byssochlamys Nivea) 

TGTTGACCGACACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGGGCTCCCGCCCGGCCGCCGGGGGGCCTCG
TCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCTCGAACGCTGCCTTGAAGGTTGCCGTCTGAGTATA
AAATCAATCGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGC
ATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTAACCCTCCAGCCCGGCTGGTGTGTTGGGCCGC
CGTCCCCTCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCGCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGG
GGCTTTGTCACACGCTCTGGTAGGCCCGGCCGGCTTGCTGGCCAACGACCTCACGGTCACCTAACTTC
TCTCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT 
 
>B6_ITS1 Secuencia 22. Cepa TSIII-1212 (Aspergillus Flavus) 

GTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCG
GGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCA
ATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
ACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCC
GGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCC
CCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGG
CTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGAC
CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA 
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Anexo 4.  Resultados de pruebas de antagonismo de las bacterias seleccionadas 
y tinciones de Gram realizadas a los pozos. 

 
 

Figura 40. Confrontación de la Cepa 1 (B. subtitlis DCL4-31F), Cepa 2 (B. megaterium LS5-11B) y 
Cepa 3 (B. pumilus TS13-2111u) frente al resto de las cepas seleccionadas. - 

 

 Figura 41. Confrontación de la Cepa 4 (B. subtitlis LS6-11G), Cepa 5 (B. megaterium LL9-21) y 

Cepa 6 (Acinetobacter calcoaceticus MIVA-01) frente al resto de las cepas seleccionadas. 
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Figura 42. Confrontación de la Cepa 7 (B. marisflavi MIVB-01), Cepa 5 (Exiguobacterium 
aurantiacum MVIB-02) y Cepa 6 (Pseudomona mendocina PTLL4g) frente al resto de las cepas 

seleccionadas. 
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Figura 43. Tinciones de Gram realizadas para evidenciar los comportamientos observados en 
las pruebas de antagonismo. En la columna I se muestra la foto de los pozos, en la columna 
II tinción de Gram realizada a los pozos, columna III tinción de Gram de la Cepa sembrada en 
forma masiva y en la columna IV tinción de Gram de la cepa sembrada en pozos.  AI-AIV: Cepa 
9 sembrada de forma masiva y Cepa 5 sembrada en pozos (no hay antagonismo); BI-BIV: Cepa 
5 sembrada de forma masiva y Cepa 7 sembrada en pozos (no hay antagonismo); CI-CIV: Cepa 
7 sembrada de forma masiva y Cepa 6 sembrada en pozos (no hay antagonismo); DI-DIV: Cepa 
7 sembrada de forma masiva y Cepa 1 sembrada en pozos (presencia de antagonismo). 
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Figura 44. Tinciones de Gram realizadas para evidenciar los comportamientos observados en 
las pruebas de antagonismo. En la columna I se muestra la foto de los pozos, en la columna 
II tinción de Gram realizada a los pozos, columna III tinción de Gram de la Cepa sembrada en 
forma masiva y en la columna IV tinción de Gram de la cepa sembrada en pozos.  AI-AIV: Cepa 
8 sembrada de forma masiva y Cepa 2 sembrada en pozos (efecto antagónico positivo); BI-
BIV: Cepa 1 sembrada de forma masiva y Cepa 6 sembrada en pozos (efecto antagónico 
positivo); CI-CIV: Cepa 5 sembrada de forma masiva y Cepa 3 sembrada en pozos (efecto 
antagónico positivo). 
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Anexo 5.  Resultados de las pruebas del consorcio biofertilizante en macrotúnel para cultivos de interés agrícola 
5.1 Fases del cultivo del Chiltoma en macrotúnel 

 

Figura 45. Fases del cultivo de chiltoma en macrotúnel. 1. Trasplante de plántulas a maceteras; 2. Fertilización química; 3. Fertilización 

Biológica; 4. Crecimiento de la planta; 5. Floración; 6. Desarrollo de frutos; 7 y 8. Cosecha; Medición de variables de interés en 

Chiltoma. 
















