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RESUMEN

Los fertilizantes quimicos, han sido reportados como causantes de diversos
problemas, incluidos la contaminacion atmosférica y subterranea, la acidificacion
del suelo, la eutrofizacion, la disminucion de la fertilidad, la pérdida de biodiversidad
y el alto consumo de energia en los procesos de sintesis. En este contexto, se han
realizado grandes esfuerzos para reemplazar los fertilizantes quimicos con
biofertilizantes amigables con el medio ambiente. La presente investigacion brinda
una oportunidad de sustitucion a la fertilizacion quimica, al desarrollar un consorcio
microbiano con propiedades biofertilizantes.

El desarrollo del trabajo involucrd la caracterizaciébn microbiolégica y molecular de
la microbiota cultivable de 4 bioinsumos comerciales provenientes del occidente y
norte de Nicaragua. Como resultado de la caracterizacion morfolégica 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
identificacion molecular, se obtuvieron los arboles filogenéticos a través de la
bioinformética aplicada a los resultados de la extraccion y secuenciacion del ADN
(gen ADNr 16S para bacterias y region ITS1-ITS4 para hongos filamentosos). Se
logré la identificacion molecular del 93% (28 de 30) microorganismos aislados (23
bacterias: 12 especies, 11 géneros; 5 hongos filamentosos: 4 especies y 1 género).
Encontrandose 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 patégeno 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 nivea i 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 i patdégeno para ser humano, Agrobacterium tumefaciens, 2
Bacillus sp. y una Stenotrophomonas sp.) y 1 hongo levaduriforme - no secuenciado.
Se observo que el 75% de los bioinsumos analizados contienen al menos una cepa
contaminante y solo un 25% estan libres de patdgenos, esto muestra gran
diversidad microbiana y falta de calidad evidenciada por la presencia de patbgenos
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 revision de aplicaciones biotecnolégicas 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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solubilizacion de fosfato, fijador de nitrogeno y productor de acido indolacético (AlA))
Bacillus marisflavi (fijador nitrégeno), Exiguobacterium aurantiacum (productor AlA)
y Pseudomona mendocina (como movilizador de nutrientes (solubiliza Fe y P) y
estimulador de biomasa). Mediante las pruebas de estabilidad al consorcio, se
demostrd por un periodo de 2 meses (que se siguié su andlisis en refrigeracion),
gue mantiene un nimero de células viables en el orden de 10* a 108 UFC/mL.

La evaluacion de la aplicacion del consorcio biofertilizante en los cultivos de
chiltoma, rabano y pepino al realizar el andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de
comparacion de medias de Tukey a variables de desarrollo vegetativo y cosecha, a
nivel estadistico 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 quimicos, amigable con el ambiente y no perjudicial al ser humano que
debe ser considerado para el desarrollo la agricultura sostenible en Nicaragua.



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
nivea - reported as contaminant in processed fruit and one fungi 1 not 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 (AlA)) Bacillus marisflavi (nitrogen fixer), Exiguobacterium
aurantiacum (producer AlA) 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 10* 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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. INTRODUCCION

Nicaragua enfrenta el reto y la disyuntiva de producir suficientes alimentos para una
poblacion en crecimiento, pero al mismo tiempo implementar practicas agricolas
sostenibles. En las Ultimas seis décadas, la aplicacion de fertilizantes quimicos ha
desempeiiado un papel crucial a nivel mundial para aumentar el rendimiento y el
mantenimiento de los cultivos, asi como el suministro adecuado de alimentos
(Chaudhary et al., 2017). Los fertilizantes quimicos, han sido reportados como
causantes de diversos problemas, incluidos la contaminacion atmosférica y
subterranea, la acidificacion del suelo, la eutrofizacion, la disminucion de la
fertilidad, la pérdida de biodiversidad y el alto consumo de energia en los procesos
de sintesis (Mahanty et al., 2017). En este contexto, se han realizado grandes
esfuerzos para reemplazar los fertilizantes quimicos 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 disefiemos, probemos
y desarrollemos formulaciones que demuestren su eficiencia de manera constante
(Bargaz et al., 2018). Uno de los mayores desafios 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 paises donde la produccion
agricola juega un papel clave en la economia y la seguridad alimentaria (Lesueur et
al., 2016).

La presente investigacion se enfoco en el desarrollo de un consorcio microbiano a
partir de aislados autdctonos de microorganismos contenidos en bioinsumos
comerciales (artesanales), caracterizados microbiolégica y molecularmente
(secuenciando el ADNr 16S para bacterias y la region ITS1-ITS4 para hongos
filamentosos), para su respectiva identificacion a nivel de especie. Posteriormente,
se realiz6 una seleccién de aquellos microorganismos que exhibieron propiedades
PGPM y gue no presentaron antagonismo invitro entre ellos. El proceso culminé con
la evaluacion del consorcio obtenido a nivel de su estabilidad como producto
biolégico y su aplicacion en macrotunel a cultivos de interés agricola; con lo que se
espera contribuir al impulso de la industria biotecnolégica nacional, mejorar la
calidad ambiental y la produccion sustentable de alimentos.
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.  ANTECEDENTES

Los biofertilizantes son una de las herramientas mas importantes en la agricultura
moderna y la agroalimentacion, asi como una fuerza econdmica impulsora en el
futuro cercano. Ademas, los fertilizantes biolégicos también desempefian un papel
importante como métodos prometedores para aumentar el uso eficiente de los
recursos hidricos y terrestres, reduciendo la contaminacion ambiental. Por lo tanto,
los enfoques biotecnolégicos amigables con el medio ambiente pueden ofrecer
alternativas a los productos quimicos fertilizantes (EI-Ghamry et al., 2018). Las
bioformulaciones para la promocion del crecimiento de las plantas contindan
inspirando la investigacion y el desarrollo en muchos campos (Arora et al., 2010). A
nivel mundial se han realizado numerosas investigaciones que intentan caracterizar
los bioinsumos, asi como demostrar el potencial biofertilizante de muchos
microorganismos solos 0 en consorcios, entre estas podemaos citar:

2 Herrmann et al., (2015) caracterizaron el contenido microbiano de 65
biofertilizantes comerciales fabricados en los Estados Unidos, el Reino
Unido, Australia, Sudafrica, Tailandia, Kenia y Argentina. Los resultados
mostraron que el 64% de los productos contenia una o varias cepas de
contaminantes, mientras que solo el 36% de los productos podian
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 contenian ninguna de las cepas declaradas, sino
solo contaminantes, entre los cuales se encontraron patdgenos 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 aloina A de Aloe
barbadensis, en el suelo que contiene fosfato tricalcico (TCP). Se
identificaron PSB basandose en la secuenciacion del gen 16S rRNA como
Pseudomona synxantha, Burkholderia gladioli, Enterobacter hormaechei y
Serratia marcescens. Estos PSB solubilizaron 251 340 g mL" * de TCP en la
fase liquida. El tratamiento de plantas con PSB individual o una mezcla de
estos (en consorcio), incrementa la absorcion de P, el P disponible en el suelo
y el crecimiento de las plantas. El aumento en el contenido de aloina A debido
a una mayor produccion 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 nitrdgeno se realiz6 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 utilizd
para la elaboracion por fermentacion discontinua de un biofertilizante. La
evaluacion preliminar del biofertilizante se realiz6 mediante su inoculacion en
3 eras de un cultivo de S. rebaudiana Bert y el rendimiento se determiné con
base en la produccion de biomasa y concentracion de glucésidos. La
evaluacion preliminar en campo mostro una relacién positiva entre el
aumento de la concentracidén de glucésidos en las hojas de S. rebaudiana y
una mayor produccion de biomasa en respuesta a la aplicacion del
biofertilizante.

Farfan, (2017) realiz6 una investigacidon con el objetivo de identificar posibles
microorganismos viables en la formulacion de un bioinsumo fertilizante. Se
aislaron bacterias nativas no patégenas de los suelos de cultivo con
capacidad fijadora de nitrégeno N, movilizadora de fésforo P y potasio K; tres
cepas seleccionadas se emplearon en experimentacion invitro basada en el
Disefio estadistico Completamente Aleatorizado DCA con seguimiento
semanal durante dos meses, midiendo las concentraciones de N, P y K en
los suelos inoculados. Para determinar estadisticamente la fijacion /
movilizacion de los nutrientes a los suelos por parte de las bacterias se
implementé un Andlisis de Varianza ANOVA empleando el paquete
estadistico IBM SPS Statistics.

Méndez-Ubeda et al., (2018), efectuaron la investigacién orientada al
aislamiento e identificacion morfolégica y molecular de microorganismos
nativos de Nicaragua partiendo de biocinsumos artesanales, en la basqueda
de bacterias (Bacillus subtilis) antagonistas de hongos fitopatdgenos; para lo
cual, se realizaron ensayos de antagonismo contra los hongos identificados
como Alternaria alternata , Fusarium equiseti y Fusarium sp, tanto invitro a
través de la confrontacién dual de las bacterias con potencial antagonico de
los hongos fitopatégenos 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 biolégico nacional que tendra como ingrediente
activo Bacillus subtilis, reportada como antagonista de un amplio rango de
hongos y que ser&a usado para el control de enfermedades en cultivos de
interés agricola.
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1.  JUSTIFICACION

La agricultura del mafana, desafiada por la creciente demanda mundial de
alimentos, la escasez de tierras cultivables y los recursos junto con las multiples
presiones ambientales, debe gestionarse de manera inteligente a través de
enfoques modernos sostenibles y ecoeficientes; ésta debe ser mas productiva,
sostenible y respetuosa con el medio ambiente (Bargaz et al., 2018). La excesiva
dependencia de los fertilizantes quimicos para producir mas cultivos
inevitablemente dafa la ecologia ambiental y la salud humana con gran severidad
(Mahanty et al., 2017). Un uso intensivo de la tierra y de agroquimicos, provoca
agotamiento de los suelos debido a la explotacion de grandes cantidades de
elementos nutritivos, produciendo una disminucion progresiva de la fraccion
organica del suelo (Trujillo, 2012). Un ambiente infértil dificulta la produccién de
nuevos cultivos, debido a que las plantas se vuelven mas vulnerables a
enfermedades y como consecuencia la produccion agricola disminuye en cantidad
y calidad (Portero, 2014).

La explotaciobn de microorganismos como biofertilizantes se considera en cierta
medida una alternativa a los fertilizantes quimicos en el sector agricola debido a su
gran potencial para mejorar la produccion 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 raiz o el suelo. Su principal objetivo es movilizar la disponibilidad de
nutrientes con base a su actividad biolégica, como: la fijacién de nitrégeno y la
solubilizacion del fésforo; 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
ecolégico, se hace necesario conocer los integrantes de la comunidad microbiana
donde se localiza el cultivo, con el fin de potenciar su accién y favorecer su posterior
aplicacién como inoculantes (Otero, 2011).

El mercado de biofertilizantes se valoré en USD 946.6 millones en 2015; se proyecta
gue 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
produccion organica en Nicaragua, 2005. Se expone que en el pais, existen serias
limitaciones en la oferta y desarrollo de bienes y servicios orientados a la produccion
organica, uno de los casos particulares son los bioinsumos (biofertilizantes y
biocontroladores de plagas) producidos a nivel local, la mayoria de estos productos
poseen un bajo nivel tecnoldgico, 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 publicas que deberian de regular este tipo de productos, desconocen
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el tema, por lo que estos bioinsumos no cuentan con certificacion, ni estan
registrados segun lo indican las regulaciones para la certificacion organica.

El poder generar una alternativa de fertilizacion amigable con el medioambiente,
que permita la intensificacion sostenible de la agricultura a través de ampliar las
opciones de la produccion organica o como complemento al uso de fertilizantes
sintéticos, que apunten a aumentar la rentabilidad llegando a mercados
internacionales con altos estandares y mayor poder adquisitivo, es un reto y en este
contexto, la investigacibn estuvo orientada al aislamiento e identificacion
morfolégica y molecular de microorganismos nativos de Nicaragua partiendo de
bioinsumos artesanales; definiendo sus aplicaciones y seleccionando las mas
promisorias como PGPM, se realizaron ensayos de antagonismo invitro a través de
inhibicién simultdnea de bacterias y se desarroll6 un consorcio microbiano con
propiedades biofertilizantes, compuesto de: Bacillus megaterium, Bacillus
marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum, Pseudomona mendocina, el cual fue
evaluado en condiciones de macrotunel en los cultivos de chiltoma (Capsicum
annuum L.), rAdbano (raphanus sativus) y pepino (Cucumis sativus); siendo ésta la
primera fase de la certificacion del contenido microbiolégico de bioinsumos, asi
como para la estandarizacion e impulso de agro productos innovadores. Sentando
las bases para la configuraciébn de acciones que permiten el desarrollo de la
industria biotecnoldgica nacional.
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V. OBJETIVOS

4.1.0OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un consorcio de microorganismos autoctonos aislados de
bioninsumos comerciales (artesanales), para aplicarlo como biofertilizante en
cultivos de interés agricola.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el contenido microbiano de bioinsumos comerciales fabricados en
Nicaragua, por sus caracteristicas morfologicas e identificacion molecular de
acuerdo a su filogenia.

Realizar pruebas de antagonismos entre cepas seleccionadas por sus usos
y aplicaciones de interés de la revision de bases de datos, que seran usadas
en consorcio para un producto biofertilizante.

Evaluar el consorcio microbiano con propiedades biofertilizante a nivel de

laboratorio, considerando pruebas de estabilidad del bioproducto y su efecto
en macrotunel sobre cultivos de interés agricola.
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V. MARCO TEORICO

5.1.CONTENIDO MICROBIANO

Actualmente se han desarrollado herramientas y técnicas bioquimicas, microbianas
y moleculares muy avanzadas que proporcionan métodos precisos y rapidos 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 mas esfuerzos para hacerlos cultivables y luego identificables (Pathak and
Kumar, 2016).

5.2. TECNOLOGIA DE INOCULACION (BIOINSUMOS)

Los inoculantes de PGPM pueden definirse como formulaciones que contienen una
0 mas cepas (0 especies) de microorganismos benéficos preparados con un
material portador econémico y facil de usar. El desarrollo de técnicas para la
produccién de grandes cantidades de inbéculos 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 tecnologia de inoculacion con
PGPM son el uso de una formulacion adecuada de preparaciones de indculos, la
seleccién de un portador adecuado y el disefio de métodos de administracion
correctos (Malusa 2012).

La Norma Técnica Obligatoria Nicaragliense de Insumos Agricolas - Bioinsumos y
Sustancias Afines NTON 11 048 - 16. Define bioinsumo ¢ o moProdudtos
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 produccion agricola para el
manejo de las plagas o promover el crecimiento y desarrollo de las plantasa

5.3.SIEMBRA Y CULTIVO DE MICROORGANISMOS

La siembra o inoculacién consiste en introducir artificialmente una porcién de
muestra o indculo 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 fisicas, quimicas 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-Ubeda 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, segun Santambrosio y Ortega,
(2009) se destacan:

a) Siembra por inmersion: consiste en colocar el in6culo 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 in6culo se coloca sobre la
superficie con ayuda de una espatula de Drigalsky y se extiende hasta su
absorcidn total por el medio de cultivo, este tipo de siembra es recomendado
para microorganismos aerobios estrictos.

c) Siembrapor estrias: 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 estrias perpendiculares lo
mas separadas posibles para identificar diferentes morfologias en el
crecimiento de los microorganismos

Nota: este método solo trabaja si la herramienta
para la extension de la muestra (por lo comun un
asa de inoculacion) se reesteriliza después de
cada uno de los pasos del 1 a 4.

A prN
229

1 2 3 4

A Pasos en la formacion de estrias en la placa B

Figura l. Técnicade siembra por estrias. (a) Se muestra un patrén de rayas tipico, (b) asi como
un ejemplo de una placa rayada (Prescott et al., 2008).

5.4.IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE MICROORGANISMOS

Todos los organismos vivos se pueden dividir en dos tipos celulares: eucariotas y
procariotas. Tienen estructuras en comun como la membrana celular, los ribosomas
encargados de la sintesis proteica y el acido desoxirribonucleico (ADN) portador de
la informacion genética (Pirez y Mota, 2006). Dentro de este esquema, las bacterias
son microorganismos unicelulares procariotas, en este reino, segun 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 (Pirez y Mota,
2006).
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La identificacién 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 asi
poder realizar una correcta clasificaciéon. Pueden ser identificados por métodos
fenotipicos, es decir, segun las caracteristicas observables, tales como, la
morfologia, desarrollo y propiedades bioquimicas y metabolismo; y también
mediante métodos moleculares (Bou et al., 2011).

5.4.1. Identificacién morfoldgica 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 exdgenas, como la antigiedad del cultivo, factores nutricionales,
tratamiento con antibioticos, etc. (Liébana, 2002). En la Figura 2 se muestra la
morfologia bacteriana.

3.

1. Cocos: esfericos 2. Bacilos: forma de pildora Espiroqueta: forma de Cocobacilos: forma oval
(Streptococcus) (Escherichia col)) serpiente (Bordetella pertussis)

(Treponema)

5. Filamentoso: 6. Diplococo: células 7.Cocos en 8. Racimos en
forma de moho aparecadas cadena forma de uva
(Nocardia, (Neisseria) (Streptococcus) (Staphylococcus)

Actinomices)

Figura 2. Morfologia de Bacterias: 1-cocos; 2-bacilos; 3 -espiroquetas diplococo; 4-cocobacilos; 51
filamentoso; 6 i diplococo; 7-cocos en cadena; 8- Racimos en forma de uva, Adaptado de (Rosenthal
and Tan, 2011).

Las bacterias pueden mantenerse unidas unas con otras después de la division
celular, pero conservando siempre la independencia celular. Si el plano de division
es Unico, podemos encontrar diplococos o cocos en cadena (microorganismos del
género Streptococcus). Si los planos de division 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) (Pirez y Mota, 2006).
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a. ldentificaciébn macroscopica

La morfologia de las colonias es fundamental en la identificacion preliminar y para la
diferenciacién de los microorganismos. Para la observacion morfologica es preferible
examinar colonias de cultivos frescos crecidas en medios no selectivos. En este paso
de la identificacion es muy importante el aislamiento de las bacterias en cultivo puro
ya gque ésta deberia estar compuesta por un solo tipo de microorganismos y
procederia de una Unica célula. Las colonias de una Unica especie, cuando crecen
en medios especificos y bajo condiciones idéneas se describen por sus
caracteristicas de tamafio, forma, consistencia, y a veces por su color (Fernandez et
al., 2010).

El tamafio de las colonias bacterianas es generalmente uniforme entre una misma
especie. Por ejemplo, las colonias de estreptococos tienen un tamafio mas pequefio
gue las de los estafilococos y las entero bacterias. La forma esta determinada por
los bordes y el grosor de la colonia. El borde puede ser liso 0 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 identificacion (ejemplo: Pseudomona aeruginosa (pigmento verde),
Serratia marcescens (pigmento rojo) aungue en una misma especie puede haber
cepas no pigmentadas (Fernandez et al., 2010).

Punctiform Circular Filamentowus Irreguilar Rhizoéd Spindle
Elevation —_— e AR A
Flat Raigad Convex Pulvinate Umbonate

Margin I/—\ |}_|j i 17\ @{""‘?«Eﬁ m .t 0
Eniti

-] Unidulatea Lobate Erose Filamentous Curkes

(a)

Figura 3. Morfologia de colonias bacterianas. (a) Variaciones en la morfologia de colonias
bacterianas observadas a simple vista. La forma general de la coloniay laforma del borde o margen
pueden determinarse mirando hacia abajo en la parte superior de la colonia. La naturaleza de la
elevacion 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. Identificacion microscépica

La morfologia bacteriana debe ser observada con el microscopio éptico o el
microscopio electrénico, dado el tamafio pequefio de estos microorganismos (Pirez
y Mota, 2006). Segun las caracteristicas 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 observacion 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 liquido, se utilizard una gota del mismo, pero si proceden de
un medio solido se incorporaran a un liquido isotdénico que conserve la forma
bacteriana (p. €j., solucion salina con un 0,9% de NacCl) (Liébana, 2002).

La tincion de Gram es una coloracién diferencial, dado que las bacterias pueden
clasificarse segun su respuesta en Gram positivas o0 Gram negativos. Las primeras
se tifien de color azul violeta y las segundas adquieren un color rosado o rojo (Pirez
y Mota, 2006). Esta técnica se inicia fijando la muestra por calor y se afiade un
colorante, el cristal violeta, que tifie todas las bacterias del medio. Tras ello se fuerza
la coloracion con un mordiente de yodo. Si se parase la tincion en ese momento,
todas las bacterias aparecerian de color violeta. A continuacion, se usa un
decolorante, alcohol acetona, que haré 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 tifie de rojo (Liébana, 2002).
Las diferencias de tincion de las bacterias se deben por cambios en la composicion
quimicay estructura de las paredes celulares, que facilitan la retencién o eliminacién
del colorante primario después del proceso de decoloracién (Aquiahuatl y Pérez,
2004). En la Figura 4 se muestra dicho proceso de diferenciacion entre bacterias
Gram positivas y Gram negativas.
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Steps in Staining State of Bacteria

Step 1: Crystal violet Celis stain purple
(prmary stain)

Voo

00

Step 2: lodine Cells remain purple.
(mordant)

Step 3: Alcohol Gram-positive cells

(decolorizer) remain purple
Gram-negative celis
become colorless

(b)

Step 4: Safranin Gram-positive cells

(counterstan) remain purple;
Gram-negative cells
appear red

0000 | 000 | ©0go

0

(a)

Figura 4. Tincion de Gram. (a) Procedimiento de la tincién Gram. (b) Resultados de una
tincion Gram: Célula Gram-positiva (purpura) es Staphylococcus aureus; Célula Gram-
negativa (rosa-rojizo) es Escherichia coli (Adaptado de Prescott et al., 2008).

5.4.2. Identificacién morfoloégica de los hongos

Los hongos son organismos eucarioticos y de mayor tamafio que las bacterias, son

de nutricién heteroétrofa, es decir dependen de nutrientes organicos y son absorbidos

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

Estos organismos, #Avistos con el mi croscopi o
formas: una multicelular denominada fil ament
(Liébana, 2002).

También existen hongos dimdérficos principalmente patégenos 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 gemacién, mientras que los hongos filamentosos presentan un
cuerpo 0 estructura vegetativa que se denomina como talo, generalmente estan
constituidos de hifas ramificadas que forman el micelio, algunos hongos presentan
tabigues transversales o septos. El principal mecanismo de reproduccion de los
hongos es asexual, por fragmentacién de hifas vegetativas o por la produccién de
esporas en conidiéforos y esporangiéforos formados en hifas aéreas las cuales son
reproductivas. Sin embargo, la descripcion de las estructuras de reproduccién
sexual, son el principal criterio de clasificacion, por el que pueden ser ubicados en
tres subdivisiones o phylum: Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Aquiahuatl
y Pérez, 2004). La identificacion de los hongos esta primariamente basada en las
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diferencias morfologicas 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 taxonémicas (Méndez-Ubeda et al., 2018).

5.5. IDENTIFICACION MOLECULAR DE MICROORGANISMOS

Los métodos moleculares se han erigido como procedimientos complementarios,
alternativos o incluso de referencia a los fenotipicos. Las técnicas del DNA
recombinante ayudan a subsanar estos problemas y a clasificar a los organismos
de un modo mas correcto, de acuerdo a su filogenia. Estos estudios se pueden
realizar analizando la secuencia total de nucledtidos 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
evolucion, y por eso se ven claramente las diferencias entre los distintos
microorganismos y se pueden realizar arboles 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 pequefas de los ribosomas, el acronimo ARNr
SSU (del inglés, small subunit) se utiliza para ambos (Rodicio y Mendoza, 2004).

a. ldentificacién mediante secuenciacién del ADNr 16S

Las técnicas de identificacion molecular mediante el analisis del 16S ARNr u otros
genes, se basan en la amplificacién genémica y en la secuenciacion de esos genes
o sus fragmentos. El medio de cultivo o las condiciones de incubacion no seran
factores determinantes, pero si seran factores criticos la extraccion del ADN
cromosomico y la amplificacién, procesos técnicos que deberan tenerse en cuenta
en toda metodologia de identificacién molecular.

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del ADNr
16S incluye las siguientes etapas, extraccion del ADN, amplificacion del gen a partir
de la muestra apropiada, determinacién de la secuencia de nucle6tidos del amplicén
y analisis de la secuencia (Rodicio y Mendoza, 2004), finalmente con las secuencias
analizadas se procede a la construccion del arbol filogenético, esta metodologia se
resume en la Figura 5. A continuacion se describen cada de las etapas
mencionadas anteriormente, segun el proceso planteado por por Bou et al. (2010).
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Figura 5. El método Sanger para la secuenciacion de ADN. (a) Los pasos 1-6 se utilizan para
la secuenciacion manual y automética, el paso (7) muestra la preparacion de un gel para la
secuenciacion manual en el que se utilizan los ddNTP radiomarcados. (b) Parte de una
secuencia de ADN automatizada, Aqui los ddNTPs estan marcados con tintes fluorescentes.
(C) datos generados durante una secuencia de ADN automatizada (cromatograma). (d)
Andlisis de la secuencia (correccion de errores, comparacién con otras secuencias, trazado
del arbol filogenético) Prescott et al. (2008).
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U Extraccion de ADN
El ADN gendmico se extrae a partir de células totales mediante diferentes métodos
estandar o sistemas comerciales con versatilidad sobre el tipo de muestra clinica o
de matrices, en el caso de tratarse de una muestra alimentaria o ambiental.

0 Amplificacion de ADN

La amplificacion se lleva a cabo en un termociclador, gracias a la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) desarrollada por Mullis en 1985. EI ADN extraido se
utiliza como un molde para dicha amplificacion de una secuencia del ARNr 16S con
un rango de tamafio entre 500-1500 (o de otro tamafio si se utilizan otros genes).
Para confirmar una amplificacion optima, es imprescindible la electroforesis del
producto de PCR en gel de agarosa. Debe observarse una sola banda
(perteneciente a un unico amplicén) con el tamafio adecuado. En el caso de
amplificarse un amplicén con el tamafio deseado y otro con diferente tamafio,
pueden utilizarse diferentes opciones: extraccion del amplicén deseado del gel de
agarosa, modificacion de las condiciones de PCR o utilizacion de nuevos
cebadores.

U Secuenciacion del amplicén

La secuenciacion es un proceso analogo a la PCR, que utiliza el ADN como molde
pero que los cebadores directo y reverso actian en reacciones independientes, los
cuales pueden ser los mismos cebadores de amplificacion u otros disefiados 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 afiaden bases marcadas con
fluorocromos o terminadores y bases no marcadas, que se incorporan
aleatoriamente a la sintesis. Los terminadores finalizan la sintesis de la secuencia,
por lo que al final se obtiene una mezcla de productos de ADN de diferentes
tamanos. Cada base (adenina, timina, guanina y citosina) se marca con un
fluorocromo diferente que absorbe a diferente longitud de onda, detectandose
posteriormente.

Los terminadores no incorporados se eliminan mediante la purificacion del producto
y el tamafio de cada uno se determina mediante electroforesis capilar. Segun se va
conociendo el tamafio y el terminador de cada fragmento (separados en gel o por
elucion) se determina la secuencia de bases representadas cada una por un color
diferente y se editan de forma manual o automatica. Las cadenas de ADN se
secuencian independientemente, generandose la secuencia directa y la reversa
(complementaria).

U Andlisis de secuencias
La observacion del electroferograma (secuencias de bases ofrecidas por los
secuenciadores) constituye el primer paso del analisis de las secuencias. A veces
se producen errores en el proceso de secuenciacion, el equipo asigna una letra
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incorrecta en lugar de una base nitrogenada o asigna una base que no corresponde
segun el pico correspondiente en el electroferograma; por ejemplo, asignacion de
dos T existiendo 3, o posiciones ambiguas (N). Para resolver estas situaciones se
reedita visualmente el electroferogramay 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 analisis. En ocasiones se hace necesaria la
repeticion del ensayo debido a que el microorganismo inicial no se encontraba en
cultivo puro, por baja concentracién del extracto cromosomico o del producto de
PCR, etc.

0 Construccion de arboles filogenéticos

La filogenia es el estudio de la evolucion y desarrollo de las especies. La
comparacion de secuencias de algunas macromoléculas, es la forma mas precisa y
confiable para inferir en las relaciones filogenéticas. Estos datos, son preferibles
sobre otros métodos moleculares por poseer cercanias evolutivas, debido a que
permiten interpretaciones cuantitativas y directas, ademas que van conformando
una creciente base de datos para subsecuentes referencias (Herrera, 2002). La
comparacién de las secuencias del gen ADNr 16S permite establecer relaciones
filogenéticas entre organismos procariotas, de forma similar la region ITS permite
hacer lo mismo en eucariotas, lo cual ha traido una gran repercusion en la
taxonomia microbiana, ya que ha dado lugar al sistema de clasificacion actual que
ha permitido la identificacion rapida y precisa tanto de procariotas como de
eucariotas (Villota, 2013).

Los arboles filogenéticos permiten esquematizar las relaciones jerarquicas que
surgen entre los microorganismos a través de la evolucién. Estos arboles constan
de nodos unidos entre si por ramas, las longitudes de estas ramas pueden significar
la distancia evolutiva que hay entre nodos. Los arboles 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 Unico ancestro comdn 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 arboles que puedan ser usados para datos
moleculares. Segun Sandria (2003), de acuerdo a los tipos de datos usados los
métodos se dividen en dos categorias. La primera categoria comprende los
métodos basados en distancia, en estos se calcula una distancia evolutiva para
todos los pares de unidades taxondmicas operacionales (OTUs; especies 0
poblaciones) o secuencias de ADN (o aminoacidos), y el arbol 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
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arbol, 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 evolucién minima
(ME), método de distancia de Wagner (DW), método Neighborliness (ST), método
Neighbor-Joining (NJ).

La segunda categoria corresponde a los métodos basados en caracteres discretos:
se utilizan datos con estados de caracteres discretos tales como estados de
nucledtidos en secuencias de ADN, y el arbol se construye considerando las
relaciones evolutivas de OTUs o secuencias de ADN en cada posicion de caracter
0 nucleétido. Los principales métodos usados para la construccion de los arboles
en esta categoria son, método de méaxima parsimonia (MP), método de parsimonia
evolutiva (EP), método de maxima probabilidad (ML).

5.6. MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS

El antagonismo es un proceso natural entre comunidades microbianas y se
caracteriza por la inhibicion, deterioro o muerte de alguna especie de
microorganismos por la accion de otra; o una relacién 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 accion empleados por los microorganismos
antagonistas para controlar el desarrollo de patdgenos, entre ellos antibiosis,
competencia por espacio o por nutrimientos, interacciones directas con el patégeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia (Larrea, 2001). A
continuacion, se describen dos de estos mecanismos:

El mecanismo de competencia por espacio, es el comportamiento desigual de dos
0 MAas organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del
mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los demas.
La competencia mas comun es por nutrimentos, oxigeno o espacio. Otro de los
mecanismos es el de interaccién directa con el patdgeno, en este se puede
presentar el parasitismo, el cual consiste en la utilizacién del patégeno como
alimento por su antagonista.

5.7.CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento se considera como el aumento ordenado de todos los constituyentes
quimicos de un organismo, lo cual, para los organismos unicelulares, conduce a un
aumento en el nimero de individuos en la poblacion. Se puede considerar el
crecimiento al nivel de individuos dentro de una poblacion (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 mayoria de los microorganismos contintan su crecimiento hasta que la célula se
divide en dos células hijas mediante el proceso de fision 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 analiticos no son los
suficientemente sensibles como para ser aplicados a estructuras tan pequenas. Es
por esto que habitualmente para evaluar el crecimiento se analiza el aumento de la
poblacién microbiana (Apella y Araujo, 2005).

5.7.1. Crecimiento exponencial

El crecimiento de una poblacion 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,

0 sea que, en cada periodo de division, la poblacion se duplica por lo que la

mul tiplicaci-n corresponde a unay2®@Bréorgr2ensi - n
(Apella y Araujo, 2005). Schlegel y Zaborosch (1997) describen, que el nUmero 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 namero inicial de células (No), el nimero de células en el

tiempo (N) al cabo de n divisiones es No* 2n. Pasando a los logaritmos se obtiene

la siguiente ecuacion:

N = logNy + n * log?2 Ecc. 1

logN—logN,
n= u ECC, 2
log?2

Para el numero de divisiones celulares por hora, también llamada tasa de division
1, se obtiene:
__ logN-logNy

n
V=== Ecc. 3
t log2x(t—typ)

El tiempo necesario para un ciclo de division es el tiempo de generacion:

La tasa de divisibn o velocidad de crecimiento (1) varia con la naturaleza y
concentracion de los nutrientes, pH, temperatura, fuerza i6nica del medio, etc.,
ademas de factores genéticos (Apella y Araujo, 2005).

t 1
g=—= Ecc. 4

n 1%
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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 aflade medio nuevo al cultivo. Cuando un medio de crecimiento
adecuado se inocula con células viables, tiene lugar una secuencia de eventos
caracteristica llamada ciclo de crecimiento, el cual se puede describir por medio de
una grafica del peso seco celular (x), (g/L) contra el periodo de incubacion en horas
(h) (Scragg, 1999). Esta gréafica tiene un aspecto sigmoidal y permite diferenciar
varias fases de crecimiento que se presentan regularmente: fase de latencia (lag) o
de retraso, fase exponencial (logaritmica), fase estacionaria y fase de muerte
(Schlegel y Zaborosch, 1997), tal como se muestran en la Figura 6.

Increase in cell number at rate No net increase in cell number;
dependent on species and initiated upon depletion of an
medium essential nutrient

Stationary phase

12}
@ = TP Rapid death of cells unless they
s : are transferred to fresh medium
[= / Log phase . Death phase
g | Lag /
. . . 2 |phase/

Acclimatization to the medium — L~ /

and initiation of protein and X

DNA synthesis | | | | | |

Time

Figura 6. Curva de crecimiento bacteriano que muestra las cuatro fases tipicas del
crecimiento. Adaptado de (Rosenthal and Tan, 2011).

A Fase de latencia o de retraso
La fase de latencia abarca el lapso de tiempo entre la inoculacién y el momento en
que se alcanza la tasa de division maxima. La duracion de la fase de latencia
depende sobre todo del cultivo previo, de la edad del inoculo, asi 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 sintesis de macromoléculas como RNA y proteinas.
Sin embargo, la sintesis 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 acumulacién de metabolitos téxicos para las células, éstas requeriran
mayor tiempo para reiniciar el crecimiento activo y presentaran una fase lag larga.
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En contraposicion, si las células provienen de un medio idéntico y han sido
obtenidas de un cultivo joven, la fase de latencia sera corta o inexistente. A
continuacion, se detallan las fases del cremiento microbiano, segun Apella 'y Araujo
(2005).

A Fase exponencial

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

crecimiento o de incremento logaritmico, razon por la cual es denominada como

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

se habla de ®sta como | a fase de ficrecimien
todos los constituyentes celulares aumenta con rapidez constante, de modo que la

poblacion de células se duplica y continla duplicAndose a intervalos regulares

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

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

medio entre otras.

A Fase estacionaria

La fase estacionaria se presenta como consecuencia del agotamiento de nutrientes
o la acumulaciéon de productos toxicos del metabolismo, lo cual disminuye la
velocidad de crecimiento hasta que llega a detenerse. La transicién 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 composicién quimica
diferente a la de las células en fase exponencial.

A Fase de muerte

Si la incubacién del cultivo se prolonga varias horas después que la poblacién ha
alcanzado la fase estacionaria, las células alcanzaran la fase de muerte que se
caracteriza porque la velocidad de crecimiento es constante, indicando que el
namero de células vivas decrece con el tiempo en progresion geométrica. En ciertos
casos, la muerte se acompafia de lisis celular que se manifiesta por una disminucion
del nimero de células viables y masa celular. Cuando no hay lisis, el nUmero de
células viables decrece mientras que la masa celular permanece constante.

5.7.3. Medicion del crecimiento microbiano

La medicion del crecimiento microbiano implica distinguir entre el nimero de células
viables y el nimero de células totales. El segundo incluye células vivas y muertas,
mientras el primero incluye solo las células vivas. Para distinguir entre ambos tipos
de células se utilizan métodos fisicos y quimicos. 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: Apellay Araujo, 2005)

Determinacién del numero de células Determinacién de la masa celular
Vivas y muertas Vivas Directos Indirectos
Recuento en Recuento en medio Determinacion Turbidimetria
camara sélido de peso seco
Recuento indirecto Filtracion sobre Estimacion de Consumo de un
en porta objetos membrana proteinas nutriente

Nefelometria

El recuento en placa, es uno de los métodos mas précticos para distinguir células
viables y no viables en una suspension bacteriana, cada bacteria viable da lugar a
la formacién de una colonia después de la incubacion 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 nUmero de colonias expresandose el resultado como UFC/mL
(unidades formadoras de colonia por mL).

Al utilizar el método de turbidimetria se obtiene ventaja del hecho de que, en una
celda espectrofotométrica, las células microbianas desvian la luz, de modo que la
cantidad de ésta que llega al detector del espectrofotometro esta relacionada
directamente con el numero 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
tamafo y la forma de las células, la relacion entre la absorbancia y el nimero de
células cambia si el tamafio 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 estan en fase exponencial de crecimiento o de declinacion, la
representacion de la absorbancia frente al tiempo forma una linea recta. Si las
lecturas absorbancia son compatibles con el recuento en placa se puede utilizar en
estimaciones del numero de bacterias obtenidas por turbidimetria. Para que puedan
visualizarse las primeras trazas de turbidez debe haber mas de un millon de células
por mililitro y se precisan de 10 a 100 millones por mililitro para que la suspension
sea lo bastante turbia para ser medida por el espectrofotometro (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 Ultimos veinte afios se ha
definido de diferente manera, lo que refleja el desarrollo de nuestra comprension de
las relaciones entre los microorganismos y las plantas. Los biofertilizantes, podrian
definirse como inoculantes microbianos, que contienen formulaciones vivas o
latentes de microorganismos beneficiosos que pueden mejorar y promover el
crecimiento de las plantas (Malusa, 2012). Los biofertilizantes también podrian
denominarse cultivos microbianos, bioinoculantes, inoculantes bacterianos o
fertilizantes bacterianos. Estos biofertilizantes también podrian 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 poblacion de
microorganismos especificos o un grupo de microorganismos beneficiosos para
mejorar la productividad del suelo, ya sea fijando N atmosférico o solubilizando el
fésforo del suelo o estimulando el crecimiento de las plantas a través de la sintesis
de sustancias promotoras de crecimiento o células latentes, que activan el proceso
biolégico para facilitar la disponibilidad de nutrientes (Simarmata et al., 2017).

5.8.1. Tipos de biofertilizantes

A partir del conocimiento sobre la funcion de los microorganismos, se pueden crear
bioinoculantes para diversos tipos de suelo y sistemas de cultivo (Ahmad et al.,
2008). Aquellos microorganismos con atributos especificos para la movilizacion de
fésforo en el suelo se denominan microorganismos movilizadores de fosforo. Segun
el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA (2011) pueden clasificar en:

A Bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno: Son microorganismos
capaces de establecer una simbiosis efectiva con las leguminosas
hospederas para fijar nitrégeno.

A Bacterias asimbiéticas fijadoras de nitr6geno: Son microorganismos de
vida libre, capaces de fijar nitrégeno atmosférico.

A Hongos micorrizdgenos: Son hongos simbioticos mutualistas capaces de
asociarse eficazmente con las raices de las plantas para aumentar la
absorcion de nutrientes.

A Microorganismos solubilizadores de fosfatos: Son aquellos capaces de
solubilizar formas no disponibles de fésforo.

A 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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A Microorganismos transformadores de materia organica: Son aquellos
capaces de acelerar el compostaje y otros procesos de transformacion de la
materia organica para la produccion 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 fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fosfato, la movilizacion de fosfato
y la movilizacién de zinc y potasio (Afanador, 2017). Se destacan los géneros de
bacterias como Pseudomona, Azotobacter, Bacillus y Rhizobium, que se
encuentran en mdultiples categorias de biofertilizantes, lo que los hace muy
atractivos para el desarrollo de productos.

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

Microorganismos

Movilizadores

Movilizadores

Fijadores N2 fijadores de PGPR* de fosfato de zincy
fosfato (micorrizas) potasio
Vida libre: Asperglllus niger Azotobacter Glomus spp. Zinc:
(no virulento)

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:

Torulospora :
Azotobacter P Arthrobacter Bacillus spp.
globasa
: P mon
Cyanobacteria seudomonas Pseudomonas Pseudomonas
fluorescens
Azospirillum Thiobacillus (SOM) Rhizobium
Simbioticos: Asperglllus niger Streptomyces
(no virulento)
Rhizobium spp Xanthomonas

Bradyrhizobium spp.
Azolla
Simbiéticos:
Rhizobium spp.
Bradyrhizobium spp.
Azolla

A PGPR*: Plant growth-promoting rhizobacteria

5.8.2. Consorcios microbianos

Uno de los mayores desafios del campo de inoculantes microbianos es prosperar
haciendo uso de consorcios microbianos eficientes que se basa en diversas cepas
gue exhiben propiedades de PGP y que operan de forma sinérgica junto con los
recursos minerales, asi como la coexistencia en interaccion con los hospedadores
de plantas, como lo muestra la Figura 7. Es decir, la absorcion de nutrientes a
traves de la fijacion de N, solubilizando P, produciendo sustancias que promueven
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el crecimiento de las plantas (PGP) como el acido indolacético, giberelina y
citoquinina, etc.) y efectos indirectos (como: alivio y/o proteccion contra
restricciones bidticas y abitticas) en el crecimiento de las raices, simbidtico (rizobial
y micorrizico, 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 raiz que conduce a una
exploracion efectiva del suelo y, por lo tanto, a una captacion eficiente de nutrientes
con consecuencias positivas sobre el crecimiento y el rendimiento de la planta
huésped (Bargaz et al., 2018).
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Figura 7. llustracién simplificada del concepto de consorcios microbianos que destaca la
PGPM de larizosfera beneficiosa y su accion directa. Bargaz et al., (2018).
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5.8.3. Modo de aplicacion del biofertilizante formulado.

Existen muchas formas de aplicar el biofertilizante formulado en el suelo y estas
son: (a) inoculaciéon de semillas con formulaciones en polvo, (b) biofertilizantes
secos mezclados con las semillas en la tolva de semillas, (¢c) método de rociado
(una pequeiia cantidad de agua mezclada con semillas antes de agregar y mezclar
el polvo de turba), (d) método de suspension (el biofertilizante se suspende en
agua, luego se agrega a las semillas y se mezcla), (e) sedimentacion de semillas,
(f) el biofertilizante y el adhesivo se aplican como suspension a las semillas y se
recubren con material molido como cal, (g) suspension de turba en agua rociada
en el surco durante la siembra, (h) tratamiento de semillas o inoculacion de
semillas, (i) aplicacion de suelo y (j) inmersion de raiz de plantulas (Bashan, 2014).

5.9.PRUEBAS DE MACROTUNEL

El macrotunel es una construccion agricola de estructura metdlica, usada para el
cultivo y/o proteccién de plantas, con cubierta de pelicula plastica traslucida que no
permite el paso de la lluvia al interior es una estructura econémica 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 macrotineles pueden contar con un
cerramiento total de plastico en la parte superior y malla en los laterales (Hidro
evironment, 2015).

5.9.1. Disefio de bloques al Azar

Segun Gemmell (2002) en algunos experimentos las unidades experimentales no
son homogéneas, es decir, algunas tienen caracteristicas diferentes a las demas.
Para eficientar el experimento las unidades experimentales se agrupan por su
homogeneidad y a esos grupos se les aplican los tratamientos. Asi se evalla
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.

Caracteristicas del disefio: 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
asignacion a cada tratamiento como lo muestra la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio de Bloques al azar para estudio de variables (Gemmell,
2002).

Blog 1 Blog 2 Blog 3
Trat 1 Y11 Y12 Y1j
Trat 2 Y21 Y22 Y2j
Trat 3 Y1 Y12 Y
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5.9.2. Cultivos:

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

herbacea de forma variable, con un ciclo de cultivo anual, de porte variable,
dependiendo principalmente de la variedad, de las condiciones climaticas y del
manejo, entre los 0.5 m (en determinadas variedades de cultivo al aire libre) y
mas de 2 m (gran parte de los hibridos cultivados en invernadero). El ciclo
vegetativo también varia de acuerdo a las variedades. Este puede durar entre
los 120 a 150 dias. La planta de chiltoma es monoica, tiene los dos sexos
incorporados en una misma planta, y es autdgama, es decir que se autofecunda,
aunqgue puede experimentar hasta un 45% de polinizacion cruzada, es decir, ser
fecundada con el polen de una planta vecina (INTA 2006).

Fertilizacion: Recomendaciones generales segun la disponibilidad de fésforo 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).

Rabano (Raphanus sativus) El rabano es un cultivo horticola de rapida
maduracion que puede ser cultivado tanto en suelos minerales como organicos.
El producto comestible de esta especie es su raiz engrosada de color rojizo,
rosa, blanco o combinado, que se consume fresca en ensaladas la que
generalmente alcanza su tamafio a cosecha aproximadamente 20 o 30 dias
después de haber sido sembrado (Ohio State University, 2001).

Fertilizacion: El rAbano 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 estan comprendidos entre: 60 i 120 Kg/ha de nitrogeno ,407 100
Kg/ha de P20sy 70 i 140 Kg/ha de K20 y para lograr 100 Kg de produccion las
sustancias nutritivas extraidas diariamente son de: 16.6 g de N, 6.0 g de P20s
y 17.0 g de K20 (Ohio State University, 2001).
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2 Cultivo de pepino (Cucumis sativus) mostrado en la Figura 9. El ciclo del
pepino es corto y varia de una localidad a otra dependiendo de las condiciones
edafoclimaticas del cultivar sembrado y del manejo agrondmico que reciba
durante su desarrollo. Se considera como una baya falsa (pepénide), alargado
cilindrico, mide entre 15 y 35 cm de longitud, segun el cultivo. Es un fruto
carnoso color blanco en su interior y el exterior de color verde oscuro o claro,
asperos y verrugosos. Contiene flores de ambos sexos en la misma planta, por
lo que se le considera monoica, de polinizacidén cruzada; algunas variedades
presentan flores hermafroditas (CENTA 2003).

oot Y B

AV

Figura 9. Planta de Pepino, Fuente: (CENTA, 2003).
Fertilizacion: Recomendaciones generales segun la disponibilidad de fésforo 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 METODOS

6.1. UBICACION DEL ESTUDIO

La caracterizacién del contenido microbiano de bioinsumos comerciales fabricados
en Nicaragua, pruebas de antagonismos entre cepas seleccionadas y la formulacion
de un consorcio microbiano para un biofertilizante a nivel de laboratorio se llevaron
a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de las Aguas del Programa de
Investigacion Estudios Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA) de la
Universidad Nacional de Ingenieria, ubicado en el Recinto Universitario Simon
Bolivar, en la Avenida Universitaria, Managua, Nicaragua. Localizada
geograficamente en las coordenadas UTM 12.1435887 - 86.2675189; Las pruebas
del efecto biofertilizante del consorcio bacteriano en macrotinel sobre cultivos de
interés agricola se realizaron en un macrotunel instalado en el mismo Recinto
Universitario.

Los microorganismos aislados y seleccionados fueron enviados al Centro de
Biologia Molecular (CBM) de la Universidad Centroamericana (UCA), donde se
contrataron los servicios de extraccion de ADN; posteriormente el ADN extraido 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 secuenciacién de ADN gendmico. Una vez recibidas las secuencias se
continué con las actividades de bioinformética en el PIENSA-UNI.

6.2. CARACTERIZACION DEL CONTENIDO MICROBIANO DE
BIOINSUMOS COMERCIALES FABRICADOS EN NICARAGUA

Esta etapa se realizé a través de observaciones microscopicas y macroscopicas, y
también por medio de técnicas moleculares mediante el analisis del ADN ribosomal
16S para bacterias e ITS 1 e ITS4 para hongos. El presente trabajo relacionado con
el aislamiento y caracterizacion microbiana a partir de bioinsumos artesanales, en
su primera etapa (Busqueda de Bacillus subtilis) efectuada por Méndez-Ubeda et
al., (2017), identific6 7 microorganismos de interés y que estaban presentes en
bioinsumos artesanales procedentes de las zonas norte y occidental del pais.
Mediante el presente, se muestra la completa identificacion y caracterizacion de la
fraccién cultivable de microorganismos, siguiendo con ésta linea de investigacion.

6.2.1. Conservacion de los microorganismos aislados de bioinsumos
artesanales

La conservacion de los microorganismos se llevo a cabo por medio del método de
transferencia periddica. Este método consiste en transferir las cepas a un medio de
cultivo nutritivo y fresco a intervalos que asegure su viabilidad (Hernandez y Loaiza,
2014). En esta investigacion la transferencia de los microorganismos se efectuo
cada 30 dias utilizando dos medios de cultivos especificos, 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.

2 Preparacion de medios de cultivo

Las relaciones requeridas para la preparacion de los medios de cultivos segun las
especificaciones del fabricante son:

Agar Miller (LB): se agregaran 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 ebullicién 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 himedo en autoclave YAMATO SQ810C a
121 °C durante 15 minutos a una presion de 121 kPa (Figura 10C). Se utiliz6 una
cinta adhesiva para el control de la autoclave, que cambia su color al alcanzar los
121 °C indicando una correcta esterilizacion. Finalizada la esterilizacion, 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 refrigeracion a una temperatura de 10 °C (adaptado de Sanz,
2011).

Figura 10. Preparacién de los medios de cultivo. A) Medios de cultivo comerciales en
sus envases; B) Calentamiento del medio de cultivo en el Hot Plate; C) Esterilizacion
en autoclave a 121°C durante 15 minutos; D) Placas Petri con el medio de cultivo
solidificado (Fuente: Elaboracion propia).
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2 Transferencia peridédica de microorganismos aislados de bioinsumos
artesanales

La transferencia periodica (siembra) de los microorganismos aislados de bacterias
y hongos, se llevo a cabo en un area 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 estrias, el procedimiento a seguir fue el descrito
por Sanz (2011) y adaptado a los equipos del laboratorio:

1 Como paso inicial se esterilizd el asa flameandola en el mechero hasta
conseguir un rojo incandescente y dejandola enfriar en la proximidad de la
llama, luego se tomd un indculo de la muestra y se transfiri6 a un area
pequefia de la superficie de la placa, proxima al borde, el inéculo se extendi6
formando estrias muy juntas sobre la superficie de una porcion pequefia de
la placa.

1 Finalizado el paso anterior se flamed de nuevo el asa y se dejo enfriar, se
tomo un inoculo del primer patron de rayas formado, el segundo patrén de
estrias se realiz6é sobre una porcién virgen de la placa.

1 Posteriormente el asa fue flameada y enfriada, se repitié el paso anterior esta
vez usando como indculo el segundo patrén de estrias.

1 Para finalizar se flamed y dej6 enfriar el asa, repitiendo el mismo
procedimiento empleando, ésta vez tomando como inoculo el tercer patron
de estrias, por ultimo, se flameo6 el asa, se tap6 la placa de Petri y se incubd
en posicion invertida.

Para la incubacion de las bacterias se utiliz6 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 tomé una parte del micelio con palillos de madera
0 hisopos estériles cerca de la llama del mechero, luego la muestra extraida se
colocé en el centro y en los cuatro cuadrantes de la placa de Petri. Finalmente se
dejaron crecer en posicion invertida a una temperatura de 28°C a 30°C durante 3 a
5 dias (Aquiahuatl y Pérez, 2004). La siembra de hongos se llevo a cabo en el cuarto
de siembra del PIENSA, en la cabina de flujo laminar TELSTAR AV-100.

6.2.2. Caracterizacion morfoldgica de los microorganismos aislados
de bioinsumos artesanales

La identificacion morfologica de los microorganismos, se realiz6 por medio de la
observacién de sus respectivas caracteristicas macro y microscoépicas. Para las
caracteristicas macroscopicas en bacterias se describieron: forma, borde,
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superficie, consistencia, transparencia y coloracion. En el caso de hongos se
describieron el anverso y reverso de cada una de las cepas segun forma, textura,
elevacion, color, margen y la presencia de pigmentos difusos en el medio.

La caracterizacidon microscopica de las bacterias se realizO por medio de la
observacion de la morfologia bacteriana utilizando el método de tincion diferencial
de Gram, mientras que para los hongos filamentosos se efectué una observacion
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 (s6lido o liquido), zona de procedencia y
codigo de estos (Fuente: Méndez-Ubeda et al., 2018).

Estado No. No. Hongos
Zona de L L .
No. de la . Codigo Bacteria . :
procedencia Filamentosos Levaduriforme
muestra s
1 Sdélido Norte TS 5 3 -
2 Solido Norte LS 6 1 -
3 Liquido Norte LL 3 2 -
4  Liguido  Occidente DCL 9 1
Total 23 6 1

Nota: Tisey solido (TS), Licoroy soélido (LS), Licoroy liquido (LL), Del campo liquido (DCL).
a. Caracterizacion microscopica de bacterias

Se realizo la tincion de Gram a los aislados de bacterias a las 24 horas de incubacién
siguiendo el procedimiento descrito por Moreno y Albarracin (2012). Inicialmente se
prepard y fijé un frotis (Figura 11A-B), tomando una pequefia parte de la colonia
con el asa de inoculacién, la cual se dispersé en una gota de agua destilada estéril
sobre un portaobjetos. Luego, usando el asa se extendi6 homogéneamente la
muestra sobre el portaobjetos para formar una capa delgada y uniforme.
Simultaneamente el portaobjetos se flameaba sobre la llama del mechero hasta
conseguir la sequedad total de éste. Posteriormente se realiz6 la aplicacion 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 aplicacién se enjuagaba suavemente con agua para
eliminar el exceso. Finalmente se dej0 secar y se observo en el microscopio
(OLYMPUS) con el objetivo 100X y aceite de inmersién (Figura 11D). Esta técnica
nos permitid determinar si las bacterias asiladas eran Gram positivas o0 Gram
negativas, asi como la forma de las colonias si eran cocales, bacilares, esféricas,
etc.

42



Figura 11. Tincion diferencial de Gram. A) Preparacién del frotis en un portaobjetos; B)
Fijacion del frotis con calor; C) Recipientes de los colorantes, solucion mordiente (yodo-lugol)
y decolorante utilizados en latincion de Gram; D) Observacién en el microscopio con objetivo
100X (Fuente: Elaboracion propia).

b. Caracterizacion microscopica de Hongos filamentosos

La observacién microscépica de los hongos filamentosos se realizé segun el
procedimeinto descrito por Aquiahuatl y Pérez (2004), a cultivos con crecimiento de
3 a 5 dias por medio de observacion de esporas, mediante la técnica de cinta
adhesiva, la cual consistié en cortar un trozo de cinta adhesiva transparente de 4 a
5 cm tomandola de los extremos. Luego cerca del mechero se abri6 la placa de Petri
que contenia al hongo y se presion6 suavemente la cinta transparente sobre la
superficie de la colonia (Figura 12A). La cinta con la muestra se coloc6 sobre un
portaobjetos, el cual funciona como un cubreobjetos, por lo que se debe aplanar lo
mejor posible evitando la formacion 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 observacion de esporas en hongos. A) Toma de
esporas con la cinta adhesiva transparente; B) Fijacién de la cinta adhesiva sobre el
portaobjetos; C) Observacion de esporas al microscopio OLYMPUS BH-2 con el objetivo 50X
(Fuente: Elaboracion propia).

6.2.3. ldentificacién molecular de los microorganismos aislados de

bioinsumos artesanales

Una vez finalizada la caracterizacion morfologica se procedié a la identificacion
molecular de las 17 bacterias y 6 hongos filamentosos, de las restantes para
completar la identificacion iniciada por Méndez-Ubeda et al. (2018) aislados de
bioinsumos artesanales. La identificacion se realiz6 por medio de la secuenciacién
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parcial del gen ADN ribosomal 16S para bacterias del ADNr con los cebadores pA

(56 AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG 306) y pcb5B (56
La identificacion taxondmica de los aislamientos de hongos se realizé con base en

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

56 TCC TCCGCT TAT Trgefnal TrAnkcribB@dCSp&ér,)ya que la

comparacion de sus secuencias permite establecer las relaciones filogenéticas para

ambos tipos de microrganismos (Villota, 2013).

Para esto se contrataron los servicios del Centro de Biologia Molecular (CBM) de la
Universidad Centroamericana para la extraccion de ADN. Quienes declaran que la
metodologia de extraccion utilizada fue: extraer ADN gendmico utilizando el kit de
PROMEGA Wizard® Genomic DNA Purification para bacterias y para hongos se
realizd extraccion organica con buffer basado en Mercaptoetanol. Revision de
calidad del ADN: La calidad ADN fue comprobada en geles de agarosa al 1%
tefiidos con bromuro de etidio. La cuantificacion y el ratio 260/280 fueron medidos
con espectrofotometro modelo Perkim Elmer Lambda 25 uv/vis.

Para la secuenciacion del ADN extraido se contraté los servicios del centro
MACROGEN INC de Corea del Sur, que utilizé 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
cddigo de barras interno y sistema de entrega de polimero a bordo. Posteriormente
se recibieron los electroferogramas con las secuencias de bases (Adenina,
Guanina, Citosina 'y Timina), y se procedio a realizar el andlisis para la obtencion de
los arboles filogenéticos, lo cual permitio identificar a nivel de especie la mayoria de
los microorganismos con los que se cuenta. Los pasos que se siguieron para la
identificacion molecular se describen a continuacion:

A. Correccién de las secuencias

El primer paso de la identificaciéon molecular de los microorganismos fue el analisis
de las secuencias recibidas, lo cual consistio en la observacion del electroferograma
(Figura 13A) debido a que ocurren errores entre este y la secuencia, por ejemplo,
la asignacién de dos T existiendo tres, o posiciones ambiguas N (Bou et al., 2011).
Es por esta razén que se reedita visualmente y se corrige el electroferograma,
usando el programa Bioedit v7.0.9 y una vez corregida la secuencia se guardo6 en
formato FASTA (Figura 13B).
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B AGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGRCGGACGGATGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTT
CGaCTRTCGCTATAGGATGGGCCCGLGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGLGACGATRLGTAGCCRACC TRAGAGGETGATCRGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGRRAGE
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGRAGCAACGCCRCATGAGTGAAGAAGGTTTTCGRATCATAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTRACGGTACCTT
ATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGRCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGRGCATAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGARACTGGGGGEACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGATGAAATGCGTAGAGATTTGRAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCE
TGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCATAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG

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

B. Comparacion 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, ademas, GenBank contiene una seccion de taxonomia
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) que incluye informacién y secuencias sobre
mas de 160.000 organismos (Bou et al., 2011).

La introduccién de la secuencia y su comparacion con otras disponibles en la base
de datos del programa BLAST del GenBank, proporciona un informe constituido de
varias secciones, en la primera seccion aparece un grafico que indica el nivel y el
tamafio 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 seccién, aparece cada alineamiento de la
secuencia problema o query frente a cada secuencia de otro microorganismo,
indicando el nUmero y porcentaje de bases idénticas (identity) (Bou et al., 2011). Por
altimo, se seleccionaron las cinco secuencias que presentaron mayor ldentidad y
frecuencia con la secuencia del microorganismo en estudio.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i1 Alignments o
. Max | Total Que E Per. .
sl Score  Score Cov:; value Ident gecesso
Lysinibacillus macroides strain Colony4.717-16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1530 1530 100% 0.0 9895% KT0742451
Bacillus sphaericus isolate NUC-5 16 ribosomal RNA gene, partial sequence 1530 1530 100% 00 9895% DQ8337581
Lysinibacillus sp. strain NT1 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence 1528 1528 100% 00 9895% WMH5595628 1
Lysinibacillus sp. YS11 chromosome, complete genome 1528 16739 100% 00 9895% CP0260071
Lysinibacillus xylanilyticus strain C4 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1528 1528 100% 0.0 9895% KX703024 1
Lysinibacillus macroides strain LJB15 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 1528 1528 100% 00 9895% KX027335 1
Lysinibacillus fusiformis strain SFBH 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1528 1528 100% 0.0 9895% KFE840158 1
Lysinibacillus xylanilyticus strain L13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1528 1528 100% 00 9895% KX8327151
Bacillus anthracis strain L12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1528 1528 100% 0.0 98.95% KX8327141
Lysinibacillus fusiformis strain F1-1-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1528 1528 100% 0.0 9895% KX349932 1
Lysinibacillus sp. mkx-32 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1528 1528 100% 0.0 9895% KU1592151

Figura 14. Comparacién de la secuencia en estudio segun el % de identidad con las otras
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank del NCBI (Fuente: Elaboracién

propia).
C. Alineamiento de secuencias

El alineamiento multiple se efectud con las cinco secuencias seleccionadas de cada
secuencia de los microorganismos en estudio. Esto se realizé con la herramienta
Clustal W Multliple Alignment for Version 1.4, incluida en el programa Bioedit v7.0.9
(Figura 15), utilizando los pardmetros 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-Ubeda et al., 2018).

Biokdit Sequence Alignment Editor - [Untitled]

yFiIe Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World Wide Web  Options Window  Help
=0

@ Oper SequenceSet,jv ’__M B 7 total s2quences

: i Selection 0 Sequence Mask: None Start
i Seict/ S [ Postion: Numbering Mask: Mone ey ot !
= B ¢ (AT EAT T . Seroll L1 |
gIDLD % 60| E@%.ﬁﬁll!!i!"ﬁ" CATEAT ' @MIE speed slow | o fast
[T s e e e
| 80 50 100 110 120 130 140 150
Dl 27F CCTTTGACGTTAGCGGCGERACEGETGAGTALCACGTGEGCALCCTACCCTATAGTTTGGGATARCTCCGGGRRERL
ET074245.1 Lysinibacillus macroides str | CCTTTGACGTTAGCEGCEGACEGETEAGTARCACGTGEGCARCCTACCCTATAGTTTGEEATRACTCCGREARA
IMG266474.1 Lysinibacillus macroides str|CCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGEGCARCCTACCCTATAGTTTGGGATARCTCCGGGRAR
EU159208.1 Lysinibacillus sp. mkx-20 16 CCTTIGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGEGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATARCTCCGGGRAR
LE3591662.1 Lysinibacillus xylanilyticus CCTTTGACGTTAGCEGCEGERACEGETEAGTALCACGTGEGCARCCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGEGRARL
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia en estudio con las 5 secuencias seleccionadas del
GenBank del NCBI, utilizando la aplicacion Clustal W Multiple alignment for version 1.4
incluido en el programa BioEdit v7.0.9 (Elaboracion propia).

D. Construccion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos se construyeron con el programa MEGA 7.0.14, usando
Neighbor-Joining como método de construccion y evaluando la confiabilidad
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haciendo bootstrapping de 1000 repeticiones, teniendo en cuenta que cada rama
se debe repetir como minimo en el 50% de las veces (Villota, 2013).

6.3.PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y SELECCION DE LOS
MICROORGANISMOS QUE CONFORMARAN EL CONSORCIO
MICROBIANO

Se realiz6 una busqueda bibliogréafica de las aplicaciones biotecnoldgicas 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 caracteristicas 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 opcion
en la formulacion 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 Paramo et al.
(2018), estas se seleccionaron segun las caracteristicas antes descritas, fueron
sometidos a pruebas de antagonismo con el fin de verificar que no existiera
inhibicion entre ellos y asi poder formar los consorcios, también se les asign6 un
namero a cada bacteria seleccionada con la cual se le identificé 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 difusion en pozos.

Tabla 5. Asignacion de nuevos codigos de las cepas seleccionadas a
confrontar en las pruebas de antagonismo (Fuente: Elaboracion Propia).

Cdédigo de laboratorio Especie Nuevo Cédigo

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 inoculos segun la escala de turbidez estandar de McFarland

El primer paso que se realiz6 en las pruebas de antagonismo fue la preparacion de
la escala de turbidez estandar de McFarland, segun lo establecido en el documento
de la CDC y OMS (2009), con el objetivo de ajustar todos los inéculos de las
bacterias seleccionadas para la confrontacion en un rango de concentracién. Se
tomaron con el asa inéculos de cada cultivo y se colocaron de forma individual en
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tubos con solucién salina estéril (0.85%) previamente rotulados, posteriormente los
indculos se ajustaron a 0.5 unidades (equivalentes a 108 cel/mL) segln la escala de
McFarland y se verificd la absorbancia a 625 nm en el espectrofotometro marca
Thermo modelo Genesys 6 (Sanchez et al., 2016). Se prepararon 10 estandares
que contenian cloruro de bario deshidratado (BaCl26 2Q) al 1.175% (p/vol) y
acido sulfarico (H2S0a4) 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 preparaciéon de la escala de McFarland (CDC
y OMS, 2009).

Numero de la Absorbancia de la Densidad de bacterias
turbidez estandar escala de Mcfarland aproximada (UFC/mL)
0.5 0.169 1x108
1 0.327 3 x108
2 0.524 6x10°8
3 0.560 9X108
4 0.872 1.2x10°
5 0.942 1.5x10°
6 1.168 1.8x10°
7 1.257 2.1x10°
8 1.384 2.4x10°
9 1.463 2.7x10°
10 1.651 3x10°

Posteriormente se prepararon los inéculos de los cultivos de las cepas
seleccionadas con 24 horas de crecimiento en solucién salina estéril al 0.85%, una
vez listos se procedieron a ajustar segun los valores de absorbancia obtenidos en
la escala de Mcfarland, equivalentes a las concentraciones de 1x102 hasta 9x108
UFC/mL, como se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores de absorbancia de los inéculos ajustados (Fuente:
Elaboracion propia).

Absorbancia de los

Cddigo de las cepas seleccionadas o .
in6culos 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 difusion en pozos

Para la siembra masiva con cada uno de los inodculos previamente ajustados se
sumergio un hisopo estéril en cada indculo bacteriano y posteriormente se sembroé
de forma masiva en la superficie de cada una de las placas de Petri previamente
rotuladas (Figura 16) que contenian medio de cultivo LB solidificado, hisopando en
tres direcciones y alrededor de la periferia del Agar para conseguir una siembra
uniforme (Sanchez, 2016). Este procedimiento se realizé6 para cada uno de los
inodculos preparados de las bacterias seleccionadas, dejandolas 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 diametro y en cada
uno de ellos con ayuda de una pipeta estéril se depositaron 25 pL de los in6culos
preparados, como lo muestra la Figura 16 donde se ilustra la distribucion y
combinaciones de las bacterias confrontadas en este ensayo, luego se dejé reposar
durante 30 minutos (para evaporar el liquido) y finalmente se incubd de forma
invertida a 35°C por 24 horas (Sanchez et al.,, 2016). El criterio de seleccién
consistid en la observacién de la presencia de halos de inhibicion.

6digo de Bacteria sembrada de forma masiva

6digo de Bacteria sembrada en pozo
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Figura 16. Muestra la combinacion y distribucion de las bacterias confrontadas, el nimero en
negro representa la bacteria sembrada de forma masiva; los circulos de color azul, muestra
las bacterias sembradas en pozos (los numeros representan los codigos de las bacterias
confrontadas) (Fuente: Elaboracion propia).
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6.4.FORMULACION DEL CONSORCIO MICROBIANO PARA UN
BIOFERTILIZANTE Y ESTABILIDAD DE LAS CEPAS INDIVIDUALES

Finalizada la seleccion de los microorganismos y las pruebas de antagonismo, con
las que se determinaron las especies que conformaron el consorcio microbiano, se
precedi6 a desarrollo de la cinética bacteriana de cepas individuales para la
produccion del biofertilizante.

6.4.1. Construccién de curva cinética de crecimiento por método
turbidimétrico

2 Preparacién de los pre indculos

En cinco frascos de Erlenmeyer con capacidad de 200 mL, se preparé soluciones

de 100 mL de medio de cultivo LB Broth liquido; de una placa Petri para cada

bacteria que contenia cultivo de: Baci Imewgst e rBiawcm,Imaus sf |l avi
Exi guobazdarantuihs ewioho memal o ccom24 h de crecimiento,

se tomo una pequeiia porcion con el asa de siembra y se inoculo en el Erlenmeyer

con LB Broth (Figura 17A), las bacterias se dejaron en crecimiento por 16 horas,

con agitacion constante en un shaker de laboratorio marca SCILOGEX SK-0O330-

Pro, a una velocidad de 170 rpm (Figura 17B). (Cabeza, 2013; Paramo, 2014).

Figura 17. Muestra la preparacién del pre-inéculo. A) Inoculacion de bacterias seleccionadas
en medio liquido; B) Crecimiento de las 4 bacterias en Shaker durante 16 horas a 170 rpm
(Fuente: Elaboracion propia).

2 Determinacion de la cinética de crecimiento microbiano

Lectura de absorbancia en espectrofotometro. Esta mediciébn se realizo
utilizando un espectrofotometro UNICO UV-2100, la cual se basa en el hecho de
que un cultivo de bacterias actia como una suspension coloidal que intercepta la
luz que pasa a través de ella. Dentro de ciertos limites, la cantidad de luz que es
absorbida es directamente proporcional a la concentracion de células; es decir que
la densidad oOptica es una medida de la luz absorbida y/o dispersada por la muestra.
Para medir turbidez se wutiliz- una Il ongitud
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que los cultivos bacterianos no presentan una absorcion significativa a esta longitud
de onda (Cabeza, 2013; Paramo, 2014).

En un shaker de laboratorio SCILOGEX SK-0330-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 liquido, previamente preparado.
Del pre-inoculo que desde la noche anterior se dejo en crecimiento y se encontraba
en condiciones metabdlicas aptas para ser inoculado a un volumen mayor de medio,
se tomaron 10 mL (Figura 18A) y se inocul6 en cada uno de los Erlenmeyer
preparados en el paso anterior para cada bacteria y se llevé 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 midi6 la absorbancia (Figura 18C). El experimento inici6 a las
9:30 a.m. y termin6é a las 4:15 p.m.; obteniendo como resultado la curva de
crecimiento bacteriano (absorbancia vs tiempo) (Cabeza, 2013; Paramo, 2014).

Figura 18. Muestra la construccién de la curva cinética de crecimiento. A) Inoculacién a un
volumen mayor; B) Crecimiento en Shaker durante 6 horas; C) Medicidon de la absorbancia en
el espectrofotometro (Fuente: Elaboracién propia).

2 Diluciones seriadas y conteo en placa de células viables

Se realizaron una serie de diluciones, lo cual consistié en preparar 9 mL de agua
destilada estéril en tubos de ensayo previamente marcados desde 10 hasta 10.
De acuerdo a los intervalos de tiempo establecidos en el que se midié 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 diluciéon de 10-
1, luego se agitaron en un vortex marca JANKE & KUNKEL y se descarté la pipeta.
Con una nueva pipeta se transfirieron alicuotas de 1 mL a los tubos de la dilucién
107?, repitiendo el mismo proceso hasta llegar a la diluciéon de 10 (Paramo, 2014).

Posteriormente con una nueva pipeta se tomo 1 mL de la dilucion y se depositd en
una placa de Petri con LB sélido marcada con el nUmero de muestra y dilucion, y
con ayuda de un asa Drigalsky previamente esterilizada se distribuy6 en toda la
superficie de la placa y se dejé absorber el liquido durante 10 minutos (Aquiahuatl
y Pérez, 2004); este paso se efectud a partir de las diluciones de 10-° hasta 10, tal
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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 (Paramo, 2014). Por ultimo, se cuantifico el
namero de UFC/mL, siendo el nUmero de bacterias/mL igual al producto del nimero
de colonias en la placa por la inversa de la dilucion de la muestra. Con los resultados
obtenidos se graficé la concentracion UFC/mL vs Tiempo y UFC/mL vs Absorbancia

1.0mi 10ml 1.0mi 1.0ml

TN N N N

Muestra 9 ml de H,O 9 mi de H,O 9 mlde H,O 9 mi de H,O
original (dilucién 1077) (dilucion 107%) (dilucion 1073) (dilucion 107%)

Mezcia con agar tibio
la cual se vierte

Figura 19. Técnica de recuento en placay diluciones seriadas (Prescott et al, 2008)

6.4.2. Pruebas de estabilidad por viabilidad celular del biofertilizante

Una vez finalizada la construccion de la curva cinética de crecimiento de cada
bacteria seleccionada para formar parte del consorcio microbiano, se procedi6 a
realizar las pruebas de anaquel o de estabilidad. Para esto se prepararon pre-
in6culos (segun el procedimiento descrito en el acépite anterior) se inocularon 15
mL del pre-in6culo en Erlenmeyer que contenian 135 mL del medio de cultivo estéril
LB Broth liquido 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? hasta 10 y posteriormente se hizo una siembra en profundidad partiendo de
las diluciones de 10 hasta 10. Luego se incubaron en forma invertida durante 24
a 48 horas a una temperatura de 35 °C. Por ultimo, se cuantificé el nUmero de
UFC/mL.
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Luego estos Erlenmeyer se almacenaron en refrigeracion a 10 °C durante un
periodo de 2 meses. Durante el periodo de almacenamiento se determiné la
viabilidad celular mediante diluciones seriadas y conteo en placa por siembra en
profundidad cada 15 dias durante los 2 meses de evaluacion (Camelo, 2010).

6.4.3. Efecto del consorcio biofertilizante sobre cultivos de interés
agricola en macrotunel

2 Instalacién del macrotanel

Segun requerimientos 6ptimos para los cultivos seleccionados: Chiltoma, rdbano y
pepino, se definieron los parametros de la instalacion del macrotanel. Segun las
condiciones climéticas de la ciudad de Managua que se encuentra a una altura
aproximada de 82.97 msnm y una temperatura promedio de 27°C (Segun
caracteristicas generales de los distritos de Managua, Alcaldia de Managua), por lo
tanto se debe tener en cuenta el movimiento del aire en el interior del macrotunel,
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 radiacion solar calienta el aire
dentro de las estructuras (Marlow, 2011).

El macrotunel 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 plastico transparente en el techo, los cuales
se sujetaron a la estructura del tanel utilizando lockers y zigzag de hierro
galvanizado. Para evitar el exceso de luz solar, se colocé una malla saran (30%
sombra) también conocida como malla sombra.

las pruebas (Elaboracio propia)
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2 Instalacion del riego
Se ha escogido el riego por goteo, ya que es el método mas desarrollado en los
cultivos, por su facil instalacion, su reducido costo econémico y por su eficiencia.
Con este sistema el cultivo recibe las proporciones 6ptimas de agua (Sela, 2017).

¢

>\

Figura 21. Riego por goteo tipo espagueti. A. Gotero de botén conectado a un lateral de
polietileno, B. Conexion de distribuidor y microtubo de 8 mm de diametro, C. Conexioén de
goteros de estaca en el microtubo, D. Conexién de los goteros de estaca al gotero de
botén, E. Colocacion de goteros de estaca en cada macetera, F. Aplicacién del agua en
cada macetera (Fuente: Netafim, 2017).

Como se observa en la Figura 21, el sistema de riego instalado fue del tipo espagueti,
para lo cual se instalaron goteros de boton de 4 litros/hora sobre un lateral de
manguera de Polietilieno de 16mm de diametro (Figura 21A), seguidamente se
conectaron microtubos de 8 mm de diametro 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 botén por medio del distribuidor (Figura 21D),
posteriormente los goteros de estaca fueron distribuidos en las maceteras
insertdndolos en el sustrato (Figura 21E); finalmente, se suministré el agua necesaria
para el cultivo, se realizé 2 frecuencias de riego a las 7:00 a.m. y a las 6:00 p.m.,
cada uno con una duracion entre 1 a 2 hora, en dependencia de las condiciones
climatoldgicas, 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 Simén Bolivar (UNI-RUSB).

Para reducir la temperatura en el interior del macrotuinel, se colocaron Nebulizadores,
los cuales se ubicaron en la parte mas 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 mas criticas del dia.
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2 Preparacion y esterilizacion del sustrato

Se utilizé tierra abonada producida en un vivero y arena en proporciones 70 1 30
(70% tierra abonada y 30% arena), para obtener una textura que permitiera una
buena aireacion y retencion de humedad. El sustrato preparado con los componentes
y las proporciones descritas anteriormente (Figura 22A) y se esterilizo utilizando el
método de solarizacion, para lo cual se cubrio el sustrato con pléstico negro (Figura
22B) y se dejo expuesto al sol por 60 dias. Con un termometro 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).

Figura 22. Preparacion del sustrato. A. Homogenizaciéon de tierraabonaday arena; B. Recubrimiento
del sustrato con plastico negro; C. Medicion de temperatura (Fuente: elaboracion propia)

2 Preparacién y llenado de maceteras
Para este ensayo se utilizaron maceteras plasticas con capacidad de 15 litros, a las

cuales se les perforaron 4 ranuras en los costados, con los cuales se pudiera facilitar
la observacién del crecimiento radicular y la tuberizacion (Figura 23) (Elhayes, 2017).

" 4in/10cm

i DEEP

Figura 23. Preparacién y llenado de maceteras. A. Macetera plastica de 15 L, B.
Perforacion de ranuras en los costados, C. Insercion de macetera ranurada en otra
macetera sin ranurar, D. Llenado de maceteras con sustrato (Fuente: Elhayes, 2017).
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2 Siembra

Chiltoma (Capsicum annuum L). Se realizé la siembra manualmente en bandejas
de germinacion 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 germinacién fue de 40 dias, la Figura 24 muestra plantulas de chiltoma
germinada; posteriormente se realizo el trasplante a maceteras (descritas en la
Figura 23), colocando 3 plantulas en cada macetera. (INTA 2006).

Figura 24. Plantulas de chiltomas con 25 dias en bandejas de germinacién (Elaboracion propia)

Rabano (Raphanus sativus). Se realizo 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 rabano de forma directa, muestra la distanciay profundidad a la que
se debe colocar la semilla (Fuente: wikiHow, 2019)

Pepino (Cucumis sativus). Se realiz6 siembra directa, colocando de 3 semillas por
macetera, en forma de triAngulo a una distancia de 15 cm de arista. La semilla fue
colocada a 5 cm de profundidad y cubierta con tierra (CENTA 2003). Se colocé una
malla hecha con mecate para el agarre de la enredadera y desarrollo correcto del
fruto.
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2 Descripcion de los tratamientos

En esta investigacion se fertiliz6 3 tipos de cultivos aplicando el consorcio
bacteriano. Asi mismo, a los tres cultivos se le aplico fertilizacion quimica 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 aplicacion.
También se consider6 un testigo absoluto sin ninguno de los tipos de fertilizacién la
Figura 26, muestra el arreglo y distribucion de los cultivos y los diversos
tratamientos en el macrotunel.

. - E 1
i En Chiltoma: loque Bloque 2

TB -Ch: Planta tratada con el Consorcio
Microbiano

TQ -Ch: Planta tratada con Fertilizacion
Quimica
To -Ch: Planta Sin Fertilizacion (Testigo)

U Rabano
TB -R: Planta tratada con el Consorcio Bloque 3 Bloque
Microbiano
TQ -R: Planta tratada con Fertilizacion
Quimica - - - .m
To -R: Planta Sin Fertilizacion (Testigo)

i Pepino
TB -P: Planta tratada con el Consorcio = = = =
Microbiano - - - -
TQ -P: Planta tratada con Fertilizacion
Quimica

To -P: Planta Sin Fertilizacién (Testigo)

Figura 26. Arreglo y distribucién de los cultivos y tratamientos en el macrotunel (Fuente:
Elaboracién Propia)

2 Inoculacion de los tratamientos

Tratamiento Biolégico - Biofertilizante: Para la fertilizacibn con el uso de
microorganismos capaces de mejorar los procesos esenciales en la nutricion de los
cultivos, se realizd una primera aplicacion del tratamiento a base del consorcio
formado por:. B.megat e Bimar i s Elawrianti acum, ;Rl
momento de la siembra, aplicando 5 mL del consorcio por semilla a una
concentracion de 108 UFC/mL segun la escala de McFarland. Unicamente se
inocularon las semillas en los tratamientos que se contemplé el uso del
biofertilizante, siguiendo la metodologia de Diaz et al., (2001) para cultivo de
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lechuga y adecuandolo al cultivo de Chiltoma, Rabano y Pepino. Posteriormente, se
realizaron aspersiones, en la superficie del sustrato, aplicando 5 mL por planta a los
30 y 60 Dias Después de la Siembra (DDS). En la Tabla 8 que se presenta a
continuacion, se detallan las concentraciones y periodos de aplicacion del
biofertilizante.

Tabla 8. Concentracion del consorcio biofertilizante aplicado (Fuente:
Elaboracion propia).

Tiempo aplicacion

, . Bacteria5 Bacteria7 Bacteria8 Bacteria 9
después de siembra

(DDS) 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 concentracion del consorcio
biofertilizante utilizados en las pruebas de macrotinel oscilan en el rango de
1.26x108y 1.7x108; siendo estos valores similares al reportado por Lara y Negrete
(2015).

Tratamiento Quimico - Fertilizacién quimica: Se realizdé el analisis fisico y
quimico del suelo midiendo las siguientes caracteristicas: Materia Organica (MO)=
4%; Fosforo disponible (P)=26.6 ppm, Densidad Aparente (DA)= 1.3 g/cm y Potasio
disponible (K)= 1.14 meq/ 100g); la fertilizacién quimica se realiz6 de acuerdo al
analisis de suelo y los requerimientos nutricionales para cada cultivo,
determinandose cantidades de: N, P y K. De acuerdo a lo anterior al tratamiento
con fertilizante quimico se le aplico el fertilizante completo 15-15-15, a los 5 dias
después de la siembra (DDS), aplicando 4 g de fertilizante a una distancia de 2 cm
de cada planta para evitar dafios en esta.

2 Medicién de variables

Se realizaron mediciones a los 21 y 35 dias después de la germinacién, en cada
muestreo se recogieron 3 plantas al azar de cada repeticion, las variables a tener
en cuenta fueron los siguientes parametros biométricos (Hernandez, 2002 y
Ramirez y Pérez, 2006):

Variables de Desarrollo:

a) Numero de hojas (No.): conteo de las hojas en cada una de las plantas de
cada macetera.

b) Longitud del tallo (cm): se midié la longitud del tallo principal con cinta
métrica desde la base del tallo hasta la yema apical.
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c) Diametro del tallo (mm): haciendo uso de un vernier o pie de rey se medi6
el diametro del tallo en milimetros.

d) Longitud de hojas (cm): con una regla graduada en centimetros se midio
manualmente la longitud de la hoja en el cultivo de Rabano.

Variables de cosecha

a) Numero de frutos (No.): conteo del numero 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
registré la longitud de los frutos cosechados.

c) Diametro ecuatorial (cm): Con un vernier se registré el didmetro ecuatorial
del fruto.

d) longitud de la planta (cm): se tomé en cuenta la medida desde la raiz hasta
la hoja més larga de cada una de las plantas muestreadas para el caso de
rabano.

e) Peso del fruto (g): se registré el peso de cada uno de los frutos de los tres
cultivos mediante el uso de una balanza de precision.

2 Anadlisis estadistico

Una vez recopilados los datos de las variables se procedio a realizar un analisis de
varianza (ANDEVA) y comparaciones de medias mediante Tukey haciendo uso del
programa estadistico InfoStat. EI 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
especifigue. 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
simultdneo resultante sea igual al valor que especifique (Fallas, 2012).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LOS
MICROORGANISMOS AISLADOS DE BIOINSUMOS ARTESANALES

La identificacion morfolégica de los 30 microorganismos aislados de bioinsumos, se
realizO mediante observaciones macroscopicas y microscopicas, 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 ultimo, se realizd la identificacion
molecular de estos microorganismos por medio de la secuenciacion parcial del gen
ADN ribosomal 16S para bacterias e ITS 1- ITS 4 (Internal Transcribed Spacer) para
hongos.

Zeballos (2017), aislé y purific6 cepas provenientes de cuatro biofertilizantes
diferentes, a partir de la purificacion 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 microbiol4gica 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 aislo, purificé e identifico un total de 259 cepas. Se
obtuvieron varios tipos de colonias para la mayoria de los productos, mas del 50%
de los inoculantes analizados produjeron mas cepas de las esperadas, lo que para
ellos sugiere altos niveles de contaminacion.

Lo anterior podria explicarse por el tipo de medio de cultivo o sustrato que se han
utilizado en las formulaciones. ldealmente, un sustrato deberia proporcionar
condiciones 6ptimas para permitir que los microorganismos sobrevivan durante la
formulacion, el transporte y el almacenamiento. Las condiciones 6ptimas pueden
ser diferentes para cada cepa, y los fabricantes también deben asegurarse de que
las diferentes cepas no compitan entre si (Malusa et al., 2012). Por ejemplo, Kellman
(2008) dijo que algunas cepas contenidas en un inoculante podian producir
bacteriocinas o antibiéticos para suprimir el crecimiento de cepas "competidoras" en
la mezcla.

Los bioinsumos utilizados en este estudio, estan compuestos por una cantidad de
microorganismos de los cuales no se conoce su identidad y su funcion dentro del
producto (si son 0 no benéficos), de ahi que este trabajo siente las bases de futuras
investigaciones con vistas a desarrollar productos mas y mejor tecnificados, cuya
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constitucion sea conocida y mantenida en el producto que se oferte y a la vez se
conozca la funcion 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. Caracterizacion morfolégica de bacterias aisladas de

bioinsumos artesanales

Como resultado de la caracterizacion macroscopica mostrada en la Tabla 9, se
observaron 14 tipos de morfologia (superficie papilada, bordes ondulados,
consistencia seca, etc.), la mayoria presentan una coloracion crema, de
consistencia cremosa y predominan las colonias con bordes redondeados.

Tabla 9. Presenta la caracterizacion morfolégica realizada mediante la
observacion macroscopica y microscopica de las bacterias aisladas de

bioinsumos artesanales (Fuente: Elaboracion Propia).

Cddigo del

Microorganismo

Observacion Macroscopica

Observacion
Microscépica

TS10-111

TS11-31

TS11-3(C)

TS13-111(J)

TS13-211(u)

LS5-1K

LS5-11(B)

Colonias opacas de coloracién crema, con forma
circular, superficie papilada, borde redondeado y de
consistencia cremosa.

Colonias opacas de coloracién crema, con forma
irregular, superficie papilada, borde ondulado y de
consistencia cremosa.

Colonias opacas, con coloraciéon crema, de forma
irregular, superficie papilada, borde ondulado y de
consistencia cremosa.

Colonias brillantes con coloraciéon crema, de forma
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y
de consistencia cremosa.

Colonias con coloracién crema, de forma circular,
superficie plana, borde redondeado vy de
consistencia seca.

Colonias con coloracién crema, de forma circular,
superficie convexa, borde redondeado y de
consistencia cremosa.

Colonias opacas con coloracién crema, de forma
circular, superficie planoconvexa, borde ondulado y
de consistencia cremosa.

Estreptobacilos
Gram positivos

Estreptobacilos
Gram positivos

Estreptobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram negativos

Diplobacilos
Gram positivos

Estreptobacilos
Gram positivos

Estreptobacilos
Gram positivos
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Continuacion Tabla 9. Caracterizacién morfolégica de bacteria

LS5-21

LS6-11(G)

LS6-211(P)

LS7-2111

LL8-111(M)

LL8-221

LL9-221

DCL1-11

DCL1-2(A)

DCL2-11

DCL2-411(H)

DCL3-3

DCL3-4

Colonias brillantes con coloracién crema, de forma
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y
de consistencia cremosa.

Colonias translicidas con coloracion crema, de
forma circular, superficie convexa, borde
redondeado y de consistencia viscosa.

Colonias brillantes con coloraciéon crema, de forma
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y
de consistencia cremosa.

Colonias semitransparentes con coloracion crema,
de forma circular, superficie plana, borde
redondeado y de consistencia viscosa.

Colonias de coloracion blanca, con forma circular,
superficie  convexa, borde redondeado vy
consistencia cremosa.

Colonias translicidas, coloracién crema, con forma
irregular, superficie planoconvexa, borde ondulado y
consistencia cremosa.

Colonias opacas, de coloracion crema, con forma
circular, superficie planoconvexa, borde ondulado y
de consistencia cremosa.

Colonias con coloracién crema, de forma circular,
superficie  planoconvexa, borde redondeado,
consistencia cremosa y de coloracion crema.

Colonias con coloracién crema, de forma circular,
superficie planoconvexa, borde redondeado y de
consistencia cremosa.

Colonias translicidas con coloracion crema, de
forma irregular, superficie planoconvexa, borde
ondulado, consistencia cremosa.

Colonias opacas con coloracion blanca, de forma
circular, superficie papilada, borde redondeado y de
consistencia cremosa.

Colonias con coloraciéon crema, de forma circular,
superficie papilada, borde redondeado y de
consistencia cremosa.

Colonias brillantes con coloraciéon crema, de forma
puntiforme, superficie convexa, borde redondeado y
de consistencia cremosa.

Diplobacilos
Gram negativos

Diplobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram negativos

Diplobacilos
Gram negativos

Estafilococos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram negativos

Estreptobacilos
Gram positivos

Estreptobacilos
Gram positivos

Diplobacilos
Gram negativos
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Continuacion Tabla 9. Caracterizacién morfolégica de bacterias

Colonias opacas con coloracion blanca, de forma

irregular, superficie plana, borde filamentoso y de Diplobacilos

DCL4-31F consistencia seca. Gram positivos
Colonias opacas con coloracién blanca, de forma Bacilos

DCL12-111(Q) irregular, superficie papilada, borde lobulado y de individualizados

consistencia cremosa. Gram positivos

Colonias con coloracion crema, de forma irregular,
DCL12-21(L) superficie planoconvexa, borde ondulado y de
consistencia cremosa.

Diplobacilos
Gram negativos

De la aplicacion de las pruebas de tincion 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
periddicas mensuales para su posterior identificacion por via 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 Orbera y Pérez (2005)
ya que del total de cepas aisladas la mayoria presentaban forma bacilar, de 91
cepas aisladas 58 fueron identificadas morfolégicamente como parte del género
Bacillus representado el 63.7%, de los cuales la mayoria fueron Gram Positivos
(34.3%).

Segun Paulitz y Bélanger (2001), esto puede deberse a que el género Bacillus es el
mas abundante de bacterias de vida libre, debido a su amplia distribucion en todas
las regiones geograficas del planeta, alcanzando el 24% del total de bacterias
aisladas del suelo y un 40% de la rizosfera. Sin embargo, en la caracterizacion
morfolégica no se observaron coincidencias en las caracteristicas de las colonias
aisladas por Orbera y Pérez (2005), ya que describe colonias brillantes, grasosas,
rizoides y de coloracion marron y amarillo. Estas diferencias pueden deberse a que
la densidad bacteriana en el suelo principalmente en la rizésfera es demasiado
grande, por lo tanto, debe tomarse en cuenta las zonas de aislamiento de las
bacterias para poder establecer comparaciones.
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TS10-111

TS11-3C.~ LS7-2111 "

TS13-11119 5 . 2% Y BpcL3-a

TS13-21110 . ' ~___ BocLazer

T

DCL12-21L

Figura 27. Morfologia en placa y tincion de Gram de bacterias aisladas de bioinsumos
artesanales. Al-El: Muestra TS; FI-Cll: Muestra LS; DII-FIl: Muestra LL; GII-Glll: DCL; HI:
Muestra LS; HIl: Muestra DCL (Fuente: Elaboracién 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. Caracterizacion morfol6gica de hongos filamentosos aislados de
bioinsumos artesanales

En este trabajo se realizdé una descripcion de las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de los hongos filamentosos, tomando en cuenta su aspecto fisico, lo
cual incluye las caracteristicas de las colonias (forma, elevacion, margen, superficie,
textura, tamafo, color y presencia de pigmentos difusos) y la observaciéon 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 caracteristicas se describen en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas macroscoépicas y microscépicas de los hongos
fillamentosos aislados de bioinsumos artesanales (Fuente: Elaboracion
Propia).

Observacion

5di Observacion macroscopica : -
Qodlgo de_ b microscopica
microorgani
- Formade
Smos Anverso Reverso Aspecto del micelio
esporas
Color
[ . Micelio elev n form
Ean[re(; Color marron cirgﬁle?r emeara cé?] Ce?nerg d:
TSI-2111 con bordes ' 9 ’ Esférica
oscuro 'y textura lanosa y con
crema e S
contorno crecimiento limitado
blanco
Micelio plano con forma
Pigmentacion irregular, de margen
lor r n enter rficie pl L.
TSI-211 Colo osada con entero, superficie plegada, Esférica
blanco bordes textura pulverulenta vy
blancos aterciopelada y
crecimiento invasivo
Micelio plano con forma
circular, de margen entero,
Color crema L .
Blanco superficie estriada, textura L
TSIII-2111 con centro : Esférica
verdoso . aterciopelada y
marrén -
pulverulenta y crecimiento
limitado
lor ver icali L
TSlll-1212  COlorverde oo verde  Micelio plano con forma Esférica
oscuro irregular, textura
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Continuacion Tabla 10. Caracteristicas macroscoOpicas y microscopicas de los hongos

Color crema
Color

LLVII con centro
blanco .
marrén

Color vede Color vede
LSVI-121 con borde con borde
blanco blanco

Micelio umbilicado con
forma filamentosa, margen
rizoide, textura vellosa y de
crecimiento limitado

Micelio elevado con forma
circular, de margen entero,
textura lanosa y de
crecimiento limitado

Esférica

Ovalada

Los resultados presentados en la Tabla 10, especificamente TSIII-1212, concuerda
con la descripciéon de Zeballos (2017) donde describe el Unico hongo aislado de
bioinsumo segun Color: verde Forma: filamentosa Elevacién: umbilicada Textura:
pulverulenta Borde: desflecado Superficie: surcos radiales.

- *

TSHI-211 TSHi-2111

LSVI-121

Figura 28. Hongos filamentosos aislados de muestras de bioinsumos artesanales. En las filas
A y C se muestran la morfologia en placa, mientras que en las filas B y D se muestran las
esporas observadas de cada uno de ellos (Fuente: Elaboracidn propia).
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Los resultados de la observacion de las caracteristicas macroscopicas y
microscépicas y su comparacion con lo descrito en la literatura (Samson et al., 2007;
Varga et al., 2011) nos condujeron a una aproximacion del posible género de dos
aislados de hongos filamentosos con codigos TSII-2111 y TSIII-1212, los cuales
por su morfologia en placa y sus esporas esféricas sugiere que se trate de los
géneros Neosartorya sp. (Figura 28All y 28BIl) y Aspergillus sp.(Figura 28Cll y
28DIl) respectivamente. Sin embargo, para los demas no se logré dar una
aproximacion debido a que las caracteristicas observadas no coincidieron con las
encontradas en la literatura consultada. Segun Masaquiza (2019), la identificacion
de hongos filamentosos basandose en la fenologia y morfologia de las estructuras
es un método que presenta un importante grado de dificultad, debido a que la
fiabilidad de la identificacion depende de la experiencia del observador y tiene un
importante componente subjetivo, por lo que se sugiere utilizar técnicas moleculares
para obtener resultados mas confiables.

7.1.3. Identificacién 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;
ademas es una region hiper variable lo cual garantiza una especificidad de especie,
esto resulta muy util para la identificacién de especies bacterianas (Castillo et al.,
2015).

Una seccion del arbol filogenético generado en este estudio se muestra en la Figura
29. En la amplificacion de los productos de PCR de la regiéon 16S del ADNr de
bacterias, los amplicones obtenidos tuvieron un tamafo aproximado de 1300-1600
pb. El arbol filogenético present6 una agrupacion similar a la taxonomia establecida
en el Genbank y permitio verificar la variabilidad en el gen ADNr 16S, lo cual justifica
la separacién de los géneros como linajes diferentes. Cada especie bacteriana
(cepa) confirma su identidad en su mayoria 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 presenté
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 present6 cepas del género Staphylococcus (xylosus, succinus).
El tercer clado presento6 cepas de referencia alvei del género Paenibacillus. El cuarto
clado presento cepas del género Lysinibacillus (macrides, xylanilyticus y fusiformis).
El quinto clado presentdo cepas del género Agrobacterium (tumefaciens) y
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Rhizobium sp. El sexto clado presté cepas del género Stenotrophomonas
(rhizophilia, maltophilia).

A\(40) S2 27F
{41) MH333212.1 Bacillus megaterium
{42) DQ275179.1 Bacillus megaterium
(43) MH910135.1 Bacillus aryabhattai
{44) KJ721200.1 Bacillus aryabhattai
(45) MF948357.1 Bacillus sp
A\(76) D3 27F
77) MH569350.1 Bacillus megaterium
78) MH261029.1 Bacillus megaterium
79) MH704919.1 Bacillus sp
80) MF418041.1 Bacillus sp
81) MH261162.1 Bacillus aryabhattai
A(100) STRAIN B1F
101) KR063189 Bacillus megaterium
102) KT986110 Bacillus megaterium
103) KR077857 Bacillus sp.
104) KT183573 Bacillus sp.
A1) A127F
22) MH553093.1 Bacillus thuringiensis
21) JF836882.1 Bacillus cereus
20) KY849466.1 Bacillus toyonensis
19) KF740308.1 Bacillus sp
18) MH647668.1 Bacillus sp
A(17) A4 27F
5) KU983638.1 Bacillus cereus
211 4) KU720553.1 Bacillus cereus
3) MH680718.1 Bacillus sp
L (2) MG755767.1 Bacillus sp
254 A\(58) S5 27F

o551 T {(59) MG309372.1 Bacillus sp
60) KY621914.1 Bacillus sp
61) MF149993.1 Bacillus thuringiensis
62) MG256760.1 Bacillus toyonensis
63) MH815087.1 Bacillus cereus
A.(88) D5 27F
89) MH915610.1 Bacillus cereus
90) MH187637.1 Bacillus cereus
91) MH814579.1 Bacillus sp
92) MH559342.1 Bacillus sp

243L(93) MH899016.1 Bacillus anthracis

—— (134) KT339332 Staphylococcus xylosus
{132) NR 037053 Staphylococcus succinus
135) KX011964 Staphylococcus sp.

189
188

= A\(130) STRAIN MF
20 185 131) KF254629 Staphylococcus succinus
I_ 1851 (133) JX122579 Staphylococcus xylosus

Figura 29. Se muestra una seccién del arbol filogenético de aislados bacterianos utilizando
el método Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El arbol fue realizado con el
programa MEGA 7.0.14, el cédigo de acceso al GenBank se especifica al inicio del nombre del
microorganismo (Fuente: Elaboracion 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-Ubeda et al., (2018)), del total de bacterias inicial, 12 se
lograron identificar a nivel de especie y 11 hasta nivel de género. Una seccién de
dicho arbol se muestra en la Figura 29 y su version 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 analisis del arbol 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 pais.

Tabla 11. Identificacion de bacterias mediante secuenciacion genética. En la
tabla se muestra el cédigo de la secuenciay el codigo del microorganismo, la
maxima puntuacion, identidad maxima con el vecino cercano y la identidad
final de la bacteria, de la base de datos de NCBI (Fuente: Elaboracién propia).

- - Vecino cercano . Max.
Codigo d_e : Codigo o_Ie (Namero de Max. Ident. Identidad final
secuencia microorganismo acceso) Punt. (%)
Bacillus Bacillus
Al TS11-31 thuringiensis 1487 99 huringiensi
(MH553093.1) thuringiensis
) Stenotrophomonas Stenotrophomo
A2 TS13-1111J sp.(MH718840.1) 1478 100 nas sp.
A3 TS13-2111U B(ﬁgggzg‘;rg”{;s 1648 99  Bacillus pumilus
Bacillus sp. .
A4 TS13-3C (MH647668.1) 1657 100 Bacillus sp.
Bacillus :
B LS5-11 megaterium 1105 99 Bacillus
(KR063189) megaterium
Lysinibacillus Lysinibacillus
D1 DCL1-2(A) macroides 1511 100 )r/nacroides
(MH458746.1)
Bacillus sp. .
D2 DCL2-11 (MH813429.1) 1604 100 Bacillus sp.
D3 DCL3-3 (“i‘ggi'é‘;;?p'l) 1836 100  Bacillus sp.
i Stenotrophomonas Stenotrophomo
D4 DCL3-4 sp. (LC133695.1) 1526 100 nas sp.
Bacillus Cereus -
D5 DCL12-111(Q) (MH915610.1) 1522 100  Bacillus cereus
Lysinibacillus Lysinibacillus
D6 DCL1-11 macroides 1554 100 )r/nacroides
(MF079282.1)
= DCL4-31 B?}g')'('zgjggf)“s 1022 99 Bacillus subtilis
G* LS6-11 B?ﬁﬂggfgg{')“s 1057 99 Bacillus subtilis
H* DCL2-411 B(a}fg';’ls;éez);‘;s 1114 100  Bacillus flexus
Agrobacterium Agrobacterium
L* DCL12-21 tumefaciens 2490 99 t%mefaciens
(KM894180)
Bacillus megaterium Bacillus
L1 LL9-21 (MH910311.1) 1781 100 megaterium
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Continuacion Tabla 11. Identificacion de bacterias

Staphylococcus

M* LL8-111 succinus 2601 100 Stagﬂgggagcus
(KF254629)
Stenotrophomonas Stenotrophomo
S1 LS5-21 sp. (JQ359101.1) 1652 100 nas sp.
Bacillus sp. .
S2 LS5-1K (MG309429.1) 1836 100 Bacillus sp.
Stenotrophomonas Stenotrophomo
S3 LS6-211P sp. (KP258175.1) 1886 100 nas sp.
Paenibacillus sp. Paenibacillus
S4 LS7-2111 (MH628020.1) 1640 99 sp.
S5 TS10-111 Bacillus sp. 1585 100  Bacillus sp.

(MG309372.1)

Nota: * microorganismos identificados en una primera fase por Méndez-Ubeda 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) logr6 aislar e identificar Unicamente tres especies microbianas
(Bacillus subtilis en medio sélido, Bacillus firmus y Bacillus sphaericus en medio
liquido) partiendo de dos presentaciones diferentes de biofertilizantes. De igual
forma Zeballos (2017), aisl6 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 logré
aislar e identificar un namero mucho mayor de bacterias (23), llegandose 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 fabricacion de
estos biofertilizantes artesanales, ademas de la falta de control y manejo adecuado.

Segun el andlisis anterior se logro identificar la microbiota cultivable contenida en
cada una de las 4 muestras de bioinsumos artesanales recolectadas en las zonas
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de occidente y norte del pais. La muestra de la region norte en presentacion solida
con cadigo de procedencia TS contenia: 5 bacterias (B. thuringiensis, B. pumilus,
2 Bacillus sp. y 1 Stenotrophomonas sp.); la muestra de la regién norte en
presentacion solida con cddigo de procedencia LS contenia: 6 bacterias (B.
megaterium, B. subtilis, 2 Stenotrophomonas sp., 1 Paenibacillus sp. y 1 Bacillus
Sp.); la muestra de la region norte en presentacion liquida con coédigo de
procedencia LL contenia: 3 bacterias (B. megaterium, Staphylococcus succinus y
1 Bacillus sp.). Finalmente, la muestra de la region occidente en presentacion liquida
con codigo de procedencia DCL contenia: 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 Unico que estaba libre de patdogenos bacterianos
eralamuestralLS, enlos otros 3 (LL, DCLy TS) se reporta la presencia de al menos
una cepa patégena 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 dultimos presentaron antagonismo con las 7 bacterias
confrontadas, lo que podria inhibir la accidn de las otras bacterias benéficas con las
gue convive. Todos estos inconvenientes, se pretenden superar, con la selecciéon
de bacterias aisladas de estos bioinsumos, elegidas por la funciéon que realicen en
los cultivos, por su no patogenicidad para el ser humano, por no mostrar
antagonismo e inhibicion entre las mismas y por garantizar un nimero de unidades
formadoras de colonia estable para el cultivo final en el bioproceso desarrollado
para ello.

7.1.4. Identificaciébn molecular de hongos filamentosos aislados de
bioinsumos artesanales

En esta investigacion se identificaron molecularmente, a través de la amplificacion
de los productos de PCR de las regiones ITS del ADNr de los hongos generd un
fragmento de aproximadamente 600 a 800 pb con los cebadores ITS1 e ITS4, para
5 hongos filamentosos que contenian las muestras de bioinsumos artesanales
pertenecientes a las muestras con cédigos TS, LS y LL. De los resultados del
analisis de las secuencias se obtuvo el siguiente arbol filogenético (Figura 30).

El arbol filogenético para hongos presenté una agrupacion similar a la taxonomia
establecida en el Genbank y permitio verificar la variabilidad en las regiones ITS del
ADNI, lo cual justifica la separacion de los generos como linajes diferentes.
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2 {16) KR909166.1 Neosartorya hiratsukae
8 {(1 7) KX953650.1 Neosartorya sp.
o ——(14) KY806121.1 Aspergillus hiratsukae
{10) MG748676.1 Aspergillus hiratsukae
{8) KX953624.1 Neosartorya sp.
MW7) B21TS1
" (9) KF159988.1 Neosartorya sp.

{11) KY379618.1 Aspergillus sp.
{(1 5) KY379661.1 Aspergillus sp.
4 % M(12)B31TS1
_|:(13) KF815577.1 Neosartorya glabra

M(24) B6ITS1

{25) MHB864266.1 Aspergillus flavus
e~ {26) MG575470.1 Aspergillus flavus
—(27) MH746006.1 Aspergillus oryzae

3 (28) MF662394.1 Aspergillus sp.
{(29) MG946223.1 Aspergillus nomius
{(5) KY511749.1 Monascus sp.

4 {6) KY635852.1 Monascus pilosus

2 L (4) MG049668.1 Monascus ruber

8 (3) AY750723.1 Monascus purpureus

o (2) KY828906.1 Monascus purpureus

B1)B11TS1

4 {23) MH859718.1 Paecilomyces formosus

= {22) MH860283.1 Byssochlamys fulva

L (18) B5 ITS1

i . —(19) MH860285.1 Byssochlamys nivea

% _:(20) MH860284.1 Byssochlamys nivea
= {21) KP401883.1 Byssochlamys sp.

%

Figura 30. Arbol filogenético de hongos aislados de bioinsumos utilizando el método
Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El arbol fue realizado con el programa
MEGA 7.0.14, el cédigo de acceso al Gen Bank se especifica al inicio del nombre del
microorganismo (Fuente: Elaboracion Propia).

En la Figura 30, cada especie bacteriana (cepa) confirma su identidad en su
mayoria en 100% con las secuencias contenidas en el Genbank. De los 5 hongos
identificados molecularmente, el dendrograma resultante presenté 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-2lll (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-2Il (B3)
como Neosartorya sp. Estos resultados se resumen en la Tabla 12. Finalmente, uno
de los hongos con codigo LSVI-121 no se logré identificar debido a resultados no
satisfactorios durante el proceso de secuenciacion. De igual forma, el hongo
levaduriforme no pudo ser identificado.

Tabla 12. Identificacién final de hongos aislados de bioinsumos. La tabla
resume el codigo de la secuencia y el coédigo de laboratorio del
microorganismo, la maxima puntuacién, identidad maxima con el vecino mas
cercano y la identidad final del hongo, de la base de datos de NCBI (Fuente:
Elaboracién propia).

, Max.
Ly L Vecino cercano .
Codigode  Cddigo del (Numerode M@ |dent. Identidad final
secuencia microorganismo Punt.
acceso)
(%)
Monascus Monascus
B1 TSI-2111 purpureus 961 99 purpureus

(KY828906.1)

Neosartorya sp.

B2 TSII-211 (KX953624.1) 979 100 Neosartorya sp.
Neosartorya Neosartorva
B3 TSII-2111 glabra 946 100 y
glabra

(KF815577.1)

Byssochlamys

BS LLVII nivea 976 100 Byssochlamys

(MH860285.1) nivea
Aspergillus _
B6 TSHI-1212 flavus 953 100 Aspergillus
flavus

(MH864266.1)

De los resultados aqui obtenidos, podemos decir que de los 4 bioinsumos solamente
2 muestras recolectadas en la zona norte del pais contenian hongos que pudieron
ser identificados. La muestra en presentacion solida con cédigo de procedencia TS
contenia: Monascus purpureus, Neosartorya sp., Neosartorya glabra, Aspergillus
flavus. La muestra en presentacion liquida con cédigo de procedencia LL contenia
Unicamente a Byssochlamys nivea.

Zeballos (2017) aisl6 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 identific6 molecularmente, mientras que Alvarez
(2012) identifico por medio del andlisis de secuencias ITS1-5.8S-ITS2 del gen ADNr
8 hongos filamentosos aislados de la rizosfera 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
fabricacion de los biofertilizantes artesanales y el lugar de aislamiento, ya que estos
microorganismos son propios de las regiones de donde se aislaron.

Un gran numero de biofertilizantes comerciales estan disponibles en todo el mundo;
sin embargo, la calidad y la eficacia de muchos de ellos no estan 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 paises donde la produccion
agricola juega un papel clave en la economia y la seguridad alimentaria (Lesueur et
al., 2016).

7.2. PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y SELECCION 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 realiz6 la busqueda bibliografica de las aplicaciones
biotecnolégicas de cada uno de ellos (Tabla 13 y Tabla 14) con el propésito de
conocer las funciones que desempefian 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 absorcidén de minerales, ayudan a la produccién de hormonas necesarias para el
desarrollo de los vegetales, ademas protegen a las plantas y cultivos contra agentes
patogenos (Benjumeda, 2017). Una vez caracterizados los microorganismos con la
propiedad de interés se procedio 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: Elaboracion Propia).

Especie Propiedades y funciones de las bacterias Referencia
Durante el proceso de esporulacién produce una inclusién
parasporal formada por uno o mas cuerpos cristalinos de _ Saukay
Bacillus naturaleza proteica que son toxicos para distintos Benintende,
thuringiensis invertebrados, especialmente larvas de insectos. Estas 2008
proteinas se llaman Cry y constituyen la base del
insecticida biol6gico més difundido a nivel mundial.
Bacillus pumilus ha sido ampliamente identificado como un
patégeno de plantas y humanos. Es un patégeno que causa Yuan &
la enfermedad de la pudricion del rizoma del jengibre al Gao,
invadir los tejidos parenquimatosos del rizoma, crecer en el 2015
espacio extracelular y producir enzimas degradadoras de la
pared de las células vegetales para destruir las células del
jengibre.
Las estructuras de la comunidad bacteriana del suelo
Bacillus pumilus Pueden ser modificadas por algunas cepas de PGPR,
incluida la Bacillus pumilus, suponemos que la regulacion  kang et al.,
de la estructura de la comunidad bacteriana del suelo es 2013
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
Produce metilbenceno como metabolito secundario que
podria suprimir el crecimiento de patégenos (Cytospora Ren etal,
chrysosperma, Phomopsis macrospora y Fusicoccum 2013
aesculi) de manera efectiva.
Presenta dos propiedades importantes asociadas con el
crecimiento de las plantas, la solubilizacion de fosfato  Trivedi &
tricalcico y la produccion de acido indolacético (IAA). Otra  pandey,
caracteristica es la produccion de compuestos difusibles y 2008
volatiles que inhiben el crecimiento de dos fitopatégenos,
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum.
También se ha reportado que es capaz de fijar nitrégeno, Ding et al.,
_ Posee actividad de la enzima nitrogenasa y que el gen nifH 2005
Bacillus amplifica por la reaccién en cadena de la polimerasa.
megaterium
Se caracteriza por su capacidad promotora de crecimiento
: - Zou et al.,
vegetal (PGPR) a partir de la produccion de compuestos 2010. Akg(l
volétiles, la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria y y Mirik
el incremento en el nimero y longitud de pelos radiculares :
. : -~ 2008
y raices secundarias. Solubilizadora de fosfatos vy
biocontroladora de patégenos en Capsicum annuum
Es un productor biotecnolégico de vitamina B12. También  Tortolo &
Bell, 2015

produce Polihidroxibutirato (PHB) y  anticuerpos
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Continuacién Tabla 13. Propiedades y funciones de bacterias aisladas

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacillus flexus

Lysinibacillus
macroides

Agrobacterium
tumefaciens

recombinantes. B. megaterium fue aislada de las hojas de
Avi cennia marina para | a -p
amilasa.

Bacillus cereus es una bacteria genéticamente diversa que
se encuentra comunmente en el ambiente. Contamina los Sanchez et
alimentos afectando la salud humana, al ingerir el al, 2016
microorganismo y/o sus toxinas, la emética o las
enterotoxinas

También se reporta un comportamiento antagonista contra
patdbgenos de plantas como Pseudomona syringae y
Agrobacterium tumefaciens.

Promotor de crecimiento en cultivos de maiz (zea mays) y Pulido,

Banerjee et
al. 2017

tomate (solanum lycopersicum). 2016
N e Orbera et
Fijador nitrogeno y fosforo. al., 2005
Actividad antagbnica contra Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, produccion de enzimas hidroliticas y Tei
. - -, . ejera et
lipopéptidos. También presenta antagonismo contra al. 2011
Fusarium stilboides, F. xylarioides, produccién de lipasas, "
pr ot e a4, ,aglucandsa.
Es caracterizado como un microorganismo enddfito
halotolerante. Esta cepa puede mejorar el crecimiento de
, i - . . Wang et al.,
las plantulas huésped en condiciones de estrés salino, 2017
debido a que posee genes relacionados con la promocion
del crecimiento de las plantas (PGP).
Se considera como un potencial productor de lipasa
_ - Tambekar
termoestable y alcalina que puede ser utlizada en ot al. 2017

industrias de alimentos, farmacéuticas y de detergentes.

Otra aplicacion reportada es la biorremediacion de aguas Wang y
residuales alcalinas, al presentar una alta tasa de Zhao, 2013
eliminacion de DQO.

Se reporta como un candidato para la biodegradacion _
sinérgica y la biorremediacion de ambientes contaminados ~ Oladipo et
especialmente los sitios ricos en metales pesados, debido ~ al., 2018
a que presentd una notable tendencia de tolerancia de

multiples metales.

A. tumefaciens induce la formacion de tumores en plantas,
lo cual ha sido fundamental para su uso como herramienta

. L o P Tzfira &
en la ingenieria genética de plantas. Asi mismo, esta Citovsk
interaccion ha dado pie a formular modelos de sefalizacion 2000y,

celular, transporte célula a célula, importe nuclear de
proteinas y ADN y mecanismos de integracion genoémica.

La insercién de nuevos genes y sus elementos reguladores _
en el ADN-T ha permitido la transformacién genética de Gelvin,
plantas susceptibles con genes de importancia 2003
agronémica. Esto a su vez ha servido para el estudio de la
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Continuacion Tabla 13. Propiedades y funciones de bacterias aisladas

Staphyloco-
CCUS succinus

Bacillus sp.

Stenotropho-
monas sp.

Paenibacillus sp

funcidon y expresion de genes, y para el desarrollo de
plantas con nuevas caracteristicas.

Se reporta como una bacteria hal6fila, este tipo de
microorganismo se caracteriza por prosperar en
condiciones de alta concentracion de sal y estrés osmotico.
Debido a estas razones, los microorganismos hal6filos con
capacidad para fijar nitrdgeno o movilizar fosfato
representan un potencial como biofertilizante para
aumentar el crecimiento y el rendimiento de los cultivos en
suelos salinos.

Se caracteriza por ser controlador biolégico de
microorganismos fitopatdgenos, por la participacion en la
nutricion mineral y la fijacion biolégica de nitrégeno.
También produce sustancias con actividad funguicida y
bactericida, entre las que figuran la subtilisina y la iturina.
Otra propiedad es la mineralizacion de componentes
nutricionales entre los que predominan el nitrogeno,
fésforo, hierro y potasio, procedentes de fuentes organicas
e inorganicas, transformandolos a formas asimilables por
las plantas.

Se ha reportado que puede degradar eficientemente ocho
pesticidas organofosforados (OP) y es un candidato muy
excelente para aplicaciones en la remediacion de la
contaminacion de OP.

Produce un biosurfactante, el cual es de interés debido a la
capacidad para emulsionar petréleo crudo y este puede ser
atil en la biorremediacién para reducir el derrame de
petréleo en las fases acuosa y de suelo. Ademas, este
biosurfactante exhibié propiedades antimicrobianas y
antioxidantes, por lo que podria ser de interés en la
industria de alimentos, cosméticos y detergentes.

Muchas especies de Paenibacillus pueden promover el
crecimiento de cultivos directamente a través de la fijacion
biolégica de nitrbgeno, la solubilizacién de fosfato, la
produccion de la fitohormona acido indol-3-acético (IAA) y
la liberacion de sideroforos que permiten la adquisicion de
hierro. También pueden ofrecer proteccion contra los
herbivoros y fitopatbgenos de los insectos, incluyendo
bacterias, hongos, nematodos y virus. Esto se logra
mediante la produccién de una variedad de antimicrobianos
e insecticidas, y activando una respuesta defensiva
hipersensible de la planta, conocida como resistencia
sistémica inducida (ISR).

Delgado et
al.,2013

Orbera et
al., 2005

Deng et al.,
2016

Gargouri et
al., 2016

Grady et al.,
2016
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Con el fin de entender la funcion desempefiada por los diferentes microorganismos
que fueron aislados e identificados de los bioinsumos en estudio, se plasmoé la
informacion 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 estan presentes en el producto final; se estarian aplicando
microorganismos a los cultivos que pueden ser beneficiosos para algunos procesos
de promocion del crecimiento vegetal (Bacillus Pumilus, Bacillus thuringiensis y
Bacillus Subtilis), a la inhibicidon y resistencia de patdégenos (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 produccién, debido a que el proceso de seleccion del
material de partida es siempre aleatorio (suelo de bosques con materia organica en
proceso de degradacion). Adicionando ademas estiércol, melaza y suero lactico,
con sus propias cargas microbianas (Ito, 2006).

Algunos de los bioinsumos estudiados presentan bacterias patdgenas 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 codigo de procedencia DCL, y Staphylococcus
succinus procedente del bioinsumo con codigo de procedencia LL; asi como
algunas que poseen importantes aplicaciones industriales y ambientales como
Bacillus flexus y Lysinibacillus macroides identificadas a partir de la muestra con
cddigo de procedencia DCL, y Stenotrophomonas sp., presente en los bioinsumos
con cédigo de procedencia DCL y LS.

A partir del analisis anterior se puede determinar que en relacién al contenido
bacteriano de los bioinsumos artesanales, el de mayor utilidad de acuerdo a sus
aplicaciones biotecnoldgicas es el proveniente de la regidén norte en presentacion
sélida con cédigo 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 ademas de contener a Stenotrophomonas
sp.; mientras los bioinsumos de menor conveniencia son los provenientes de la
regién de occidente en presentacion liquida con codigo DCL , el cual presentaba un
mayor numero 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, contenia una especie
patogena para el ser humanos y otras en su mayoria orientadas a ser utilizadas en
biorremediacion. El otro bioinsumo que segun su contenido resulta ser de poca
utilidad es el proveniente de la region norte en presentacion liquida con codigo LL

78



conformado por Bacillus megaterium, Staphylococcus succinus y Bacillus sp.,
debido a que contiene poca diversidad microbiana y de los cuales solamente
Bacillus megaterium estd orientado a la promocién 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 patdgena, pero que también esta
orientada mas a biorremediacién, adicionalmente, contiene hongos patégenos,
como lo veremos posteriormente.

Con el propésito de seleccionar los hongos filamentosos que presentaran
propiedades benéficas para la promocion del crecimiento vegetal se realizdé una
busqueda de sus aplicaciones biotecnoldgicas las cuales se muestran en la Tabla
14.

Tabla 14. Propiedades y funciones de hongos aislados de bioinsumos
artesanales (Fuente: Elaboracién Propia).

Especie Propiedades y funciones de hongos Refe;enm
Produce pigmentos de color rojo y amarillo usados en la Patakova,
industria alimentaria. 2013
Monascus Rasheva
purpureus Produce lovastatina y mevastatina usados en la produccion ot al
industrial de estatinas para reducir el colesterol. 1995
Neosartoryasp. Se utiliza para biodegradacion de petroleo. T;ev;%cif t
Produce glabramicinas B y C, estas son dos productos
naturales de macrolactona aislados por primera vez de N.
glabra, en wun esfuerzo por descubrir antibiéticos Jayasuriya
clinicamente utiles. Ambas glabramicinas exhiben actividad etal.,
antibacteriana contra S. pneumoniae; ademas, la 2009
Neosarora JSUATIONS © posee aciidades  anibacteianas
glabra ' ye. '
También se ha reportado que N. glabra al utilizar residuos
de cascara de fruta como fuente de carbono produce ., .
: . . Pinheiro et
poligalacturonasas (PG), enzimas con potencial
. L e S ) al., 2017
biotecnoldgico para su uso en la clarificacién de jugos de
frutas y para la mejorar de la eficiencia de la filtracion.
Se ha reportado que B. Nivea en presencia de S. brumptii
y un compost de residuos urbanos sélidos, mostraron una
buena capacidad para tolerar y degradar pentaclorofenol
Byssochlamys : L Bosso et
Nivea (PCP), de modo que pudieran usarse con éxito en el efecto al., 2015

sinérgico para tratar los suelos contaminados con PCP, el
cual es un compuesto téxico utilizado como agente de
tratamiento de la madera y biocida general.
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Continuacién Tabla 14. Propiedades y funciones de hongos aislados

Es un hongo saprofito del suelo extremadamente comun

que infecta y contamina las cosechas de semillas antes y

después de la cosecha con el metabolito secundario Amaikey
carcindgeno aflatoxina, especialmente los cultivos que Keller,
contienen aceite, como el maiz, el mani y la semilla de 2011
algodon. También es un patégeno animal y humano
oportunista que causa enfermedades por aspergilosis

Aspergillus
flavus

El analisis de los resultados en la Tabla 14, mediante la identificacion 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 biodegradacion
(Neosartorya sp. y Byssochlamys nivea (Taewoo et al., 2011)), en la agricultura
(Neosartorya glabra (Pinheiro et al., 2017)), algunos podrian resultar indeseables
cuando se desea preservar productos de fruta procesada (Byssochlamys nivea
(Booso et al.,2015)) y hasta algunos pudieran resultar patbgenos para los seres
humanos y los animales como Aspergillus flavus (Amaike and Keller, 2011). Lo
anterior aunado al andlisis hecho para las bacterias, nos presenta que el 75% de
los bioinsumos en estudio estan afectando los cultivos mediante la introduccion de
hongos y/o bacterias que no son adecuados para todo tipo de cultivos y suelos,
ademas de que estarian afectando la salud humana.

De lo antes dicho se deduce, que el menos recomendado para su utilizacion en la
agricultura es el bioinsumo proveniente de la region norte en presentacion solida
con cédigo TS debido a que contiene la mayor cantidad de hongos filamentosos
aislados los cuales no poseen propiedades de interés para la promocion del
crecimiento vegetal y ademas de poseer un hongo patdgeno que afecta la salud
humana por la produccién de esporas y aflatoxinas que generan diferentes
enfermedades.

7.2.2. Seleccion de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
para ser sometidas a pruebas de antagonismo

De la busqueda bibliografica realizada se seleccionaron 5 cepas bacterianas
aisladas de bioinsumos artesanales que presentaron las mejores caracteristicas en
la promocién 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 seleccion6 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 estan mas orientados a evaluar sus
propiedades biodegradadoras, es importante entender mejor su funciéon en los
bioinsumos.

También se buscaron aplicaciones biotecnologicas de las cepas pertenecientes al
banco de microorganismos del PIENSA y se seleccionaron 4 bacterias, de las
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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 Paramo 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. Morfologia en placa y Tincion de Gram de bacterias seleccionadas del
banco de microorganismos del PIENSA. Al: Acinetobacter calcoaceticus (MVIA-01);
All: Bacillus marisflavi (MIVB-01); Bl: Exiguobacterium aurantiacum (MVIB-02); BII:
Pseudomona mendocina (PTLL4g) (Fuente: Elaboracion Propia)

Tabla 15. Aplicaciones biotecnoldgicas de las 4 cepas seleccionadas
pertenecientes al banco de microorganismos del PIENSA (Fuente:
Elaboracién Propia).

Referenci

Especie Aplicaciones biotecnoldgicas de interés a

Mostré multiples rasgos que promueven el crecimiento de
las plantas, tales como la solubilizacion de fosfato, la  Zhao et
produccion de acido indol-3-acético (IAA) y produccion de  al., 2013
sideroforos.

Acinetobacter ) . :

calcoaceticus 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 observé que es  Kang et
capaz de solubilizar fosfato tricalcico reduciendo el pH del ~ al-, 2009
medio durante el proceso, demostrando que la produccion
de acidos (probablemente el acido glucénico y el acido 2-
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Continuacién Tabla 15. Aplicaciones biotecnoldgicas de las 4 cepas seleccionadas

cetoglucodnico) sean los responsables de la solubilizacion del
fosfato.

Presenta la capacidad de fijar nitrogeno y ademas también

se demostrd por el método de amplificacion por PCR que

posee fragmentos del gen nifH, este gen codifica la proteina Ding et al.,
de hierro y los genes nifDK que codifican la proteina de 2005
hierro molibdeno, estas dos proteinas conforman a la

enzima nitrogenasa la cual cataliza la fijacion de nitrégeno.

Bacillus marisflavi

También se reporta la produccion carotenoides. La funcién
de los carotenoides es la fotoproteccién, y las esporas que

: i : L Khaneja et

contienen carotenoides mostraron niveles significativamente
. . . o . al., 2010

mas altos de resistencia a la radiacion UV que las especies
de Bacillus que no contienen carotenoides.
Produce Acido Indol Acético (AIA) que contribuy6 al .

L : . . . : Gomez et
crecimiento de la cianobacteria de interés Arthrospira al. 2012

platensis

Exiguobacterium . . e .
Produce un pigmento naranja, cuyo analisis revel6 la

aurantiacum . . . .
presencia de carotenoides. Estos carotenoides demostraron  Shatila et
actividad antifungica contra Fusarium sp., Penicilium sp., y  al., 2013
Alternaria sp.
Aumenté significativamente la biomasa de los brotes y las
raices de lechuga y los contenidos de nutrientes foliares (P,
Fe), incrementd los carbohidratos solubles en agua del suelo
Pseudomona . . Kohler et
: y el porcentaje de agregados estables. También tuvo un
mendocina al., 2006

efecto significativo sobre las actividades de deshidrogenasa
y fosfatasa; todo esto fue evaluado bajo condiciones de
campo

7.2.3. Pruebas de antagonismo por la técnica de difusion en pozos

En este acépite se presenta el antagonismo microbiano como una relacion deletérea
0 negativa; es la inhibicién, deterioro o muerte de un microorganismo por accion de
otro. Como resultado de la caracterizacién bibliografica se seleccioné 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 inhibicién entre ellas y asi
realizar una seleccién final de las cepas bacterianas que conformaron el consorcio
microbiano.

Moreno (2017) efectué una evaluacion del antagonismo y sinergismo en aislados
microbianos obtenidos de Plukenetia Voldbilis L., para la conformacién de un
consorcio microbiano en condiciones invitro. La evaluacion de la inhibicion se realizé
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entre 9 bacterias mediante | a prueba
80.8% promedio de los enfrentamientos no present6 inhibicibn 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 Gaitan y
Pérez (2007) realizaron un aislamiento y evaluacién de 8 cepas bacterianas con
actividad celulolitica, con el fin de potencializar la actividad celulolitica 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 comprob6 con una tincion de Gram al observar dos tipos de
morfologia bacteriana (Figura 32). También se observé comportamientos tales
como la presencia de halos de inhibicion, esto indicaba que existia un efecto
antagonico (+), o la ausencia de crecimiento de las cepas sembradas en pozos, lo
cual podria estar indicando una inhibicién (+) o una coexistencia (-) en dependencia
de la similitud de morfologia 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: Elaboracién
Propia).

Cepas sembradas de forma Cepas sembradas en pozos

masiva 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 i 8 en pozo; b) 6
masiva 1 5 en pozo; ¢) 7 masivai 2,5y 8 en pozo. Esto se debe a que no existe
reciprocidad de respuesta, lo cual, podria estar indicando que cuando una de las
bacterias estaba sembrada de forma masiva, ésta se encontraba en mayor
proporcién que la otra bacteria sembrada en pozos y que en realidad, el tipo de
competencia que se esté produciendo sea debido a espacio. Esta situacion, no
afecta el desarrollo del consorcio microbiano, porque en la formulacion se tienen
iguales oportunidades de crecimiento, ya que, estaran siendo inoculadas en la
misma proporcién, por tanto, esto no debera afectar su efectividad. No obstante,
todos estos, son elementos que deberan seguirse investigando a futuro para el
mejoramiento del producto. Este comportamiento se explica en la Figura 32.

En la Figura 32, se observa la tincion 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 Al: Cepa masiva 9y cepa 2 en
pozos y la Figura 32 Bl Cepa masiva 5 y Cepa 7 en pozos, tincion Gram de la
periferia del pozo mostrando presencia de ambas cepas (Figura 32 All y Bll) y la
tincion Gram de las cepas individuales (Figura 32 Alll-IV y BIII-1V). (b) la presencia
de halos de inhibicion en la Figura 32 DI cepa masiva 7 - cepa 1 en pozos y Figura
32 Fl cepa 1 masiva y cepa 6 en pozos, muestra la tincion Gran realizada al halo
(Figura 32 DIl y FIl) y donde se demuestra la presencia de una sola bacteria como
lo muestra la tincion Gram de las cepas individuales (Figura 32 DIII-IV y FllI-IV)
evidencia presencia de antagonismo. (c) y la duda de antagonismo, (representada
por +/-), en dependencia de la similitud de morfologia que exista entre las especies
en contacto, Figura 32 Cl cepa masiva 7 y cepa 6 en pozos, donde se realiz6 tincién
Gram en la periferia del pozo (Figura 32 CIl) y se evidencia la coexistencia entre
ellas (Gram de cepas individual Figura 32 CIlI-1V). La Figura 32 FI: Cepa 1 masiva
y Cepa 6 en pozos, muestra la ausencia de crecimiento de las cepas sembradas en
pozos, se realizo6 tincion Gram en la periferia del pozo (Figura 32 Fll) esto indicaba
gue existia un efecto antagénico (Gram de cepas individual Figura 32 FllI-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 | se muestra la foto de los pozos, en la columna
Il tincion de Gram realizada a los pozos, columna lll tincién de Gram de la Cepa sembrada en
forma masivay en la columna IV tincién de Gram de la cepa sembrada en pozos. Al-IV: Cepa
masiva 9y Cepa 2 en pozos (no hay antagonismo); BI-BIV: Cepa masiva 5y Cepa 7 en pozos
(no hay antagonismo); CI-CIV: Cepa masiva 7y Cepa 6 en pozos (no hay antagonismo) DI-IV:
Cepamasiva7y Cepalen pozos (Hay antagonismo)y FI-IV: Cepa 1 masivay 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 antagénico de las cepas sembradas en forma masivay
en pozo. Al: Cepa 1 en pozo crecimiento de halo de inhibicién y cepa 2 en pozos sin
crecimiento, ambas sobre cepa 7 sembrada masiva; All: Cepas 6y 7 en pozos sin crecimiento
sobre cepa 1 masiva); Alll: Cepa 7y 9 en pozos creciendo sobre cepas 8 masiva; Bl: Cepa 3y
4 en pozos crecimiento de halo de inhibicidn sobre cepa 8 masiva; Bll: Cepa 7 y 8 en pozos
sin crecimiento sobre cepa 3 masiva; Blll: Cepa5y 3 en pozos creciendo sobre cepa 9 masiva.
Fuente: Elaboracion propia

Otro de los resultados de las pruebas de antagonismo, fue que las bacterias
confrontadas que presentaron mayor actividad antagonica 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 biolégico y produce mas de dos docenas de
antibidticos, donde la clase predominante son los de naturaleza peptidica. También
Bacillus pumilus ha sido reconocida como productora de componentes
antimicrobianos que tienen una fuerte accion en contra de bacterias Gram positivas

(Leifert, 1995).

Por el contrario, Pseudomonas mendocina (bacteria 9) fue la que no presento
antagonismo con ninguna de las bacterias confrontadas (Figura 33 Blll), ademas
de poseer propiedades promotoras del crecimiento vegetal, ya que aumenta la
biomasa (brotes i raices) en lechuga, asi como los niveles de P y Fe (Kohler et al.,
2006); razon 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 acido indolacético y fijar
nitrégeno (Trivedy y Pandey, 2008; Ding et al., 2005), Bacillus marisflavi (bacteria
7) tiene la propiedad de fijar nitrégeno (Ding et al., 2005), Exiguobacterium
aurantiacum (bacteria 8) produce acido indol acético (Gomez et al., 2012).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion, con la formacién 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, destacandose el
consorcio formado por: Pantoea sp + Pseudomona sp a una concentracion de 108
UFC/mL. Similar a lo reportado por Bobadilla & Rincén (2008), quienes formaron un
consorcio fosfato solubilizador SMRS1 con 5 cepas, que pueden tratarse de B.
subtilis y B. megaterium (no hicieron identificacion molecular). En ambos casos en
la prueba de antagonismo indicaron que no existe inhibicién (no existe ningun 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 ningun tipo de inhibicion, se
puede elaborar inoculo mixto a partir de las cepas aisladas.

7.3 FORMULACION 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 procedid a evaluar la cinética de
crecimiento y su estabilidad lo cual indica su viabilidad a lo largo del tiempo.

7.3.1. Construccion 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 dara la pauta para conocer el tiempo 6ptimo para obtener mejores rendimientos
del producto de interés. Los resultados a continuacion describen el comportamiento
de la cinética microbiana que presentan Baci mé ggat eBa amid wis s
Exi guobaaureantuitmaeudthpomema oci na

Villamil y Esguerra (2017) construyeron las curvas cinéticas de 3 cepas
seleccionadas (Exiguobacterium sp. 19, Enterococcus faecalis 115 y Myroides
odoratimimus 119) de un total de 120 aislados, a través del método turbidimétrico.
Se observé diferencia en la curva de crecimiento de los aislados estudiados; a las
24 horas el aislado 19 present6 el crecimiento mas rapido en comparacion con los
aislados 115, 119. A partir de las 36 horas el crecimiento de 19 se estabilizo, seguido
de I15, por su parte el de 119 se mantuvo muy bajo durante todo el tiempo de estudio.
Todos los aislados iniciaron con una absorbancia de 0.05 y finalizaron para 19: 0,84;
para 115:1,81 y para 119: 0,11; a las 72 horas de crecimiento.

Paramo (2012), realizé un ensayo de cinética de crecimiento microbiano a dos
cepas de Bacillus subtilis (IS16 y 111S10). Como resultados obtuvé que la fase de
adaptacion fue cercana a las 6 horas, a partir de la cual entran en fase exponencial
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permaneciendo asi hasta 20 horas, entrando posteriormente en la fase estacionaria
en la cual se detuvo el experimento. Las concentraciones obtenidas al final del
experimento para la cepa 1S16 fueron de 8.13E+08 UFC/mL y la cepa IlIS10 de
9.56E+08 UFC/mL y una absorbancia final de 2.44 y 2.87 respectivamente.

Méndez-Ubeda et al. (2018), mostro el siguiente comportamiento cinético: la etapa
de latencia (fase lag) de la bacteria Bacillus subtilis, se encontr6 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
finaliz6 a los 285 minutos (de 1.25 hasta 4.75 h), observandose 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 encontré 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 inicié en
17 2 hyfinalizé 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), observandose 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.
CURVA DE CRECIMIENTO

(5. B. MEGATERIUM, 7. B. MARISFLAVI, 8.EXIGOUBACTERIUM
AURANTIACUM, 9.P. MENDOCINA)

1.8
1.6

1.4
1.2

ABSORBANCIA
=

0.8
0.6
0.4 /
0.2
n
0 1 2 3 4 5 6 7

TIEMPO EN HORAS

efueBaC 5 esfllssBac 7 Bac 8 essmmsBac 9

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: Elaboracion 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 adaptacion durd aproximadamente 2 horas y
alcanzé su punto maximo de crecimiento a las 4.57 horas presentando una
absorbancia de 1.7 equivalente a 1.70E+9 UFC/mL. Contreras et al., (2011) reportd
qgue Bacillus megaterium alcanzé su punto maximo de crecimiento a las 24 horas
con un conteo celular de 1.41 E+10 UFC/mL, por otra parte, Vargas (2002) mostré
gue el crecimiento maximo de B. megaterium fue a las 28 horas con un valor de 42
E+10 UFC/mL y una fase de adaptacion 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
utilizacion 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), presenté una fase de latencia de 37
minutos y su punto de crecimiento maximo fue aproximadamente a las 5 horas
presentando una absorbancia de 1.932 equivalente a 1.93E+9 UFC/mL; a pesar que
no se encontro literatura sobre la cinética de esta bacteria los resultados obtenidos
se compararon con otras cepas del género Bacillus. Alvarez y Sanchez (2016),
determinaron que existen especies como Bacillus cereus y Bacillus Pumilus que
presentan una fase lag o de adaptacion corta similar al comportamiento observado
en Bacillus marisflavi que presenté 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 adaptacion de 36
minutos y su punto maximo de crecimiento se alcanz6 hasta las 6.38 horas
presentando una absorbancia de 1.19 equivalente a 1.19E+9 UFC/mL, en cambio
Orozco (2001) reportd que el crecimiento maximo fue a las 8 horas y no se observé
la fase estacionaria en un lapso de 20 horas, para ésta misma bacteria. Puede que
este comportamiento se deba a la variacién de condiciones como la temperatura,
ya que este es el factor mas determinante del crecimiento bacteriano, dado que
proporciona la energia necesaria para la transiciéon del umbral de activacion que es
requerido en las diferentes reacciones posteriores a la fase de adaptacion (Alvarez
y Sanchez, 2016).

Por ultimo, con la bacteria 9 (Pseudomona mendocina) presenté una fase de
adaptacion de aproximadamente 1 horay alcanzé su punto maximo de crecimiento
maximo a las 6.36 horas presentado una absorbancia de 1.635 equivalente a
1.64E+9 UFC/mL. Acosta (2018), establecié la cinética de crecimiento de 2 especies
de bacterias del género Pseudomona: Pseudomona proteens alcanzo el maximo
crecimiento a las 6 horas aproximadamente mostrando una fase estacionaria muy
inestable; mientras que Pseudomona veronii alcanzé su maximo 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 metabdlicas ideales, la fase de adaptacion 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 produccion. Los valores obtenidos en esta
investigacién, son similares a los reportados por Villamil y Esguerra (2017), Méndez-
Ubeda et al., (2018) y Paramo (2012); los cuales obtuvieron absorbancias del mismo
orden de las cepas evaluadas. La diferencia esta el tiempo de crecimiento obtenido
por Paramo (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 i Ubeda et al., (2018) de 4.75. La diferencia en tiempo pudo
deberse a: 1) tipo de microorganismo con los que se esta trabajando; 2) las
condiciones metabdlicas en la que se encontraba la bacteria'y 3) concentracion del
pre-inoculo, el cual fue superior 5 veces en esta investigaciéon que el pre-inoculo
utilizado por Villamil y Esguerra (2017) y Paramo (2012).

Con lo expuesto anteriormente, podemos decir que en esta investigacion se
presenta tiempos cortos de crecimiento de las bacterias, lo cual es favorable a la
hora de producir, haciendo mas eficiente los procesos y reduciendo costos de
elaboracion de productos a mayor escala.

V Curvade concentracion (UFC/mL)

Paramo (2012), para la construccion de la curva de concentracion consider6é que
segun el indice de Mcfarland la absorbancia en un rango de 0.09-0.1 corresponde
aproximadamente a 1x10® UFC (Unidades Formadoras de Colonias). En este
experimento, una vez registrados los valores de absorbancia, se us6 ésa relaciéon
para la construccion grafica de la curva de concentracion de biofertilizante UFC mL-
1 vs Tiempo (min) como se presenta en la Figura 35.
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CURVA DE CONCENTRACION
(5. B. MEGATERIUM, 7. B. MARISFLAVI, 8.EXIGOUBACTERIUM
AURANTIACUM, 9.P. MENDOCINA
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Figura 35. Curva de Concentracion UFC/ mL vs Tiempo (h) para Bac 5 - Bacillus megaterium,
Bac 7 - Bacillus marisflavi, Bac 8 - Exiguobacterium aurantiacum, Bac 9 - Pseudomona
mendocina (Fuente: Elaboracion propia).

V Concentracion 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,
destacandose el consorcio formado por Pantoea sp. + Pseudomona sp. a una
concentracion de 108 UFC/mL, dicha concentracién 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 aplicacion de los tratamientos cada cepa se sometio
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
macrotunel, fueron determinadas a través de los valores de absorbancia medidos al
final del tiempo de maximo crecimiento de cada bacteria (de 4 a 6 h), determinado
en la cinética. En la Tabla 17 se muestra la concentracion UFC mL* vs Absorbancia,
la cual fue determinada en el ensayo de cinética de crecimiento microbiano en
Laboratorio.
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Tabla 17. Concentracién de biofertilizante mostrando la Absorbancia - UFC/mL
para cada una de las bacterias que forman el consorcio (Fuente: Elaboracion

propia).

Bacteria b 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

11 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 aplicacion del biofertilizante, las
semillas a utilizar fueron roseadas al momento de la siembra con 5mL de una
solucién del biofertilizante que contenia una concentracion ajustada de 1.26x108
UFC mL! 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 (segun
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), evalu6 durante 105 dias a tres temperaturas 4°C, 20°C y 32°C la
viabilidad de la cepa AC1 (Azotobacter chroococcum), en donde se observo que la
concentracion bacteriana nunca estuvo por debajo del orden de 108 UFC/mL, en las
tres temperaturas de almacenamiento. También determin6é que en condiciones de
refrigeracion (4°C) la concentracion final obtenida estuvo alrededor de 1x10°
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 llevd a cabo la produccion 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 = 2.51x10% UFC/mL; Bac 7= 1.03x10® UFC/mL; Bac 8 = 3.95x10% UFC/mL; Bac 9
=5.05x108 UFC/mL. En la Figura 36 se muestran los resultados de la cuantificacion
de viabilidad de cada bacteria.

A Curva de concentracion de la estabilidad en el tiempo B Curva de concentracidn de la estabilidad en el tiempo
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Figura 36. Curva de UFC para la prueba de estabilidad en el tiempo de cada bacteria. A:
Concentracién - Tiempo para Bacillus megaterium; B: Concentracion - Tiempo para Bacillus
marisflavi; C: Concentracién - Tiempo para Exiguobacterium aurantiacum; D: Concentracién
- Tiempo para Pseudomona mendocina (Fuente: Elaboracion propia).

Gonzales (2017), determiné la viabilidad de la cepa D7 (Azospirillum sp.) en medios
liquidos y sdlidos durante 4 semanas a tres temperaturas 4°C, 25°C y 60°C, en el
cual, el medio liquido presentd una disminucién 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 mas estable las poblaciones en el tiempo fue la de 4°C.
De igual forma Rojas et al., (2009), estudio la estabilidad de la cepa C50 (Rhizobium
sp.) en medio de cultivo tradicional y alterno, determinando las UFC a los 15y 30
dias de almacenamiento en refrigeracion, 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 dias (2 meses), las bacterias: 5 (Bacillus
megaterium), 7 (Bacillus marisflavi), 8 (Exiguobacterium aurantiacum) y 9
(Pseudomona mendocina), fue posible observar que la concentracion en UFC/mL
de la bacteria 5 disminuy6 de un orden de 10° a 10°, lo que representa un 17%,
mientras que las bacterias 7 disminuy6 de 108 a 10 lo que representa un 33%, la
bacteria 8 de 10° a 10° lo que representa un 17%Yy la 9 se mantuvo practicamente
constantes (con una disminucion del 4%). Estos resultados son similares con los
descritos por Camelo (2010) y Rojas et al. (2009) quienes reportaron a temperaturas
de refrigeracion de 4°C que las UFC/mL tuvieron poca variabilidad a lo largo del
tiempo de evaluacion. Esto se pudo deber a que el medio de cultivo utilizado
presenta una alta variedad de nutrientes (Paramo, 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).

Asi mismo, se puede decir que la eficacia del producto, segun la normativa de varios
paises, se define con el nimero de células viables que contiene. Por ejemplo, en
Australia se requieren 10° rizobias por semilla (Bashan, 1998), mientras que en
Tailandia se requieren de 10° a 10° rizobias por semilla (Herridge, 2008). En
E.E.U.U. y Latinoamérica, entre otros paises, no existe legislacion 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
concentracion del orden de 104 a 108 UFC/ mL, que estan en el rango de las normas
establecidas para algunos paises. Sin embargo, es necesario continuar con la
evaluacién por un mayor tiempo, para determinar el periodo 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
mas contundente el comportamiento en el tiempo de cada cepa, lo cual serviria para
fijar tiempos de almacenamiento, distribucién y usos del producto final.
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7.4 PRUEBAS DEL CONSORCIO BIOFERTILIZANTE EN MACROTUNEL
SOBRE CULTIVOS DE INTERES AGRICOLA.

Es importante iniciar la presentacion de los resultados de este acapite de la
investigacion exponiendo que la dinamica 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 caracteristicas de las plantas y las sustancias o exudados
producidos por las raices 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 dindmica
poblacional (Calvo y Zuiiga, 2008).

7.4.1 Efecto del Consorcio Biofertilizante en Chiltoma (Capsicum
annuum L)

De acuerdo con los parametros evaluados en el presente estudio, en condiciones
de macrotinel para el cultivo de Chiltoma, al realizar el analisis de varianza
(ANOVA) y prueba de comparacion de medias de Tukey a variables de tanto en el
desarrollo vegetativo del cultivo (altura de tallo, nUmero de hojas y niumero de fruto)
y variables de cosecha (peso del fruto y longitud del fruto), a nivel estadistico los
tres tratamientos no muestran diferencias significativas entre ellos (p>0.05) como lo
muestran las graficas de la Figura 37, la Unica variable que presentd diferencias
estadistica fue el diametro 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 floracion temprana con una diferencia de
7 dias con respecto a los otros dos tratamientos (TQ y To), ademas de diferencias
apreciables en la coloracién de hojas transcurridos 30 dias después de la primera
cosecha, las plantas tratadas TQ y To estaban amarillentas y presentaban
marchitez, en relacion a las tratadas con el TB. Otro punto a sefialar, es que, al
hacer el analisis del suelo, el sustrato utilizado cubre la demanda de nutrientes del
cultivo, requiriéndose Unicamente 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 coinoculacion de R. intraradices + P.
fluorescens y la inoculacién individual de A. brasilense indujeron frutos mas
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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| Variables de desarrollo en Chiltoma (Capsicum annuum L)
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Figura 37. Variables de desarrollo y cosecha en cultivo de Chiltoma (Capsicum annuum L.) en macrotunel. IA - Longitud promedio
del tallo. IB - NOmero de hojas promedio por planta. ICT7 Numero promedio del fruto por planta. IID i Peso promedio del fruto. IIEV
Longitud promedio del fruto. IIFi Diametro promedio del fruto (Fuente: Elaboracién propia).
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En el caso de los valores de peso, longitud y diametro de la chiltoma, podemos decir
que se ven favorecidos debido a microorganismos como los solubilizadores de
fésforo y fijadores de nitrégeno 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 parametros agronémicos
medidos (Vestberg et al., 2004). Otro género de bacteria contenidas en el consorcio
biofertilizante Pseudomona mendocina, ésta incrementa la absorcion de
nutrimentos, como Fe y P, ademas de producir fitohormonas en la rizosfera, lo cual
promueve mayor crecimiento de las plantas.

En los pardmetros foliares evaluados en este trabajo, se observa que el nimero 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 niumero de hojas que en el testigo. En lo
que respecta a los tratamientos con HMA, que en cultivar 1 los 3 inoculos
micorrizico, H1, H2 y H3, se asociaron a un mayor numero de hojas que en el
testigo. Similar a lo reportado por Aguirre-Medina, y Espinosa (2016) encontraron
que el numero de hojas fue similar entre los tratamientos, incluyendo al testigo, y la
menor cantidad de hojas se presentd con la inoculacion de los tres
microorganismos, como sucedid en esta investigacion, donde el nimero de hojas
es el valor mas 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) mostré un valor mas alto que el testigo (T1) lo cual puede ser debido a
la disponibilidad del fésforo 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 AlA, se
encuentra Pseudomona sp. (Ahmad et al., 2008). Los datos obtenidos estan 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 comparaciéon con las plantas no inoculadas.

Losr e s ul t aejdndasrelavamda que tiene el consorcio microbiano desarrollado
en los rendimientos de plantulas de interés horticola como el chiltoma, pues
permitirian reducir la demanda de insumos agricolas, especialmente fertilizantes
guimicos, llegando incluso hasta poder sustituirla a un mediano plazo. Asi mismo,
se demostré que la concentracion 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
fotografias que muestran las diversas fases del cultivo de Chiltoma en macrotunel.

7.4.2 Efecto del Consorcio Biofertilizante en Rabano (Raphanus sativus L.)

De los resultados obtenidos en este estudio con los parametros evaluados, en
condiciones de macrotunel para el cultivo de rabano. Al realizar el analisis de
varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de Tukey a variables tanto
en el desarrollo vegetativo del cultivo (nUmero de hojas, longitud de hoja y longitud
de la planta) y variables de cosecha (peso de la raiz tuberosa, longitud de la raiz
tuberosa y didmetro ecuatorial), a nivel estadistico los tres tratamientos no muestran
diferencias significativas entre ellos (p>0.05) como lo muestran las graficas de la
Figura 38, la Unica variable que presentd diferenicas estadistica fue el peso
promedio de la raiz tuberosa, donde el TQ y To, son mayores que el tratamiento
bioldgico TB, reflejado en la Figura 38-D. Resulta de interés, analizar que con TB
la longitud promedio de la raiz tuberosa es mayor que en las otras variantes, en
valores absolutos, y esto podria deberse a un aceleramiento del ciclo de produccion
u otros factores que benefician el proceso productivo del rabano, Anexo 5, apartado
5.3 se presenta fotografias que muestran las diversas fases del cultivo del rabano
en macrotunel.

Los resultados obtenidos en esta investigacion en la variable de longitud total del
rabano, donde el tratamiento quimico tiene mayor valor TQ = 34.46¢cm, concuerda
con lo reportado por Sotelo et al. (2012) y Lara et al. (2010), quienes reportan mayor
incremento promedio del crecimiento de plantulas de rabano corresponde al
tratamiento de fertilizacion quimica, siendo este considerado referencia en cuanto
al incremento promedio de las plantulas debido a que el tratamiento de suelos con
fertilizantes quimicos aumenta la disponibilidad inmediata de los macronutrientes
necesarios para el crecimiento de la planta(Lopez et al., 2008).

Los resultados obtenidos en la variable del promedio de niumero de hojas obtenido
en este estudio, donde la fertilizacion quimica -TQ (4.8) y testigo -To (4.27) son
mayores que el bioldgico - 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 rdbano y observaron que el incremento en el promedio
de numero de hojas para los tratamientos testigos y con fertilizante sintético, fue
mayor que los tratamientos con indculos 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 rabano, quienes reportan que no hubo
diferencias entre el tratamiento con fertilizacidon quimica e inoculantes bacterianos.
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| Variables de desarrollo en Rabano (Raphanus sativus L.)
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Figura 38. Variables de desarrollo y cosecha en cultivo de Rabano (Raphanus sativus L.) en macrotinel. IA - NOmero de hojas promedio
por planta. IB - Longitud promedio de hojas. IC i Longitud total de la planta (raiz+hoja). IIDi Peso promedio del total de la raiz tuberosa.
IIET Longitud promedio de laraiz tuberosa. IIF i Didmetro ecuatorial promedio del total de la raiz tuberosa (Fuente: Elaboracién Propia).
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Los resultados mostrados en rabano, pueden deberse a que las cepas no son

nativas de la rizosfera de ésta planta, lo que podria afectar su habilidad para

colonizar eficientemente la rizosfera del rabano. Autores, como Kaur y Reddy

(2014), han encontrado efectos significativos de diferentes indculos de consorcios

comparados con el suelo sin inocular, hasta el tercer ciclo de cultivo en un sistema

organico de rotacién maiz-trigo, en el mismo suelo. Castro-Sowinski et al., (2007)

identif i caron muchos factores que pueden a
inoculadas, entre los mas destacados se encuentran la competencia con los
microorganismos nativos, caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, genotipo y

edad de la planta a inocular, tipo de exudados radicales y manejo agricola.

En general el uso del consorcio microbiano probado en este estudio, presento
buenos resultados para el cultivo del rabano, en cuanto a su posible utilizacion en
procesos combinados de fertilizacion. Se recomienda que para futuros estudios se
analice un mecanismo de adaptacién del consorcio mas adecuado a cultivos de
ciclo corto como el rdbano, orientado a la inoculacion del sustrato con anterioridad.
Tomando en cuenta que entre las plantas y las bacterias existe también un lenguaje
dinamico y complejo para su colonizaciébn, 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 (Holguin, 2008).

7.4.3 Efecto del Consorcio Biofertilizante en Pepino (Cucumis sativus)

Para este estudio, los parametros que se evaluaron en condiciones de macrotunel
para el cultivo de Pepino, se aprecia que al realizar el andlisis de varianza (ANOVA)
y prueba de comparacion de medias de Tukey a variables de desarrollo vegetativo
del cultivo (longitud del tallo, nUmero de hojas y numero promedio de frutos) y
variables de cosecha (peso promedio del fruto, longitud del fruto y diametro del
fruto), a nivel estadistico los tres tratamientos no muestran diferencias significativas
entre ellos (p>0.05) como lo muestran las gréficas de la Figura 39.

Es importante destacar, que, en el caso del pepino en macrotunel, la planta sufrié
de un estrés térmico, debido a que, en los meses de prueba comprendidos entre
marzo a mayo 2019, se registraron temperaturas dentro del macrotinel de hasta 42
°C, lo que impidié a la planta desarrollarse de la forma esperada. En el caso del
tratamiento biolégico se pudo observar mejor coloracion en las hojas incluso en la
fase de muerte de las plantas, asi como plantas mas 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 debera considerar el efecto del suelo a utilizar y el factor climéatico que
afecta el desarrollo del cultivo del pepino.
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| Variables de desarrollo en Pepino (Cucumis sativus)

A Longitud promedio del tallo (cm) B Numero de Hojas promedio por plantas c Ndmero promedio de fruto por planta
6 5.4 4
A A 35
=5 5.35 A .
E L } A o, A
= A & 53 }]
2 5.03 I = Z 25 I A A
= . o 5.25 =
T3 E l A I
o o 8
o 3.97 g 52 533 8, 233 3.33
£2 5 5.22 £
%o = 5.15 k zZ 1
-1 51 05
0 5.05 0
To T8 TQ To TB TQ To TB TQ
Tipo de Tratamiento Tipo de Tratamiento Tipo de Tratamiento

Variables de cosecha en Pepino (Cucumis sativus)

D Peso promedio del total de frutos (g) F Longitud promediodel total de frutos (cm) G Didmetro promedio del fruto (cm)
260 18 4.85
A
250 J = 16 LA A A __ a8
B 20 < 14 I Ears ] A A
: I f e 1542 14 g
3 = =
£ 30 A s = 465
i 249 I HE A
8 0 233 g £ ass 4.74 4.73
s 4 £
200 a 2 :g 4.5
245
190 0 a
T 0] T -
To ™ TQ ° qQ o - .
Tipo de Tratamiento Tipo de Tratamiento Tipo de Tratamiento

Medidas con una letra comun no son significativamente di

Figura 39. Variables de desarrollo y cosecha en cultivo de Pepino (Cucumis sativus) en macrotinel. IA - Longitud promedio del tallo. IB -
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del fruto. IIF 7 Diametro promedio del fruto (Fuente: Elaboracién Propia).
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Los datos obtenidos en esta investigacion en longitud promedio del tallo, donde el
mayor valor se da en el tratamiento biologico, son similares a los reportados por
Vasquez-Santiago et al., (2014) y Pérez (2012), quienes reportan que la longitud
del tallo de las plantas de pepino mostré mejores resultados con biofertilizantes
comparado con los otros tratamientos. Terry-Alfonso y Leyva-Galan (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 sideréforos; solubilizar P y sintetizar
enzimas benéficas para las plantas (Mohammadi y Sohrabi, 2012).

En este trabajo, los resultados sugieren que la inoculaciéon en pepino con el
consorcio formulado, es una alternativa para obtener plantulas que soporten el
estrés provocado por las condiciones ambientales, principalmente temperaturas
altas, que fueron las que afectaron el cultivo en este experimento. Asi mismo,
podemos decir que las concentraciones utilizadas del consorcio fueron
adecuadas, pero es necesario repetir el experimento a campo abierto y en una
zona mas fresca, donde las plantas se sometan a menor estrés y podamos evaluar
las respuestas de este experimento en condiciones mas favorables para el cultivo
Anexo 5, apartado 5.2 se presenta fotografias que muestran las diversas fases
del cultivo del pepino en macrotunel.

De manera general podemos decir que la respuesta del consorcio microbiano
depende de varios factores, en especial del sustrato utilizado, en variables como:
materia organica, temperatura, humedad, aireacion y estado nutricional de los
suelos. Por lo tanto, estos resultados deben evaluarse mediante la realizacion de
ensayos de campo en condiciones variables de fertilidad del suelo con diferentes
fuentes y tasas de fertilizantes de N, P y K, en combinacién 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 regién. Podran aumentar la poblacién
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
guimicos, a la vez convertirse en un componente vital en los sistemas agricolas
sustentables, ya que constituyen un medio econémico y pueden, en corto tiempo,
ser un sustituto o complemento de los fertilizantes tradicionales en los cultivos de
interés, por sus propiedades para solubilizar fésforo, fijar nitrogeno y enriquecer
| os s uel osdednacyoouirientet e s
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VIIl.  CONCLUSIONES

La realizacidon del presente trabajo y el analisis 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 morfoldgica 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 logré la identificacion molecular del 93% (28 de 30) microorganismos
aislados (23 bacterias: 12 especies, 11 géneros; 5 hongos filamentosos: 4
especie y 1 género). Encontrandose 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 i reportado como patdégeno 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 nivea i 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 i patdgeno para ser humano, Agrobacterium tumefaciens, 2 Bacillus sp.
y una Stenotrophomonas sp.) y 1 hongo levaduriforme 1 no secuenciado.

V Se determind que el 75% de los bioinsumos contienen al menos una cepa
contaminante y solo un 25% no contienen patégenos. 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, ademas, no es
posible preservarlas en el tiempo y en cada lote de produccién. Finalmente, al
no poder, los bioinsumos artesanales garantizar un mismo tipo y mucho menos
una misma cantidad de células por microorganismo, cada ciclo de produccion
podria estar aportando al suelo patégenos, tanto para los cultivos como para el
ser humano, con los correspondientes dafios a la salud y al rendimiento de las
cosechas.

V Las pruebas de antagonismo se realizaron entre 9 bacterias promisorias,
escogidas de la revision de las aplicaciones biotecnoldgicas de cepas en
estudio, seleccionandose 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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Ademas, en estas pruebas se evidencio que B. subtilis es antagonista de todas
las bacterias con las que fue confrontada.

El consorcio biofertilizante formado por las cepas bacterianas seleccionadas,
presenta caracteristicas propias de cada microorganismo, Bacillus megaterium
aporta propiedades importantes como promotor de crecimiento vegetal (PGPR),
solubilizacion de fosfato, fijador de nitrégeno y productor de acido indolacético
(AlIA); Bacillus marisflavi la capacidad de fijar nitrogeno; Exiguobacterium
aurantiacum es productor de acido indolacético (AlA); Pseudomona mendocina
como movilizador de nutrientes (solubiliza Fe y P) y estimula la biomasa.

La formulacion del consorcio para un biofertilizante con las cepas seleccionadas,
demostraron tener una cinética de crecimiento acelerado en laboratorio,
alcanzando concentraciones maximas en un periodo que oscila entre 4.57 y 6.36
horas. La alta velocidad de crecimiento de las bacterias del consorcio, permite
hacer mas eficientes los procesos, reduciendo los tiempos para la produccion
de metabolitos secundarios con propiedades fertilizantes y finalmente, colonizar
el ambiente donde se inocula, para promover el crecimiento de la planta.

Al realizar las pruebas de estabilidad de las bacterias, se ha demostrado que,
para un periodo de 2 meses, a una temperatura de 4°C, las cepas sobrevivieron
y que conservaban valores de concentracion del orden de 10° a 108 UFC/mL.
Al evaluar el efecto del consorcio microbiano biofertilizante sobre cultivos de
interés agricola (chiltoma, rdbano y pepino) en macrotinel se observo que al
realizar el analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de
Tukey a variables de tanto en el desarrollo vegetativo del cultivo (longitud del
tallo, nimero de hojas y niumero promedio de frutos) y variables de cosecha
(peso promedio del fruto, longitud del fruto y didmetro del fruto), a nivel
estadistico los tres tratamientos (To, TB y TQ) no muestran diferencias

significativas entre ellos (p>0.05).Los resul tados repejan

el consorcio microbiano desarrollado en los rendimientos de plantulas de interés
horticola, pues permitirian reducir la demanda de insumos agricolas,
especialmente fertilizantes quimicos, asi mismo se demostr6 que la
concentracion de 108 UFC/mL, del consorcio fue adecuada.

El biopreparado a partir de las cepas estudiadas puede llegar a tener mucha
utilidad si se inocula en los cultivos de la regién. Podra aumentar la poblacion
microbiana de la rizosfera y contribuir al sistema nutricional de las plantas. Asi
mismo, puede ser una alternativa al uso de fertilizantes quimicos, a la vez
convertirse en un componente vital en los sistemas agricolas sustentables, ya
gue constituyen un medio econémico y puede, en corto tiempo, ser un sustituto
o complemento de los fertilizantes tradicionales en los cultivos de interés, por
sus propiedades para solubilizar fésforo, fijar nitrégeno y enriquecer los suelos
deycientes de macronutriente.
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IX. RECOMENDACIONES

Al presentar los resultados de esta investigacion, se abren nuevas puertas y
nuevas interrogantes continian por resolver, por ello se sugieren considerar las
siguientes recomendaciones:

V Establecer en la regulacion nacional acutal la necesidad de hacer andlisis de
calidad microbiana a bioinsumo comerciales y exigir la ausencia de patdégenos
en el producto final como parametro de calidad para su distribucion.

V Desarrollar la produccion del consorcio biofertilizante a escala piloto, disefiando
medios o0 matrices elaboradas con materiales de bajo costo, que haga posible
una industrializacion y comercializacion del producto, a través de un proceso
eficiente y productivo.

V Al mismo tiempo, se hace necesario continuar con la evaluacion de la estabilidad
del consorcio formulado por un mayor tiempo, para determinar el periodo 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 mas contundente el comportamiento en el tiempo de cada cepa, lo cual
serviria para fijar tiempos de almacenamiento, distribucion y usos del producto
final.

V Se recomienda que para futuros estudios se analice un mecanismo de
adaptacion del consorcio mas adecuado a cultivos de ciclo corto como el rabano,
orientado a la inoculacién del sustrato con anterioridad. Tomando en cuenta que
entre las plantas y las bacterias existe también un lenguaje dinamico y complejo
para su colonizacion, 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 mas fresca, donde las plantas se
sometan a menor estrés y podamos evaluar las respuestas de este experimento
en condiciones mas favorables para el cultivo.

V Los resultados del presente estudio deben evaluarse mediante la realizacion de
ensayos de campo en condiciones variables de fertilidad del suelo con diferentes
fuentes y tasas de fertilizantes de N, P y K, en combinacién 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 investigacion, con el
fin de ampliar el tipo de cultivo y corroborar su efecto biofertilizante en cultivos de
interés agricola.
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XI.

ANEXOS

Anexo 1. Arbol filogenético de bacterias y hongos utilizando el método
Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El arbol fue realizado
en el programa MEGA 5.0, el cédigo de acceso al GenBank se especifica al
inicio del nombre del microorganismo.

8

A(136) STRAIN NF

140) KJ870186 Bacillus pumilus
(141) KT371465 Bacillus pumilus
139) HQO08718 Bacillus safensis
138) KX785129 Bacillus sp.

(137) KX454026 Bacillus sp.

5) MH569364.1 Bacillus pumilus
74) MG778900.1 Bacillus safensis
(73) MHG603952.1 Bacillus safensis

{72) MG271968.1 Bacillus sp
{71) MH813429.1 Bacillus sp

A(70)D2 27F

{16) KX673833.1 Bacillus sp
{15) KX216378.1 Bacillus safensis

(14) KY622229.1 Bacillus safensis

{13) MF187635.1 Bacillus pumilus

(12) MFG692773.1 Bacillus pumilus

A(11) A3 27F
{34) KUS98075.1 Bacillus pumilus

{(33) KF241529.1 Bacillus pumilus

(32) KF241530.1 Bacillus sp
{31) KUS97576.1 Bacillus sp

{30) KX817946.1 Bacillus sp

A(20)L227F

AM(106) STRAIN F1F
111) KX454091 Bacillus subtilis
110) KX454095 Bacillus subtilis

b — 1090) KUS508284 Bacillus velezensis

108) KF496097 Bacillus sp.

—————————(107) KX454122 Bacillus sp.

——(113) KF322037 Bacillus subtilis
(114) FJU222553 Bacillus subtilis

115) KF863830 Bacillus sp.
116) KX548943 Bacillus sp.
152 MA(112) STRAIN G1F

81 117) KU764381 Bacillus subtilis
122) JN247735 Bacillus sp.

=8 123) KF387675 Bacillus kochii
229 121) KUS97573 Bacillus kochii

. (120) GU 143796 Bacillus sp.

{(119) KC713922 Bacillus flexus

A(118) STRAIN H1F
{(105) KU161292 Bacillus aryabhattai

A(23)L1 27F

{24) MH910311.1 Bacillus megaterium

{25) KP236235.1 Bacillus megaterium

(26) MG430217.1 Bacillus aryabhattai

37
27e

{27) KF962976.1 Bacillus aryabhattai

(28) MG309429.1 Bacillus sp.
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Continuacién Anexo 1. Arbol filogenético de Bacterias

A(40)S2 27F

{41) MH333212.1 Bacillus megaterium

{42) DQ275179.1 Bacillus megaterium

{43) MH910135.1 Bacillus aryabhattai

{44) KJ721200.1 Bacillus aryabhattai

{45) MF948357 .1 Bacillus sp

A(76)D3 27F

{(77) MH569350.1 Bacillus megaterium

8) MH261029.1 Bacillus megaterium

9) MH704919.1 Bacillus sp

80) MF418041.1 Bacillus sp

81) MH261162.1 Bacillus aryabhattai

A(100) STRAIN B1F

101) KR063189 Bacillus megaterium

(102) KT986110 Bacillus megaterium

200 103) KRO77857 Bacillus sp.
23-‘-‘-{:1(104) KT183573 Bacillus sp.

233~ AM1) A1 27TF

234 22) MH553093.1 Bacillus thuringiensis

——{21) JF836882.1 Bacillus cereus

20) KY849466.1 Bacillus toyonensis

19) KF740308.1 Bacillus sp

18) MH647668.1 Bacillus sp

A17) A4 27F

5) KU983638.1 Bacillus cereus

4) KU720553.1 Bacillus cereus

{3) MHG680718.1 Bacillus sp

{2) MG755767.1 Bacillus sp

8

254 A\(58) S5 27F

{59) MG309372.1 Bacillus sp

(60) KY621914.1 Bacillus sp

61) MF149993.1 Bacillus thuringiensis
62) MG256760.1 Bacillus toyonensis
63) MH815087.1 Bacillus cereus
A\(88)D5 27F

89) MH915610.1 Bacillus cereus

90) MH187637.1 Bacillus cereus

91) MHB814579.1 Bacillus sp

92) MH559342.1 Bacillus sp

93) MHB899016.1 Bacillus anthracis
e (134) KT339332 Staphylococcus xylosus

{132) NR 037053 Staphylococcus succinus
P 135) KX011964 Staphylococcus sp.
o A(130) STRAIN MF
1= 131) KF254629 Staphylococcus succinus
95L-(133) JX122579 Staphylococcus xylosus
A(52) 54 27F

{53) MH628020.1 Paenibacillus sp
P 56) KY038666.1 Paenibacillus alvei
57 57) KY575153.1 Paenibacillus alvei

170 54) EF426449.1 Paenibacillus sp

"05L-{55) EU571189.1 Paenibacillus sp
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Continuacion Anexo 1. Arbol filogenético de Bacterias

A(64)D127F

{65) MH458746.1 Lysinibacillus macroides
(66) KT074246.1 Lysinibacillus macroides
67) KY750250.1 Lysinibacillus sp
68) KX832684.1 Lysinibacillus xylanilyticus
(69) KP872951.1 Lysinibacillus fusiformis
A\(94) D6 27F
95) MF079282.1 Lysinibacillus macroides
96) KT074236.1 Lysinibacillus macroides
—{97) KU644309.1 Lysinibacillus sp
178 98) KX783547.1 Lysinibacillus fusiformis
741-(99) KT369854.1 Lysinibacillus xylanilyticus
o—#\124) STRAIN L1F

143 129) KF465840 Agrobacterium sp.
'#] L—(128) EF054875 Agrobacterium tumefaciens

-

o 127) KM894180 Agrobacterium tumefaciens
= (126) JQ514092 Rhizobium sp.
L (125) KM894198 Rhizobium sp.
163 A\(6) A2 2TF

{7) MH718840.1 Stenotrophomonas sp

{8) MH302647.1 Stenotrophomonas sp

{9) MH302645.1 Stenotrophomonas sp

(10) MF118153.1 Stenotrophomonas sp
A(35)8127F

(36) JQ359101.1 Stenotrophomonas sp

(37) MH144280.1 Stenotrophomonas rhizophila
{38) KP004437.1 Stenotrophomonas rhizophila
{39) AJ131117.1 Stenotrophomonas maltophilia
A\(46)S3 27F

(47) KP258175.1 Stenotrophomonas sp

{(48) KT368957.1 Stenotrophomonas sp

(49) KX150819.1 Stenotrophomonas rhizophila
50) KJ748607.1 Stenotrophomonas rhizophila
51) FJ811851.1 Stenotrophomonas maltophilia
A\(82) D4 27F

83) LC133695.1 Stenotrophomonas sp

84) KT825810.1 Stenotrophomonas sp

85) HG941747.1 Stenotrophomonas rhizophila
86) JQ800538.1 Stenotrophomonas rhizophila
87) EF204217.1 Stenotrophomonas maltophilia
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Anexo 2. Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA de bacterias
identificadas molecularmente.

>Al_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
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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_|TS1 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 TSIlI-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.

Cepas Cepas Sembradas en Pozos
Masivas

Figura 40. Confrontacion 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. -

Cepas Cepas Sembradas en Pozos
Masivas

Figura 41. Confrontacion 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.

131



Cepas Cepas Sembradas en Pozos
Masivas

Figura 42. Confrontacion 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 | se muestra la foto de los pozos, en la columna
Il tincion de Gram realizada a los pozos, columna lll tincién de Gram de la Cepa sembrada en
formamasivay enlacolumnalVtincién de Gram de la cepa sembrada en pozos. Al-AlV: Cepa
9sembradade formamasivay Cepa5 sembrada en pozos (no hay antagonismo); BI-BIV: Cepa
5sembradade formamasivay Cepa 7 sembrada en pozos (no hay antagonismo); CI-CIV: Cepa
7 sembrada de formamasivay Cepa 6 sembrada en pozos (no hay antagonismo); DI-DIV: Cepa
7 sembrada de forma masivay 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 | se muestra la foto de los pozos, en la columna
Il tincién de Gram realizada a los pozos, columna lll tincién de Gram de la Cepa sembrada en
formamasivay enlacolumnalVtincién de Gram de la cepa sembrada en pozos. Al-AlV: Cepa
8 sembrada de forma masiva y Cepa 2 sembrada en pozos (efecto antagénico positivo); Bl-
BIV: Cepa 1 sembrada de forma masiva y Cepa 6 sembrada en pozos (efecto antagonico
positivo); CI-CIV: Cepa 5 sembrada de forma masiva y Cepa 3 sembrada en pozos (efecto
antagonico positivo).
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Anexo 5. Resultados de las pruebas del consorcio biofertilizante en macrotinel para cultivos de interés agricola
5.1 Fases del cultivo del Chiltoma en macrotunel

Figura 45. Fases del cultivo de chiltoma en macrotinel. 1. Trasplante de plantulas a maceteras; 2. Fertilizacion quimica; 3. Fertilizacion
Biolégica; 4. Crecimiento de la planta; 5. Floracion; 6. Desarrollo de frutos; 7 y 8. Cosecha; Medicion de variables de interés en
Chiltoma.
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