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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue caracteri-
zar microbiolégicamente seis biopreparados que se
producen en la de Granja Agrobioloégica Sol Vida en
Pamplona a los que se les atribuyen efectos biofer-
tilizantes, bioestimulantes y antagonistas. La inves-
tigacion se desarrollo en los laboratorios de micro-
biologia y bacteriologia de la Facultad de Ciencias
Basicas de la Universidad de Pamplona, de marzo
a junio del 2017. Se trabaj6 en la caracterizacion de
los fundamentales grupos de microrganismos en los
seis biopreparados. Se realizaron siembras el me-
dio de Martin para el conteo de hongos, para bac-
terias y actinobacterias el medio de Bunt y Rovira,
para bacterias solubilizadoras de fosfato el medio
Pykoskaia y para bacterias de la familia Bacillaceae
el medio Mossel modificado. El conteo de colonias
de cada microorganismo por biopreparado mos-
tr6 variaciones notables, asi como entre los grupos
de microrganismos dentro de cada biopreparado
lo que dependid de los ingredientes y del proceso
fermentativo. Los seis biopreparados estudiados
poseen microorganismos que pudieran tener efecto
como bioestimulantes, solubilizadores de fosfatos y
antagonistas, aungque las concentraciones son rela-
tivamente bajas, ya que solo cuatro alcanzan 106
UFC por ml de microorganismos totales.
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ABSTRACT

The present investigation aims to characterize mi-
crobiologically six bioproducts that are produced
in the Agrobiological Sol Vida Farm in Pamplona to
which biofertilizers, biostimulants and antagonistic
effects are attributed. The research was carried out
in the microbiology and bacteriology laboratories
of the Faculty of Basic Sciences of the Pamplona
University, from March to June of 2017. The charac-
terization of fundamental groups of microorganisms
in the six bioproducts was made. For that the Martin
medium was used for counting fungi, the Bunt and
Rovira medium for bacteria and actinobacteria, the
Pykoskaia medium for phosphate solubilizing bac-
teria and the modified Mossel medium for bacteria
of the Bacillaceae family. The colony count of each
microorganism by bioproduc showed remarkable
variations among the groups of microorganisms and
within each bioproduct which depended on the in-
gredients and the fermentative process. The six
bioproducts studied have microorganisms that could
have effect as biostimulants, phosphate solubilizers
and antagonists, although the concentrations are re-
latively low, so only four reached 106 CFU per ml of
total microorganisms.
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INTRODUCCION

Los Microorganismos Eficientes (ME) son una com-
binacion de microorganismos beneficiosos de cua-
tro grupos principales: bacterias fototréficas, levadu-
ras, bacterias productoras de acido lactico y hongos
de fermentacion. Estos microorganismos efectivos
cuando entran en contacto con materia organica
secretan substancias beneficiosas como vitaminas,
acidos organicos, minerales quelatados y funda-
mentalmente substancias antioxidantes. Ademas,
mediante su accion cambian la micro y macroflora
de los suelos y mejoran el equilibrio natural, de ma-
nera que los suelos causantes de enfermedades se
conviertan en suelos supresores de enfermedades.
A través de los efectos antioxidantes promueven la
descomposicion de la materia organica y aumentan
el contenido de humus (Banco Interamericano de
Desarrollo, 2009).

Los Microorganismos de Montafia (MM) se podrian
catalogar como un tipo de ME, o sea, un consorcio
de microbianos ya que su composicion y las posi-
bles relaciones que generan son mdultiples, se indi-
ca gue contienen bacterias fotosintéticas, bacterias
productoras de acido lactico, actinomicetos, hongos
filamentosos y levaduras. Los MM son un produc-
to de fabricacion artesanal de bajo costo, que no
requiere medios de crecimiento sofisticados para el
escalamiento y que pretende aprovechar la diver-
sidad microbiana tanto taxonémica como funcional,
de las comunidades de microorganismos nativos
de zonas boscosas, para luego incorporarlos en las
unidades de produccion agricola. Entre los usuarios
de este tipo de tecnologia se acepta que la mejor
fuente de inoculo son los bosques cercanos a los
sitios de produccion agricola, ya que presentan mi-
croorganismos adaptados a las condiciones de la
zona (Castro-Barquero, Murillo-Roos, Uribe-Lorio &
Mata-Chinchilla, 2015).

Se sefala que entre las bacterias solubilizadoras efi-
caces de fosfatos (B.S.F.) se encuentran los géne-
ros Pseudomonas sp., Bacillus sp., Rhizobium sp.,
Agrobacterium sp., Burkholderia sp., Achromobacter
sp., Micrococussp., Aerobacter sp. Flavobacterium
sp., y Erwinia sp. (Paredes & Espinosa, 2010).

En Colombia se ha manifestado avances en el control
biolégico de las enfermedades en los Ultimos anos.
Sin embargo, deben seguir haciéndose esfuerzos
por aumentar la eficacia a partir de mayor estabili-
dad de los agentes microbianos en condiciones de
almacenamiento y campo. Asi mismo que resulta im-
portante aumentar la investigacion y el desarrollo de
productos a base de microorganismos nativos para
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aprovechar la biodiversidad del pais en el desarrollo
de nuevos productos (Patifio-Torres, 2014).

En los ultimos afios se ha puesto de moda el empleo
de ME reproducidos por diferentes vias a partir de
microorganismos nativos, o consorcios de microor-
ganismos desarrollados a nivel de laboratorio con
un conocimiento exacto de su composicion pero
que no conviven de esa forma en la naturaleza.
En ocasiones de comercializan y se realizan ensa-
yos con bioproductos denominados ME (Milian, et
al., 2014; Moya, Soto & Ramirez, 2017) con formu-
laciones comerciales que aunque poseen un con-
trol dela calidad se aplican de forma general para
cualquier cultivo sin declarase los microorganismos
que contienen. Otras veces se validan los efectos
de bioproductos producidos artesanalmente sin que
se haya realizado una caracterizacion minima de los
microorganismos que contienen y que puedan expli-
car los efectos que se producen.

Teniendo en consideracion estos antecedentes el
objetivo de la presente investigacion fue caracteri-
zar microbiolégicamente seis biopreparados que se
producen en la de Granja Agrobiolégica Sol Vida en
Pamplona a los que se les atribuyen efectos bioferti-
lizantes, bioestimulantes y antagonistas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en los laboratorios
de microbiologia y bacteriologia de la Facultad de
Ciencias Basicas de la Universidad de Pamplona,
de marzo a junio del 2017. Se trabajo en la carac-
terizacion microbioloégica de seis “biopreparados”
que se producen y se comercializan en un proceso
de validacion con los agricultores por la Granja de
Agrobiologicos Sol Vida de Pamplona, integrante de
la Asociacion ASPAGRO.

En esta granja se obtiene un consorcio de
Microorganismos Eficientes (ME) por fermentacion
anaerobica a partir de la hojarasca en descomposi-
cion de un bosque de un area protegida de la Vereda
Jurado en el Municipio de Pamplona, que después
se utiliza como base para obtener otros productos
comerciales. También se producen otros bioprepa-
rados artesanales

Los seis bioproductos estudiados se denominan P1,
P2, Microorganismo de Montafia (MM), Caldo rizos-
fera, Biopreparado de meconio de ternero recién na-
cido (B. meconio) y M6. A continuaciéon se relacio-
nan los ingredientes de cada biopreparado y tipo de
fermentacion y el uso que se le propone (Tabla 1).
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Tabla 1. Biopreparados, ingredientes, tipo de fer-
mentacion y uso propuesto.

Biopreparados Inaredientes Tipo de Uso
artesanales 9 fermentacion | propuesto
Vinagre, roca Biofertili-

P1 fosféricay aerdbica zante
melaza con B.S.F
ME y melaza, E;%fteemh-

p2 cenizg y roca anaeroébica con B.SFy
fosforica antagonista
ME, melaza . .

' Bioferti-

MM y salvadq de aerdbica lizante y
arroz (Oriza antagonista
sativa L.)

Raices de plan-

tas: ortiga(Ur-

tica dioica L.),

borraja (Borago

officinalis L.),

kikuyo (Penni-

setum clandes-

tinum Hochts ex . .
. Bioferti-

Caldo Chiov) CHIOV), o -

rizosfera trébol blanco aerobica ||z?nte Y "
(Trifolium repens antagonista
L.) conseguidas
en la granja,
yogurt, melaza,
agua oxigena-
day harina de
frijol (Phaseolus
vulgaris L.)

Meconio de
ternero, agua, Bioferti-

B. meconio melaza y ahyya— anaerbbica | lizantey
ma (Cucurbita antagonista
maxima Duch.),
cocida.

ME, vinagre,

etanol, plantas

aromaticas,

jengibre (Zin-

giber officinale Bioferti-

M6 ROSC.), ajo anaerobica | lizantey
(Allium sativum antagonista
L.), cebolla 9
(Allium cepa
L.), pimientay
aji (Capsicum
annuum L.).

Se obtuvieron muestras de los biopreparados co-
merciales entre uno y siete, después de producidos,
se llevaron al laboratorio y se mantuvieron en refri-
geracion a 13 oC hasta su procesamiento. Para el
conteo de los microorganismos, fue utilizado inicial-
mente el procedimiento de dilucién en serie (Wollum,
1982). Se trabajo con la tercera dilucion para todos
los biopreparados.
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Se realizaron siembras en diferentes medios de
cultivos especificos para cuantificar los diferentes
grupos de microorganismos. Para el conteo de los
hongos se utilizé el medio de Martin (1950), pH 5,6,
anadiendo 60 mg mL-1 de penicilina, 40 mg mL-1
de estreptomicina y 70 mg mL-1 de rosa bengala
para evitar el crecimiento de las bacterias. Para el
conteo de bacterias y actinobacterias (actinomice-
tes) se empled el medio de Bunt & Rovira (1955),
pH 7,4. Para la cuantificacion de las bacterias solu-
bilizadoras de fosfato (B.S.F.) fue utilizado el medio
Pykoskaia (Martinez, et al., 2006). Para el conteo de
bacterias de la familia Bacillaceae se utiliz6 el me-
dio Mossel (Mossel, 2003) modificado por la firma
MERK para Bacillus cereus.

De cada disolucion de los biopreparado se sembra-
ron tres placas de Petri en cada uno de los medios
de cultivo, afiadiendo 1ml por placa. Las placas fue-
ron incubadas atemperatura de 30°C por 24 horas
(bacterias y actinobacterias y bacilaceas), 72 horas
(hongos) y 96 horas (bacterias solubilizadoras de
fosfato). Pasado ese tiempo se realizé el conteo del
ndmero de colonias por cada grupo de microorga-
nismo en cada placay se observaron las caracteris-
ticas principales de las colonias.

Los datos de las poblaciones de microorganismos
fueron transformados en logaritmo y posteriormente
en +/ x+1, por no observarse colonias en un minimo
numero de placas. Posteriormente fueron sometidos
a un analisis de varianza. Las medias de las varia-
bles poblacionales de los microorganismos una vez
comprobada el cumplimiento del supuesto de nor-
malidad por la prueba de Kolmogorov Smirnov fue-
ron comparadas por medio de un ANOVA mediante
el test de Tukey (P<0,05), utilizando el programa es-
tadistico SPSS, version 21 (IBM, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

El conteo de colonias de cada microorganismo por
biopreparado mostrd variaciones notables entre los
biopreparados y entre los grupos de microrganis-
mos dentro de cada biopreparado. Se destacan por
el nivel de actinobacterias el biopreparado MM y por
el de bacterias el Caldo Rizosfera.

En el biopreparado P1 se determind un total de 8,34
x 105 UCF por ml de microorganismos (hongos, ac-
tinobacterias y bacterias) predominado las actino-
bacterias. No se detectaron bacterias de la familia
Bacillaceae (Figura 1a), mientras que en P2 solo se
verifico la presencia de un total de 3,26 105UCF por
ml de microorganismos totales, siendo relativamente
mas abundantes las bacterias entre las que habia
presencia de B.S.F. y bacilaceas (Figura 1b).

Volumen 6 | Numero 3 | Septiembre-Diciembre | 2018 ..... Agroecosistemas | Revista para la transformacion agraria sostenible ISSN: 2415-2862



(P1)

=S
W

16 14,66
14 12,33
__ 12
5 10
= 8
o 5,66
w 6
=2
a
2 0,66 0,32
0 | —
(2] =) [ A Lo
0(\%0 -\d?"\'z & \p‘\\ v _\q-&‘a
X & & N >
.(\O Q S Q)'a
' v
?‘(}' ©

70 59,66
60
I 50
o
— 40
O 20
5 20 16,66 15,33
7,33
10 I I "
o W
=Y & ) A o)
o%o & e}{b 6&'\. . 'a-“e?
® & & » &
.(\0 QJ’B c'.)o Q;b
W ©

Figura 1a'y 1b. Grupos de microrganismos presentes y concentracion en los biopreparados P1y P2 respectivamente.

El MM manifestd 1,72 x 106 UFC por ml de microor-
ganismos totales y de ellas 1,65 x 106 correspon-
dieron a actinobacterias (Figura 2a). En las placas
predominaban colonias de color cremay en algunos
casos de color amarillo. Por reproducirse este biopre-
parado basado en un consorcio de ME obtenido a
partir de un sitio de un ecosistema de Pamplona es
de interés verificar su accién en campo, tanto como
biofertilizante como antagonista, mientras que en el

Caldo rizosfera se contabilizaron 1,24 x 106 UFC por
ml de microorganismos totales predominando las

bacterias, con presencia de B.S.F. asi como hongos

y actinomicetos (Figura 2b). Como este bioprepara-

do se reproduce a partir de materiales existentes en
la propia finca es de interés comprobar en campo Si
los microorganismos presentes tienen accion anta-
gonista o biofertilizante.
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Figura 2ay ab. Grupos de microrganismos presentes y concentracion en los biopreparados MM y Caldo rizosfera, respectivamente.

Resultados de la evaluacion de bioles de MM afec-
taron las propiedades quimicas y biolégicas de las
unidades experimentales, lo que promovid un mayor
crecimiento de las plantas de soya y tomate (Castro,
et al., 2015), sin embargo estos autores sefialan que
es lainvestigacion de este inoculo microbiano lo que
permitira identificar a nivel molecular los consorcios
microbianos presentes en las diferentes etapas del
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proceso de elaboracion y los mecanismos por 10s
cuales afectan positivamente el crecimiento de las
plantas.Segun Restrepo, Marulanda, Fe-Pérez, Diaz,
Vera & Hernandez (2015), los géneros bacterianos
con mayores potencialidades de uso como solubi-
lizadores de P son Pseudomonas y Bacillus debido
a que sus principales mecanismos de accion inclu-
yen la produccion de &cidos organicos, la quelacion
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de los elementos responsables de la insolubilidad
de los fosfatos presentes y asimilacion directa de
fosfatos insolubles, por lo que el hecho que Caldo
rizosfera no presentara Bacilaceas y si B.F.S., presu-
pone la presencia de otras bacterias solubilizadoras
de P en este biopreparado incluyendo las del gé-
nero Pseudomonas que también tiene efectos como
antagonistas.

En el B. de meconio se contabilizaron 1,3 x 106 UFC
por ml de microorganismos totales, con un mayor
nivel relativo de actinomicetos, pero estuvieron pre-
sentes poblaciones de hongos en 3,83 x 105 UFC
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por ml y de bacterias en 1,6 x 105 UFC por ml,
con presencia de 6,33 x 104 UFC por ml de B.S.F
(Figura 3a); mientras que el biopreparado M6 pre-
sentd 9,13 x 105 UFC por ml de microorganismos
totales, predominando los hongos y las bacterias,
con presencia de B.S.F. y bacilaceas (Figura 3b), o
sea, no presentd la concentracion relativa mas alta
de microorganismos pero si mas variada. Como este
biopreparado se reproduce a partir de un consor-
cio de ME obtenido en un sitio de ecosistema de
Pamplona es de interés verificar su accion en cam-
po, tanto como biofertilizante como antagonista.
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Figura 3a y 3b. Grupos de microrganismos presentes y concentracion en los biopreparados B de meconio y

M6, respectivamente.

Peralta, Juscamaita & Meza (2016), caracterizaron
un biopreparado liquido fermentado anaerébica-
mente a partir de excreta fresca de vacuno tratada,
que entre sus atributos no estan la cantidad de mi-
croorganismos, sino el contenido de N, P, K'y micro-
nutrientes, aunque utilizan en el proceso un inocu-
lante de un consorcio microbiano de bacterias acido
lacticas, que contiene bacterias probioticas del gé-
nero Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium,
por lo que es de gran interés verificar los efectos de
B. meconio en el campo y profundizar en la caracte-
rizacion microbioldgica y de los macro elementos y
micro elementos que contiene.

Por medio del AVOVA se verificd que el B. de Meconio
y M6 presentaron los mayores niveles de hongos, los
actinomicetos predominaron en P1y en los MM. El
Caldo rizosfera super6 a los demas biopreparados
en cuanto a las poblaciones de bacterias. P1 mostré
el mayor nivel de B.S.F. y P2 el mas bajo, el resto
de los biopreparados quedaron intermedios entre
estos dos. Las bacilaceas se presentaron en mayor
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medida en M6, que presentd diferencia estadistica
con P2 (Tabla 2).

Tabla 2. Poblaciones del analisis estadistico de las
poblaciones (raiz (log UCF por ml) de los grupos de
microorganismos de cada biopreparado

Bioprepa- Hongos Aptino— Bapte— BSF Bacila-
rados micetos rias ceas

P1 285bc |7.01ab |4,10b |394a |10b

P2 258bc |355b |385b |1,.27b |1,13b

MM 215¢c |1271a |202b |194ab |1.0b

Caldo  |566p |276b |1026a|199ab |10b

Rizosfera

Bdel 15054 |856ab |408b |249ab | 1.0b

meconio

M6 712a |312b |507b |237ab |230a

V(%) |1071 |213 2024 | 183 8.83

Error

Tioor | 0:25 135 079 |057 0,06

* Valores con letras desiguales en las columnas difieren por la
prueba de Tukey (P<0,05)
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La predominancia de altas poblaciones de actinomi-
cetos en MM se justifica debido a que este biopre-
parado se obtiene por un proceso de fermentacion
aerébico y los actinomicetos son aerdbicos y al-
gunos géneros aerdbicos estrictos. Estos también
predominaron en P1 que también se obtiene por un
método aerdbico, aunque en el Biopreparado de
meconio las poblaciones fueron altas, pero no pre-
dominaron dentro del conjunto de microorganismos.

Algunos actinomicetos han sido descritos como
agentes de biocontrol por la capacidad de produ-
cir enzimas biodegradativas como quitinasas, glu-
canasas, peroxidasas y otras (Tokata, et al., 2002;
Arasu, Esmail, Al-Dhabi & Ponmurugan, 2016). Otros
del género Streptomyces también son importantes
para promover la nodulacion y ayudar a los bacte-
riodes de Rhizobium a la asimilacion del hierro en
la fijacion de nitrégeno en leguminosas (Tokata et
al., 2002), mientras que otros géneros como Frankia
han sido reportados como fijadores de nitrégeno
atmosférico, asi como también algunas cepas per-
tenecientes a las familias Thermomonosporaceae y
Micromonosporaceae (Valdés, et al., 2005).

Los actinomicetos controlan hongos y bacterias pa-
togénicas y también aumentan la resistencia de las
plantas, mediante un mecanismo de produccion de
antibidticos que provocan inhibicion de patdégenos
del suelo y benefician el crecimiento y la actividad
de Azotobacter y de las micorrizas (Coutinho, 2011).

Resulta de gran importancia profundizar en las es-
pecies bacterias del Caldo rizosfera, bioprepara-
do donde este grupo tuvo las mas altas poblacio-
nes. Dentro de las bacterias que han demostrado
tener eficiencia en la solubilizacion de fosfatos
en Colombia se encuentran varios géneros des-
tacandose Burkholderia cepacia, Pseudomonas
sp, Aeromona hydrophilia, Pseudomonas luteo-
la, Pseudomonas putida, Enterobacter sakasaki,
Pantoea sp.y Enterobacter cloacae (Lara, Esquivel
& Negrete, 2011).

En la Ultima década se ha puesto en evidencia la ca-
pacidad solubilizadora de fosfatos de muchos gru-
pos de bacterias: Erwinia, Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Klebsiella, Burkholderia, Serratia,
Achromobacter,  Agrobacterium,  Microccocus,
Aereobacter, Flavobacterium, Enterobacter,
Klebsiella, Arthrobacter, Rhodobacter, Pantotea
y Klebsiella, entre las bacterias y, Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma y Fusarium entre los hon-
gos (Zaidi, Khan, Ahemad, Oves & Wani, 2009;
Khan, Zaidi, Ahemad, Oves & Ahmad, 2010; Awasthi,
Tewari & Nayyar, 2011).
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Las bacilaceas se presentaron en mayor medida
en M6 y en P2 con grandes posibilidades de solu-
bilizar P (Paredes & Espinosa, 2010) y se obtienen
por fermentacion anaerdbica. Como el resto de los
biopreparados no presentaron bacilaceas a la diso-
lucion estudiada, de favorecer estos la solublizacion
de P se atribuiria a la presencia géneros diferentes a
Bacillus, teniendo en cuenta que en el Caldo rizos-
fera que se obtiene por una fermentacion aerdbica
predominaron las bacterias como grupo.

Contrasta la predominancia de los hongos en M6
contra la predominancia de los actinomicetos en MM
cuando los dos biopreparados parten de ME obte-
nidos del mismo sitio, esto puede explicarse porque
después los productos comerciales se hacen con
procesos diferentes. En M6 se observaron colo-
nias tipicas de hongos de los géneros Trichoderma,
Aspergillus y Penicillium los cuales se incluyen en
el grupo que seconsideran solubilizadores de P
(Awasthi, et al., 2011). Segun Lumley, Gignac &
Currah (2001), Trichodermay Penicillium estan entre
los hongos que predominan en los suelos del bos-
que, mientras que Lorenzo (2002), relacionan a es-
tos dos géneros y a Aspergillus como antagonistas
promisorios encontrados dentro de plantaciones de
citricos.

En general los seis biopreparados presentan una
gran diversidad de microorganismos que pudieran
ejercer efecto como biofertilizantes (solubilizacion
del P), bioestimuladores o antagonistas, ya que di-
fieren en cuanto a los grupos de microorganismos
que predominan. Cuatro de los biopreparados pre-
sentan mas de 106UFC por ml que pudieran cer-
tificarse como biopreparados comerciales de baja
concentracion y dos 105 UCF, siendo el de menor
concentracion relativa total P2. Otras investigacio-
nes informan poblaciones de bacterias, hongos y le-
vaduras superiores a los presentes, en algunos bio-
compuestos organicos, pero menores para el caso
de los actinomicetos (Pérez, Céspedes & Nufiez,
2008).

Deben realizarse investigaciones de laboratorio para
precisar los géneros y especies de microorganismos
presentes en cada biopreparado como ha sefialado
Patifio-Torres (2014), asi como ensayos de campo,
con disefios experimentales adecuados, para veri-
ficar la accion como biofertilizantes para la solubi-
lizar P, medir su capacidad como bioestimulantes
y como antagonistas en los fundamentales cultivos
de Pamplona. A partir de ahi, dar pasos para que
se certifique su comercializacion por el ICA. Segun
Kibblewhit, Ritz & Swift (2015), la diversidad micro-
bianay los procesos en el suelo son llevados a cabo
por “consorcios microbianos” cuya caracteristica
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principal es la diversidad funcional mas que la de
grupos taxondmicos, por lo que se hace necesario a
partir de estos resultados realizar ensayos de cam-
po con el rigor necesario para verificar los efectos
de cada uno de estos bioproductos.

CONCLUSIONES

Los seis biopreparados estudiados poseen microor-
ganismos que pudieran tener efecto como bioesti-
mulantes, solubilizadores de fosfatos o antagonis-
tas, aunque las concentraciones son relativamente
bajas, ya que solo cuatro alcanzan 106 UFC por m
de microorganismos totales. Los biopreparados pre-
sentan diferencias estadisticas en cuanto a la con-
centracion de los diferentes grupos de microorga-
nismos evaluados lo que obliga a realizar ensayos
de laboratorio y de campo para verificar y diferen-
ciar los posibles efectos que pudieran promover en
los sistemas de cultivo.
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